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Resumo!
!

SILVA2JUNIOR,!E.!A.!Produtos!naturais!de!microEorganismos!associados!aos!
ninhos! da! formiga! cortadeira! Atta$ sexdens$ rubropilosa.! 2017.! 136f.! Tese!
(Doutorado).!Faculdade!de!Ciências!Farmacêuticas!de!Ribeirão!Preto!–!Universidade!
de!São!Paulo,!Ribeirão!Preto,!2017.!

!
As!formigas!cortadeiras!coletam!material!vegetal!para!cultivar!um!fungo!simbionte!
utilizado! como! fonte! de! alimento.! Colônias! de! formigas! agricultoras! podem! ser!
atacadas!por!micro2organismos!invasores!e,!para!proteção!do!ninho,!as!formigas!
se!associaram!com!bactérias!produtoras!de!antibióticos.!O!objetivo!desse!trabalho!
foi! estudar! os! produtos! naturais! produzidos! por!micro2organismos! associados! aos!
ninhos!da! formiga! cortadeira!Atta$ sexdens$ rubropilosa.! Formigas! e! amostras! dos!
jardins! foram! lavadas! com! solução! aquosa! estéril! e! bactérias! dos! gêneros!
Serratia,$ Pseudonocardia! e!Burkholderia$ foram! isoladas! em!meio! ágar! ISP22! e!
quitina.! A! bactéria! Serratia$ marcescens! 3B2! produz! as! substâncias! 32etil22,52
dimetil2pirazina!e!2,52dimetil2pirazina,!que!são!componentes!do!feromônio!de!trilha!
das!formigas$Atta$sexdens$rubropilosa,!e!ácido!indol232acético!e!ácido!fenilacético,!
que! são! encontrados! nas! glândulas! metapleurais! dessas! formigas.! O! genoma!
dessa! bactéria! foi! sequenciado! e! os! antibióticos! andrimide,! oocidina! e!
serratamolide! foram! identificados! por! genome$ mining! e! desreplicação! dos!
extratos.! Os! estudos! biossintéticos! da! 32etil22,52dimetil2pirazina! e! 2,52dimetil2
pirazina! utilizando! precursores! isotopicamente! marcados! revelaram! que! o!
aminoácido! L2treonina! é! precursor! biossintético! dessas! substâncias.! Bactérias!
Pseudonocardia$spp.,!isoladas!das!formigas!e!jardins!do!fungo!simbionte,!inibiram!
o!crescimento!do!fungo!Escovopsis!sp.,!que!é!parasita!dos!jardins!cultivados!pelas!
formigas.!O!extrato!em!acetato!de!etila!da!bactéria!Pseudonocardia!sp.!1B7! foi!
submetido! ao! isolamento! monitorado! pela! atividade! antifúngica,! o! que! levou! a!
identificação!do!ácido!indol232acético!como!responsável!pela!inibição!observada.!
O!ácido! indol232acético! inibiu! seletivamente!o!crescimento!de!esporos!de!cinco!
linhagens! de! Escovopsis! spp.! e! não! foi! ativo! contra! o! fungo! cultivado! como!
alimento! pelas! formigas,! Leucoagaricus$ gongylophorus.! O! genoma! da! bactéria!
Pseudonocardia!sp.!1B7!foi!sequenciado!e!a!biossíntese!do!ácido!indol232acético!
foi! determinada! como! dependente! do! aminoácido! L2triptofano.! A! bactéria!
Burkholderia! sp.! JB2,! isolada! do! jardim! fúngico,! produz! o! antibiótico! tropolone,!
que!apresenta!elevada!atividade!inibitória!frente!ao!fungo!Escovopsis!sp.!devido!
a!privação!de! ferro.!Análises!de!microscopia!eletrônica!de! varredura! revelaram!
que!os!jardins!do!fungo!simbionte!estão!encobertos!por!uma!camada!resistente!a!
água,! que! aparenta! estar! relacionada! com! a! proteção! dos! jardins.! O! fungo!
entomopatogênico!Aspergillus$nomius!ASR3!foi!isolado!de!uma!rainha!morta!de!Atta$
sexdens$rubropilosa!e!as!aflatoxinas!B1!e!G1!foram!produzidas!por!esse!fungo!em!
condições! laboratoriais! e! na! formiga! de! onde! foi! isolado.! Os! resultados! obtidos!
destacam! a! importância! de! metabólitos! produzidos! pela! microbiota! bacteriana!
para!a!defesa!e!comunicação!das!formigas.!O!conhecimento!gerado!pode!servir!de!
inspiração!no!desenvolvimento!de!novas!estratégias!terapêuticas!e!formas!de!controle!
das!formigas!cortadeiras!que!sejam!menos!prejudiciais!ao!meio!ambiente.!!
!
!
Palavras2chave:!Simbiosea!Formigas!cortadeirasa!Bactériasa!Ecologia!química.!
!
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1.!Introdução!
!

1.1!Simbiose!
! !

Durante! milhares! de! anos! de! evolução! os! seres! vivos! associaram2se! para!

garantir! vantagens! de! sobrevivência.! Essas! interações! são! conhecidas! como!

simbiose! (NUTTALL,! 1923),! e,! em! alguns! casos,! são! tão! importantes! que! os!

organismos!não!conseguem!viver! separados,! como!ocorre!com!as!algas!e! fungos!

presentes!nos!líquens!(Fig.!1a!GRUBE!et!al.,!2009a!SPRIBILLE!et!al.,!2016).!!

!

!
Figura!1.$Fotografia!de!um!líquen,!exemplo!de!simbiose!entre!fungos!e!algas.$

!

Vários!animais!e!plantas!se!associaram!a!micro2organismos!que,!geralmente,!

fornecem!nutrientes!ou!proteção!para!seus!hospedeiros! (CRAWFORD!e!CLARDY,!

2011).! As! algas! marinhas! PseudoDnitzschia$ multiseries! fornecem! nutrientes! para!

bactérias!Sulfitobacter!spp.!que,!em!contrapartida,!estimulam!o!crescimento!das!algas!

pela! produção! da! auxina! vegetal! ácido! indol232acético! (AMIN! et! al.,! 2015).! Já! as!

vespas! Philanthus$ triangulum! estão! associadas! com! bactérias! do! gênero!

Streptomyces,! que! são! produtoras! de! antibióticos! importantes! para! protegem! as!

larvas!desses!insetos!(KROISS!et!al.,!2010).!Um!outro!exemplo!de!simbiose!ocorre!

com! os! besouros! Dendroctonus$ frontalis! que! estão! associados! com! bactérias!

Streptomyces$ thermosacchari! produtoras! do! antifúngico! micangimicina,! que!

apresenta! atividade! frente! ao! fungo!Ophiostoma$ minus,! prejudicial! aos! besouros!

(SCOTT!et!al.,!2008).!

!Assim!como!os!humanos,!alguns!insetos!desenvolverem!a!capacidade!realizar!

agricultura.! Algumas! espécies! de! cupins,! besouros! e! formigas! são! capazes! de!

fornecer! alimento! e! proteção! para! fungos! simbiontes! cultivados! como! fonte! de!
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alimento!(MUELLER!et!al.,!2005).!Um!outro!exemplo!ocorre!em!colônias!de!abelhas!

sem!ferrão!Scaptotrigona$depilis.!As!larvas!dessas!abelhas!se!alimentam!de!um!fungo!

que!cresce!no! interior!das!células!de!cria!e!é!fundamental!para!o!desenvolvimento!

larval!(MENEZES!et!al.,!2015).!Os!fungos!cultivados!pelos!insetos!são!uma!fonte!rica!

de! nutrientes! e! podem! ser! atacados! por! micro2organismos! invasores.! Em!

contrapartida,! os! insetos! agricultores! se! associaram! com! bactérias! produtoras! de!

antibióticos!para!proteger!suas!colônias!(VISSER!et!al.,!2012a!CALDERA!e!CURRIE,!

2012).!

!

1.2!Formigas!agricultoras!e!microEorganismos!simbiontes!
!

Um! grupo! especial! de! formigas! (tribo! Attini)! cultiva! fungos! como! fonte! de!

alimento!por!aproximadamente!50!milhões!de!anos.!Existem!cerca!de!300!espécies!

de!formigas!Attini!que!estão!distribuídas!principalmente!nas!regiões!neotropicas!do!

continente! americano! (SCHULTZ! e! BRADY,! 2008a! JEŠOVNIK! et! al.,! 2016).!

Inicialmente!essas! formigas! forneciam!uma!grande!variedade!de!material!orgânico!

para!os!fungos!que!elas!cultivavam!como!alimento!e,!com!o!passar!do!tempo,!algumas!

espécies!foram!se!especializando!no!tipo!de!material!coletado.!Formigas!do!gênero!

Apterostigma,! por! exemplo,$ coletam! fezes! de! insetos! para! cultivar! os! fungos!

simbiontes,!enquanto!que!as!formigas!Acromyrmex!spp.!e!Atta!spp.!coletam!material!

vegetal!(Fig.!2a!LICHT!e!BOOMSMA,!2010).!

!

!
Figura!2.!Jardim!fúngico!cultivado!por!Atta$sexdens$rubropilosa.!
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!

Os!jardins!fúngicos!cultivados!pelas!formigas!são!ricos!em!nutrientes!e!podem!

ser! atacados! por! fungos! invasores,! como! fungos! dos! gêneros! Trichoderma,!

Aspergillus$e!Escovopsis!(PAGNOCCA!et!al.,!2012).!Fungos!do!gênero!Escovopsis!

co2evoluíram! juntamente! com! as! formigas! agricultoras! e! se! especializaram! em!

parasitar!os!jardins!cultivados!pelas!formigas.!Os!fungos!Escovopsis!spp.!atacam!e!

consomem!os!jardins,!diminuindo!a!sobrevivência!e!taxa!de!reprodução!das!formigas,!

podendo! levar! os! formigueiros! à! morte! (CURRIE! et! al.,! 1999a).! Esses! fungos!

parasitas!secretam!substâncias!que!paralisam!o!crescimento!dos!micélios!dos!fungos!

simbiontes,!mas! as! substâncias! responsáveis! por! essa! atividade! ainda! não! foram!

identificadas!(REYNOLDS!e!CURRIE,!2004).!

Ao! longo! da! evolução,! as! formigas! se! associaram! com! bactérias! para! se!

defenderam! do! ataque! de! fungos! patogênicos! (CURRIE! et! al.,! 1999b).! Essas!

bactérias!simbiontes!produzem!antibióticos!que!inibem!o!crescimento!dos!parasitas!e!

estão!presentes!nos!jardins!e!nas!superfícies!corporais!das!formigas,!principalmente!

nas! formigas! cuidadoras! dos! jardins! (CURRIE! et! al.,! 2003a).! A! presença! dessas!

bactérias!é!de!grande!importância!para!as!formigas,!pois!os!formigueiros!se!tornam!

mais! susceptíveis! aos! ataques! dos! fungos! parasitas! quando! essas! bactérias! são!

removidas!das!superfícies!corporais!das!formigas!(CURRIE!et!al.,!2003b).!

! As!formigas!agricultoras,!de!forma!geral,!adaptaram!seus!exoesqueletos!para!

abrigar!e!alimentar!as!bactérias!simbiontes!(CURRIE!et!al.,!2006).!Essas!associações!

com!as!bactérias!são!tão!específicas,!que!as!formigas!são!capazes!de!diferenciar!as!

suas! bactérias! simbiontes! de! outras! bactérias! não! simbiontes! (POULSEN! et! al.,!

2011).! Além! de! protegerem! os! formigueiros,! as! bactérias! simbiontes! necessitam!

combater!bactérias!invasoras!que!potencialmente!poderiam!competir!pelos!benefícios!

garantidos! pelas! formigas.! Van! Arnam! e! colaboradores! (2015)! verificaram! que!

bactérias! Pseudonocardia$ spp.! isoladas! de! formigas! agricultoras! Apterostigma$

dentigerum!produzem!antibióticos,!como!a!92metoxirebecamicina!(Fig.!3),!que!inibem!

o!crescimento!de!outras!bactérias!do!gênero!Pseudonocardia.!!

!

!

!

!

!
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!

!
Figura!3.!Produtos!naturais!isolados!de!bactérias!associadas!a!formigas!agricultoras.!!
!

!
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Existem!poucos!trabalhos!que!identificaram!as!substâncias!produzidas!pelas!

bactérias!que!vivem!em!associação!às!formigas!da!tribo!Attini!(Fig.!3).!A!substância!

dentigerumicina! foi! o! primeiro! exemplo! relatado,! sendo! produzida! pela! bactéria!

Pseudonocardia!sp.,!associada!a!espécie!Apterostigma$dentigerum,!e!inibiu!de!forma!

seletiva! o! crescimento! do! fungo! Escovopsis! (OH! et! al.,! 2009).! As! substâncias!

gerumicinas! A,! B! e! C,! selvamicina! e! pseudonocardonas! A,! B! e! C! também! foram!

produzidas! por! Pseudonocardia$ sp.! isolada! de! formigas! agricultoras! do! gênero!!

Apterostigma$ (SIT!et!al.,!2015a!VAN!ARNAM!et!al.,!2016a!CARR!et!al.,!2012).! !As!

formigas!agricultoras!também!podem!se!associar!a!bactérias!do!gênero!Streptomyces!

(SEIPKE! et! al.,! 2011).! Essas! bactérias! produzem! uma! série! de! substâncias! que!

podem!proteger!colônias!das!formigas!cortadeiras!Acromyrmex$octospinosus,!como!

as! antimicinas! A12A4,! a! actinomicina! D! e! a! candicidina! (SEIPKE! et! al.,! 2011a!

SCHOENIAN!et!al.,!2011a!HAEDER!et!al.,!2009).!

As!bactérias!também!são!importantes!para!proteger!as!formigas!contra!fungos!

entomopatogênicos.!A! remoção!das!bactérias!da! superfície! corporal! das! formigas,!

através! da! aplicação! de! agentes! antibacterianos,! levou! a! uma! maior! taxa! de!

mortalidade!das!formigas!devido!à!infecção!por!entomopatógenos!(MATTOSO!et!al.,!

2011).!Fungos!entomopatogênicos!são!encontrados!próximos!aos!ninhos!de!formigas!

cortadeiras,!mas!dificilmente!causam!infecções,!o!que!indica!que!existem!sistemas!de!

proteção!muito!eficazes!(HUGHES!et!al.,!2004).!Diferentes!fungos!e!leveduras!não!

patogênicos! também! podem! ser! encontrados! nos! formigueiros,! podendo!

desempenhar!papel!de!proteção!contra!o!ataque!de!parasitas!(RODRIGUES!et!al.,!

2009a!LITTLE!e!CURRIE,!2007a!FREINKMAN!et!al.,!2009).!!!!!

!

1.3!Formigas!cortadeiras!
!

Entre!8!e!12!milhões!de!anos!atrás,!algumas!espécies!de!formigas!passaram!a!

fornecer!material!vegetal!fresco!para!seus!fungos!simbiontes.!Essas!formigas!ficaram!

conhecidas!como!formigas!cortadeiras!(Fig.!4)!e!são!formadas!principalmente!pelos!

gêneros!Atta!e!Acromyrmex!(SCHULTZ!e!BRADY,!2008).!As!formigas!cortadeiras!são!

consideradas! como! os!maiores! herbívoros! das! Américas! e! são! essenciais! para! a!

manutenção! do! equilíbrio! natural! das! florestas,! sendo! essenciais! para! o! ciclo! de!

matéria!orgânica!nos!solos!(WEBER,!1966).!Além!da! importância!ecológica,!essas!
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formigas! também!podem!coletar!os!vegetais!cultivados!pelos!homens,!o!que!pode!

gerar!prejuízos!à!agricultura.!

!

!!! !
Figura!4.!Formigas!cortadeiras!Atta$laevigata$coletando!flores.!

!

!! As!formigas!cortadeiras!se!alimentam!do!fungo!Leucoagaricus$gongylophorus!

que! elas! cultivam! em! jardins! presentes! em! câmaras! subterrâneas! de! seus!

formigueiros!(LICHT!et!al.,!2014).!Esses!insetos!também!desenvolveram!estratégias!

para!defenderem!suas!colônias!contra!micro2organismos!invasores.!Uma!estratégia!

importante! é! a! constante! limpeza! de! suas! colônias,! em! que! as! formigas! retiram!

sujeiras! e! materiais! infectados! por! outros! micro2organismos,! e! depositam! esses!

materiais!fora!dos!formigueiros!ou!em!câmaras!subterrâneas!contendo!o!lixo!(CURRIE!

e!STUART,!2001a!LITTLE!et!al.,!2006).!!!

As! formigas! possuem! glândulas! metapleurais! desenvolvidas! para! produzir!

secreções!com!atividade!antibióticas,!que!contém,!por!exemplo,!ácido! fenilacético,!

ácido!indol232acético!e!ácido!32hidroxidecanóico!(Fig.!5a!SCHILDKNECHT!e!KOOBL,!

1971a! NASCIMENTO! et! al.,! 1996a! YEK! et! al.,! 2012).! As! secreções! das! glândulas!

metapleurais!podem!ser!coletadas!pelas!patas!dianteiras!das!formigas!Atta$spp.!e,!em!

seguida,! são! aplicadas! especificamente! nas! regiões! infectadas! dos! jardins!

(FERNÁNDEZ2MARÍN!et!al.,!2015).!Ainda!não!se!sabe!como!as!formigas!produzem!

ou!adquirem!as!substâncias!encontradas!no!interior!das!glândulas!metapleurais.!!

!
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!
Figura!5.!Substâncias!presentes!nas!glândulas!metapleurais!de!formigas!cortadeiras.!
!

! Esses! mecanismos! se! mostraram! eficientes! para! a! eliminação! de! micro2

organismos! invasores,!como!o! fungo!Trichoderma$viride,!mas!não! foram!eficientes!

para!eliminar!fungos!do!gênero!Escovopsis,!que!são!parasitas!específicos!dos!jardins!

(CURRIE!e!STUART,!2001).!Mesmo!as!formigas!apresentando!vários!mecanismos!

de!defesa,!os!fungos!Escovopsis!spp.!se!adaptaram!a!essas!defesas!dos!formigueiros!

e!conseguem!infectar!os!jardins!do!fungo!alimento!das!formigas!(GERARDO!et!al.,!

2006).!

As!bactérias!produtoras!de!antibióticos!também!são!uma!importante!forma!de!

defesa!para!essas!formigas!agricultoras.!Algumas!espécies!de!Acromyrmex$possuem!

o!tórax!encoberto!por!actinobactérias.!Schoenian!e!colaboradores!(2011)!mostraram!

que!bactérias!Streptomyces!spp.!produziram!o!antibiótico!valinomicina!nos!corpos!de!

Acromyrmex$echinatior!e!essas!substâncias!inibiram!o!fungo!Escovopsis.!Ao!contrário!

de!formigas!cortadeiras!Acromyrmex$spp.,!as!formigas!do!gênero!Atta$não!possuem!

actinobactérias! na! superfície! de! seus! exoesqueletos.! Existem! poucos! relatos! na!

literatura! de!Pseudonocardia$ spp.! isoladas! de! formigas! do! gênero!Atta! e,! nesses!

trabalhos,! poucas!unidades! formadoras!de! colônias!bacterianas! foram! isoladas!de!

cada!formiga!(CAFARO!et!al.,!2011a!MARSH!et!al.,!2013).!Dessa!forma,!a!simbiose!

entre!formigas!Atta$spp.!e!as!bactérias!protetoras!Pseudonocardia$spp.!permanece!

pouco!compreendida!e!os!dados!da!literatura!indicam!que!as!formigas!podem!estar!

perdendo!a!simbiose!com!essas!actinobactérias!protetoras.!

!

1.4!Atta$sexdens$rubropilosa!
! !
! A! formiga! cortadeira$ Atta$ sexdens$ rubropilosa! (Fig.! 6),! ou! “saúva! limão”,! é!

conhecida! por! ser! prejudicial! à! agricultura! do! estado! de! São! Paulo! e! do! Brasil!

(MARICONI,!1964a!ZANETTI!et!al.,!2004).!Isso!ocorre!pois,!durante!a!noite,!milhares!

de!formigas!saem!para!coletar!material!vegetal,!que!pode!ser!coletado!em!florestas!e!

O

OH N
H

OH

O

OH

OOH

acido indol-3-aceticoacido fenilacetico acido 3-hidroxidecanoico
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também! em! plantações.! As! formigas!Atta$ sexdens$ rubropilosa! utilizam! compostos!

orgânicos! para! coordenar! o! forrageamento,! como! a! substância! 32etil22,52dimetil2

pirazina,!que!é!o!principal!componente!do!feromônio!de!trilha!(CROSS!et!al.,!1979).!

Essa!pirazina!tembém!está!presente!no!feromônio!de!trilha!das!formigas!cortadeiras!

Atta$cephalotes$(EVERSHED!et!al.,!1983)!e!Acromyrmex$octospinosus!(CROSS!et!al.,!

1982)!e,!apesar!da!importância!ecológica,!pouco!se!sabe!como!as!formigas!produzem!

essa!substância.!

Existem!várias!pesquisas!com! intuito!de!combater!as! formigas!cortadeiras!e!

reduzir!os!danos!causados!nas!plantações!(MARICONI,!1964a!ZANETTI!et!al.,!2004).!

Uma! forma! de! combater! esses! insetos! é! através! de! aplicações! de! agrotóxicos!

diretamente! nas! entradas! das! colônias! ou! pela! utilização! de! iscas! contendo!

agrotóxicos!(ZANETTI!et!al.,!2004a!ZANETTI!et!al.,!2014).!Esses!métodos!não!são!

muito!eficientes,!uma!vez!que!não!são!capazes!de!eliminar!a!formiga!rainha,!que!fica!

protegida!no!interior!dos!jardins!do!fungo!Leucoagaricus$gongylophorus.!!!

As! formigas! cortadeiras! Atta! spp.! possuem! glândulas! metapleurais! mais!

desenvolvidas! que! outras! formigas! agricultoras! e,! nessas! glândulas,! existem!

compostos! que! são!utilizados! para! proteção!química! da! colônia.!Essas! secreções!

foram!eficazes!para!combater!fungos!entomopatogênicos,!mas!foram!menos!ativas!

contra!os!fungos!do!gênero!Escovopsis!(YEK!et!al.,!2012a!FERNÁNDEZ2MARÍN!et!al.,!

2015).!Mesmo!não!possuindo!as!bactérias!Pseudonocardia!spp.$no!exoesqueleto,!e!

as!secreções!glandulares!não!sendo!tão!eficazes!contra!os!fungos!Escovopsis$spp.,!

as!colônias!de!Atta$spp.!conseguem!ser!saudáveis!e!manter!um!grande!número!de!

indivíduos.! Esses! dados! indicam! que! essas! formigas! cortadeiras! podem! utilizar!

mecanismos! de! defesas! ainda! não! conhecidos.!O! estudo! desses!mecanismos! de!

defesas! pode! servir! como! fonte! de! inspiração! para! o! desenvolvimento! de! novos!

tratamentos!antimicrobianos.!!

Bactérias!Burkholderia!spp.!foram!isoladas!de!jardins!de!A.$sexdens$rubropilosa$

e!apresentaram!elevada!atividade!inibitória!aos!fungos!invasores!Beauveria$bassiana,!

Metarhizium$anisopliae$e!também!frente!a!Escovopsis$weberi!(SANTOS!et!al.,!2004).!

A! presença! de! bactérias! produtoras! de! antibióticos! nos! jardins! pode! proteger!

diretamente!o!alimento!das!formigas!contra!o!ataque!de!micro2organismos!invasores!

e! pode! explicar! a! ausência! de! linhagens! de! Pseudonocardia! na! superfície! das!

formigas.!Os!antibióticos!produzidos!pelas!bactérias!Burkholderia!spp.,!isoladas!dos!
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jardins,! ainda! não! foram! descritos! na! literatura! e! podem! desempenhar! um! papel!

crucial!na!proteção!de!colônias!de!A.$sexdens$rubropilosa.!

!

!
Figura! 6.! Foto! de! microscopia! eletrônica! de! varredura! de! formigas!Atta$ sexdens$
rubropilosa!no!jardim!dos!fungos!simbiontes.!!

!

! Outros!fungos!e!leveduras!também!foram!isolados!de!ninhos!de!Atta$sexdens$

rubropilosa,!sendo!que!alguns!deles!pertencem!a!novas!espécies,!o!que!indica!que!

existe!uma!variedade!de!micro2organismos!associados!a!essas!formigas!(CARREIRO!

et! al.,! 1997a! CARREIRO! et! al.,! 2004a! RODRIGUES! et! al.,! 2005).! A! diversidade!

microbiana!presente!nas!colônias!dessas! formigas!pode!ser!uma! fonte!promissora!

para!a!descoberta!de!novos!produtos!naturais.!Dessa!forma,!é!de!grande!importância!

realizar! estudos! para! identificar! as! substâncias! produzidas! por! esses! micro2

organismos!e!para!entender!as!funções!ecológicas!dos!produtos!naturais!produzidos!

por!essa!microbiota.!

!

1.5!Necessidade!de!novos!antibióticos!!
!

! Existe!um!alarmante!problema!envolvendo!a!resistência!aos!antimicrobianos!

utilizados!no!combate!de!infecções!bacterianas!e!fúngicas.!As!bactérias,!por!exemplo,!

tendem!naturalmente! a! se! tornarem! resistentes,! uma! vez! que! utilizam!antibióticos!

para! defesa! e! comunicação! no! ambiente! onde! vivem! (World! Health!Organization,!

2014).!A!produção!e!utilização!de!antibióticos!por!micro2organismos!durante!milhares!
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de! anos! resultou! no! aparecimento! de! genes! de! resistência! a! antibióticos,! que! já!

existiam!antes!mesmo!do!uso!de!antibióticos!pelos!humanos!(D’COSTA!et!al.,!2011).!

O! uso! indiscriminado! de! antibióticos! colaborou! com! a! aceleração! desse! processo!

natural! e! na! seleção! de! cepas! resistentes,! contribuindo! assim! para! crise! de!

antibióticos!que!estamos!vivendo!(KOLTER!e!WEZEL!2016).!

A! resistência! bacteriana! aos! antibióticos! vem! sendo! observada! desde! a!

utilização!da!penicilina! até! aos!antibióticos! introduzidos! recentemente!no!mercado!

(HÖGBERG! et! al.,! 2010).! As! bactérias! gram2positivas! Staphylococcus$ aureus!

resistentes! a! meticilina! e! Enterococcos! resistentes! a! vancomicina! e! cepas! de!

bactérias! gram2negativas! como!Escherichia$ coli,!Neisseria$ gonorrhoeae,!Klebsiella$

pneumoniae!e!Pseudomonas$aeruginosa!estão!entre!as!bactérias!mais!problemáticas!

no!cenário!mundial!(VENTOLA,!2015).!

! Na!busca!de!novos!antibióticos,!a!prospecção!de!produtos!naturais!se!destaca!

(NEWMAN! e! CRAGG,! 2016).! Os! produtos! naturais! foram! selecionados! durante!

milhares!de!anos!de!evolução!e!são!promissores!para!a!descoberta!e!planejamento!

de!novos!fármacos.!As!bactérias,!por!exemplo,!precisam!se!defender!de!outros!micro2

organismos!e!uma!das!formas!de!defesa!é!a!produção!de!substâncias!com!atividades!

antibióticas! (SILVER,! 2008).! As! substâncias! antibióticas! produzidas! por! bactérias!

apresentam!os!mais!diversos!mecanismos!de!ação,!como,!por!exemplo,!a!inibição!da!

síntese! de! parede! celular,! da! produção! de! proteínas! e! da! produção! de! ácidos!

nucléicos!(WENCEWICZ,!2016).!

! Nesse!sentido,!as!bactérias!simbiontes!de!formigas!agricultoras!se!destacam!

como!promissoras!para!a!produção!de!antibióticos.!Essas!bactérias,!juntamente!com!

as! substâncias! antibióticas! que! elas! produzem,! foram! selecionadas! durante! a!

evolução! das! formigas! agricultoras! e! necessitam! ser! efetivas! para! o! combate! dos!

micro2organismos!invasores.!

!

1.6!Genome$mining!e!desreplicação!aplicados!para!identificação!de!moléculas!
bioativas!!

!
O! crescente! avanço! tecnológico! possibilitou! o! surgimento! de! técnicas! que!

permitem! o! sequenciamento! rápido! de! genomas.! O! sequenciamento! por! PacBio!

(Pacific$ Biosciences)! utilizando! a! técnica! de! SMRT! (singleDmolecule$ realDtime$ cell$

technology),!por!exemplo,!permite!a!geração!de!reads!longos!que!facilitam!e!agilizam!
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a!montagem! dos! genomas! (EID! et! al.,! 2009).! Junto! com! o! crescente! número! de!

genomas!sequenciados,!novas!ferramentas!para!análise!das!informações!genéticas!

estão! sendo! criadas! e! aperfeiçoadas.! A! plataforma! antiSMASH! (antibiotics$ &$

Secondary$Metabolite$Analysis$SHell)!se!destaca!na!área!de!produtos!naturais,!uma!

vez!que!identifica!clusters!de!genes!biossintéticos!presentes!nos!genomas!que!estão!

sendo!estudados!e!compara!os!clusters! gênicos!encontrados!com!os!descritos!na!

literatura!(BLIN!et!al.,!2013).!A!plataforma!RAST!(Rapid$Annotation$using$Subsystem$

Technology)! também! pode! ser! utilizada! para! identificar! os! genes! e! suas! funções!

enzimáticas!descritas!(AZIZ!et!al.,!2008).!A!união!dos!dados!gerados!pelo!antiSMASH!

e! RAST! permite! analisar! detalhadamente! os! genes! que! codificam! as! enzimas!

presentes!nos!clusters!biossintéticos!encontrados.!

As!informações!codificadas!no!genoma!podem!ser!estudadas!mais!facilmente!

e! estão! sendo! incorporadas! cada! vez! mais! nos! trabalhos! envolvendo! produtos!

naturais!(SIT!et!al.,!2015a!DUNCAN!et!al.,!2015a!DEJONG!et!al.,!2016).!As!propostas!

de!biossíntese!geradas!pelas!análises!dos!genomas!podem!ser!comprovadas,!por!

exemplo,! pela! inativação! de! genes! responsáveis! pela! produção! de! enzimas!

envolvidas!com!a!biossíntese!das!substâncias!que!estão!sendo!estudadas.!Uma!outra!

forma! de! estudar! a! biossíntese! proposta! pelas! análises! dos! genomas! se! dá! pela!

utilização!de!precursores!biossintéticos!marcados!(VIZCAINO!e!CRAWFORD,!2015).!

Os! precursores! mais! utilizados! são! os! isotopicamente! marcados,! como! glicose,!

acetato!e!aminoácidos!marcados!com!13C!ou!deutério!(LOPES!et!al.,!2013a!MAHMUD,!

2007).!!

A!espectrometria!de!massas!vem!sendo!utilizada!como!uma!ferramenta!valiosa!

de! desreplicação.! Essa! técnica! permite! identificar! de! forma! rápida! os! produtos!

naturais! conhecidos! e! os! ainda! não! descritos! que! estão! codificados! em! genes!

presentes!nos!genomas!bacterianos.!Johnston!e!colaboradores!(2015)!utilizaram!LC2

MS/MS!para! identificar!novos!peptídeos!não! ribossomais!e!policetídeos!que! foram!

preditos!a!partir!de!análises!de!genomas!bacterianos.!Um!novo!lantipeptídeo!também!

foi! descoberto! utilizando! a! união! de! espectrometria! de! massas! e! genome$mining!

(MOHIMANI!et!al.,!2014).!Dessa!forma,!pode2se!notar!que!a!combinação!de!genome$

mining!e!espectrometria!de!massas!é!uma!ferramenta!útil!para!a!desreplicação!de!

extratos!bacterianos!e!para!a!descoberta!de!novos!produtos!naturais.!

!

!
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5!Conclusões!!!
!

! Os! estudos! químicos! das! bactérias! isoladas! de! colônias! de! Atta$ sexdens$

rubropilosa!forneceram!informações!sobre!compostos!potencialmente!envolvidos!na!

interação!entre!formigas!e!bactérias.!A!bactéria!Serratia$marcescens!3B2!produziu!as!

mesmas!substâncias!utilizadas!pelas!formigas!como!componentes!do!ferômonio!de!

trilha!e!de!secreções!das!glândulas!metapleurais!dessas!formigas.!As!pirazinas!5!e!6!
foram! produzidas! apenas! na! presença! de! L2treonina,! e! os! estudos! de! marcação!

isotópica! indicaram! que! esse! aminoácido! é! precursor! biossintético! dessas!

substâncias.!Os!antibióticos!oocidina,!andrimide!e!serratamolide!(8,!9!e!10)!também!
foram!produzidos!pela!bactéria!Serratia$marcescens!3B2!e!podem!auxiliar!na!proteção!

das!colônias!de!formigas!cortadeiras!contra!o!ataque!de!patógenos.!!

Bactérias!do!gênero!Pseudonocardia!foram!isoladas!do!corpo!e!jardim!fúngico.!

A!ausência!de!Pseudonocardia$spp.!no!exoesqueleto!das!formigas,!juntamente!com!

o!baixo!número!de!colônias!obtido!em!cada!isolamento,!indicam!que!essas!bactérias!

não! são! componentes! majoritárias! da! microbiota! das! formigas! Atta$ sexdens$

rubropilosa.! As! linhagens! de! Pseudonocardia! sp.! foram! capazes! de! inibir! o!

crescimento!de!fungos!do!gênero!Escovopsis.!devido!a!produção!de!ácido! indol232

acético! (12).! Esses! resultados! indicam! que! as! bactérias!Pseudonocardia! também!
podem! ser! importantes! para! a! manutenção! da! homeostase! das! colônias! dessas!

formigas!cortadeiras.!!

O! crescimento! do! fungo! Escovopsis! sp.! também! foi! inibido! por! bactérias!

Burkholderia! sp.,! que! foram! isoladas! dos! jardins.! O! isolamento! de! bactérias!

produtoras!de!antibióticos!a!partir!de!amostras!de!jardins!fúngicos!é!interessante,!uma!

vez!que!mostra!que!existem!bactérias!que!podem!inibir!diretamente!o!crescimento!

patógenos! nos! alimentos! das! formigas.! A! atividade! antifúngica! da! linhagem!

Burkholderia! sp.! JB2! foi! atribuída! a! substância! tropolone! (13)! e! a! atividade!desse!
produto!natural!foi! inibida!na!presença!de!ferro.!Esse!resultado!pode!ser!explorado!

para!o!desenvolvimento!de!métodos!de!controle!de! formigas!cortadeiras!utilizando!

ferro!para!desestabilizar!uma!possível!forma!de!defesa!das!colônias!de!Atta$sexdens$

rubropilosa.! Além! disso,! foi! verificado! por! MEV! que! os! jardins! cultivados! pelas!

formigas! possuem! uma! camada! impermeável! a! água! que! pode! ser! uma! defesa!

adicional!das!colônias.!
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O! fungo!Aspergillus$ nomius! ASR3! foi! isolado! de! uma! rainha!morta! de!Atta$

sexdens$ rubropilosa! e! produziu! as! aflatoxinas! B1! (15)! e! G1! (16)! em! condições!
laboratoriais!e!na! formiga!de!onde! foi! isolado.!Esses! resultados! indicam!possíveis!

funções!ecológicas!das!aflatoxinas,!que!podem!ser!importantes!para!a!patogenicidade!

de!Aspergillus$nomius!ASR3!frente!a!essas!formigas!cortadeiras.!

A! caracterização! estrutural! e! funcional! dos! compostos! produzidos! pelas!

linhagens!bacterianas!estudadas!sugere!que!a!microbiota!associada!a!Atta$sexdens$

rubropilosa! pode! participar! efetivamente! da!manutenção! da! saúde! da! colônia.! As!

bactérias!podem!produzir!compostos!bioativos,!além!de!eventualmente!contribuirem!

em! funções! específicas! das! formigas,! como! demonstrado! pela! produção! de!

componentes!dos!feromônios!de!trilha!e!secreções!das!glândulas!metapleurais.!Os!

resultados! obtidos! permitiram,! portanto,! avançar! no! conhecimento! das! relações!

simbióticas!entre!micro2organismos!e!formigas!da!tribo!Attini.!!

!

!

!

!
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