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RESUMO 

 

MENEGATTI, C. Produtos naturais envolvidos na simbiose entre Streptomyces spp. e 

insetos sociais. 2021. 108f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Os produtos naturais de micro-organismos desempenham um importante papel na descoberta 

de novos compostos bioativos. Insetos e micro-organismos estão envolvidos em complexas 

interações simbióticas e muitos compostos naturais inéditos e bioativos têm sido 

identificados destas relações. Sabe-se que os insetos sociais estão sujeitos a condições 

climáticas e populacionais que aumentam sua susceptibilidade a parasitas. Assim umas das 

estratégias de defesa adquirida durante a evolução dos insetos foi a associação simbiótica a 

bactérias capazes de biossintetizar compostos antimicrobianos contra patógenos. Este trabalho 

estudou os produtos naturais biossintetizados por bactérias associadas a formigas do gênero 

Acromyrmex (tribo Attini) e as abelhas sem ferrão Melipona scutellaris (tribo Meliponini). 

Após ensaios de triagem biológica, quatro actinobactérias ativas contra os entomopatógenos - 

linhagens de fungos Escovopsis – quando associadas a formigas – e ao patógeno Paenibacillus 

larvae – quando em associação com as abelhas – foram quimicamente estudadas através de 

métodos cromatográficos, espectroscópicos e espectrométricos. Os respectivos extratos foram 

preparados e ensaiados contra os parasitas Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani e L. 

infantum. A partir dos resultados dos ensaios de triagem biológica, a actinobactéria 

Streptomyces sp. ICBG 328 foi selecionada para os estudos químicos, pois foi capaz de inibir 

duas linhagens do fungo Escovopsis e seu extrato em acetato de etila apresentou boa inibição 

frente aos parasitas T. cruzi e L. donovani. Do extrato em acetato de etila de ICBG 328 foram 

isolados seis policetídeos análogos conhecidos como cromomicinas (22, 23, 24, 25, 26 e 27). 

Três destes compostos apresentaram alta atividade leishmanicida. A actinobactéria 

Streptomyces sp. ICBG 197 foi ativa contra cinco linhagens do fungo Escovopsis e seu extrato 

em acetona apresentou 94% de inibição contra o parasita L. donovani. Do extrato em acetona 

do micro-organismo ICBG 197 foi isolada a nistatina (28). A nistatina apresentou atividade 

antifúngica contra duas linhagens do fungo Escovopsis, mostrando assim um possível papel 

ecológico que o micro-organismo ICBG 197 exerce em associação com formigas do gênero 

Acromyrmex, podendo auxiliar na proteção dos ninhos.  Streptomyces sp. ICBG 171 também 

apresentou bons resultados contra os parasitas e do seu extrato em acetona foram isolados os 

compostos nigericina (29), elaiofilina (30), 11-O-metil-elaiofilina (31) e 11,11-O,O-dimetil-

elaiofilina (32). O composto 29 apresenta atividade contra o fungo Escovopsis e 29, 30, 31 e 32 

são conhecidos pela alta atividade antiparasitária exercida. Da associação com a abelha sem 

ferrão Melipona scutellaris, a actinobactéria Streptomyces sp. ICBG1318 produziu dois 

ciclodepsipeptídeos inéditos, denominados meliponamicina A (33) e meliponamicina B (34), 

que foram altamente ativos contra o patógeno P. larvae e apresentaram atividade contra os 

patógenos humanos S. aureus e L. infantum. Dessa maneira, este trabalho relata o isolamento e 

identificação de diversos compostos possivelmente envolvidos na mediação das interações 

simbióticas entre bactérias e insetos sociais, bem como seus potenciais leishmanicidas. Destaca-

se ainda a actinobactéria Streptomyces sp. ICBG 1318 que provavelmente impacta 

positivamente o ambiente natural das abelhas M. scutellaris pela capacidade de biossintetizar 

as meliponamicinas bioativas. 

 

Palavras-chave: Streptomyces sp., Acromyrmex sp., Melipona scutellaris, atividade 

antimicrobiana  
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ABSTRACT 

 

MENEGATTI, C. Natural products involved in the symbiosis between Streptomyces spp. 

and social insects. 2021. 108f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Microbial natural products play an important role in the discovery of new bioactive compounds. 

Insects and microorganisms are involved in complex symbiotic interactions and many novel 

and bioactive natural compounds have been identified in these relationships. Social insects are 

subjected to climatic and population conditions that increase their susceptibility to parasites. 

Thus, one of the defense strategies acquired during the evolution of insects was the symbiotic 

association with bacteria capable of biosynthesizing antimicrobial compounds against 

pathogens. This work studied the natural products biosynthesized by bacteria associated with 

leaf-cutter ants Acromyrmex ap. and the stingless bee Melipona scutellaris. Biological 

screenings against entomopathogens led to the selection of four actinobacteria associated with 

ants, active against the fungus Escovopsis, and another strain associated with bees, active 

against the bacteria Paenibacillus larvae, to be chemically studied using chromatographic, 

spectroscopic, and spectrometric methods. The extracts were prepared and tested against the 

parasites Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani and L. infantum. The actinobacterium 

Streptomyces sp. ICBG 328 inhibited two Escovopsis strains and its ethyl acetate extract 

displayed good inhibition against the parasites T. cruzi and L. donovani. Six analogous 

polyketides known as chromomycins (22, 23, 24, 25, 26 and 27) were isolated from the ethyl 

acetate extract of Streptomyces sp. ICBG 328, and three of them showed high leishmanicidal 

activity. The actinobacterium Streptomyces sp. ICBG 197 was active against five Escovopsis 

strains and its acetone extract showed 94% inhibition against the parasite L. donovani. Nystatin 

was isolated from its extract (28) and showed antifungal activity against two Escovopsis strains, 

suggesting a possible defensive role of Streptomyces ICBG 197 in the ecological association 

with Acromyrmex ants. Streptomyces sp. ICBG 171 also showed activity against parasites, and 

the compounds nigericin (29), elaiophylin (30), 11-O-methylelaiophylin (31) and 11,11-O, O-

dimethyllelaiophylin (32) were isolated from its acetone extract. Compound 29 is active against 

the fungus Escovopsis and 29, 30, 31 and 32 are known for their high antiparasitic activity. The 

actinobacteria Streptomyces ICBG1318 was isolated from the stingless bee Melipona 

scutellaris and produced two novel cyclodepsipeptides, named as meliponamycin A (33) and 

meliponamycin B (34), which were highly active against the entomopathogen P. larvae and 

showed activity against the human pathogens S. aureus and L. infantum. Thus, this work reports 

the isolation and identification of several compounds possibly involved in the mediation of 

symbiotic interactions between bacteria and social insects, as well as their leishmanicidal 

potential. The actinobacteria Streptomyces sp. ICBG 1318 may positively impact M. scutellaris 

natural environment by the ability of biosynthesize novel and bioactive meliponamycins . 

 

 

Keywords: Streptomyces sp., Acromyrmex sp., Melipona scutellaris, antimicrobial activity  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Produtos naturais e a importância na busca de novos compostos bioativos  

 

Os produtos naturais desempenham um importante papel na descoberta de novos 

compostos bioativos, além de servirem como inspiração, considerando a complexidade e 

diversidade de suas estruturas químicas, para o desenvolvimento de novos fármacos 

(CHEVRETTE et al., 2020; NEWMAN; CRAGG, 2016; NEWMAN; CRAGG, 2020). Em 

2015, o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia foi concedido a pesquisadores que descobriram 

os compostos naturais avermectina e artemisina, os quais revolucionaram a terapia contra 

doenças parasitárias, sendo a primeira isolada da actinobactéria Streptomyces avermitilis 

(BURG et al., 1979; CAMPBELL et al., 1983; TU, 2011). Tal fato fascina e revigora a busca 

por novos produtos naturais que, aliado a avanços em metagenômica e metabolômica, torna 

possível, segundo Ben Shen, o início de uma nova era na descoberta de fármacos de origem 

natural, denominada de “New Golden Age”, ou “Nova Era Dourada” (SHEN, 2015). 

No período de 1981 a 2019, estima-se que apenas 24,6 % dos fármacos aprovados pelo 

FDA – Food and Drug Administration, a agência regulatória americana, são de origem 

totalmente sintética. O restante são produtos naturais, derivados de produtos naturais ou 

produtos de semi-síntese, ou produtos sintéticos baseados em estruturas de produtos naturais 

(NEWMAN; CRAGG, 2020). Importantes descobertas como o taxol (1) (Fig. 1) - agente 

antitumoral com mecanismo de ação único, utilizado no tratamento de câncer de mama e ovário 

resistentes (ROWINSKY; DONEHOWER, 1995; WANI et al., 1971); a rapamicina (2) (Fig. 

1) – potente imunossupressor que tem auxiliado muitos pacientes no transplante de órgãos e 

também possui ação antiproliferativa de células mamárias (LI; KIM; BLENIS, 2014; VEZINA; 

KUDELSKI; SEHGAL, 1975) e a penicilina (3) (Fig. 1) – antibacteriano que foi usado 

massivamente durante a década de 50 e continua sendo o tratamento de primeira escolha para 

muitas doenças infecciosas (ABRAHAM et al., 1941; FLEMING, 1941; HØGLI; GARCIA et 

al., 2020; SUZUKI; CARLSON; MATSUMOTO, 2020; SWANN, 1983), mostram a 

complexidade e importância dos produtos naturais em salvar e garantir qualidade de vida da 

humanidade. 
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Figura 1. Estruturas químicas dos produtos naturais taxol (produto natural de origem vegetal), 

rapamicina e penicilina (produtos naturais de origem microbiana). 

 

Apesar da grande variedade de tratamentos disponíveis no mercado, a resistência 

microbiana aos fármacos vem se tornando prevalente em todo o mundo e a velocidade no 

surgimento de micro-organismos multirresistentes é acelerada (COATES et al., 2020; 

VINCENT, 2000). A resistência bacteriana é mais comum, mas há também registros de 

resistência a fungos, vírus e parasitas (COHEN; TARTASKY, 1997). 

A resistência a antimicrobianos é um problema complexo de saúde pública que envolve 

humanos, animais, setores agrícolas e ambientais, e não reconhece fronteiras geográficas 

(WHO, 2018). A Organização Mundial da Saúde considera a resistência a antimicrobianos a 

ameaça do século e estima que atualmente 700.000 pessoas morrem por ano devido a doenças 

infecciosas resistentes e a estimativa para 2050 é de aproximadamente 10 milhões de mortes se 

medidas restritivas, coordenadas e multisetoriais ao uso de antibióticos não forem tomadas 

(WHO, 2019b).  

Micro-organismos resistentes estão em todos os ambientes e podem facilitar a 

disseminação de elementos genéticos que podem conferir resistência a outros organismos 

(COATES et al., 2002; DAVIES; DAVIES, 2010; GONZÁLEZ ZORN; ESCUDERO, 2012). 

Muitos patógenos têm evoluído e se tornado multirresistentes a uma variedade de tratamentos, 

como é o caso do Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose que em 2018 

causou a morte de 1,5 milhão de pessoas pelo mundo (BROSCH et al., 2002; JOHNSON et al., 

2006; WHO, 2019a).  

Doenças parasitárias como a leishmaniose, causada por parasitas do gênero Leishmania, 

são complexas pelas manifestações cutâneas, viscerais, muco cutâneas e pela pouca opção de 
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tratamento disponível (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010; CROFT; SUNDAR; 

FAIRLAMB, 2006). O Brasil é um dos sete países mais afetados pela doença, e estima-se que 

haja 12 milhões de pessoas infectadas com o parasita pelo mundo (CHAKRAVARTY; 

SUNDAR, 2010). O tratamento de escolha consiste no uso da miltefosina, que é o primeiro 

fármaco oral aprovado para essa doença; apresenta alta toxicidade e baixa eficácia e sua 

efetividade vem sendo diminuída pelo aparecimento de parasitas resistentes (COJEAN et al., 

2012; SEIFERT et al., 2007).  

Ao longo dos anos, aumentou-se muito o uso de terapia antifúngica sistêmica devido 

principalmente a presença de pacientes imunossuprimidos. Estima-se que cerca de 47% 

(~700.000) dos pacientes portadores do vírus HIV morrem por doenças fúngicas sistêmicas 

(DENNING, 2016). Com isso, a resistência fúngica também alavancou, e fungos causadores de 

doenças sistêmicas graves do gênero Candida, Fusarium e Aspergillus já apresentam 

resistência aos tratamentos convencionais (BADDLEY; MOSER, 2004; BALKIS et al., 2002; 

MARQUEZ; QUAVE, 2020). 

Considerando os dados simplificados citados acima, é de extrema importância a busca 

por novos compostos antimicrobianos e os produtos naturais de fontes inexploradas ou pouco 

exploradas podem fornecer novas perspectivas para os problemas de saúde atuais. 

 

1.2 Micro-organismos na química de produtos naturais e a simbiose. 

 

Os produtos naturais, também chamados de metabólitos secundários ou especializados, 

são os principais meios pelos quais os micro-organismos comunicam e modulam as interações 

dentro e entre as espécies (CHEVRETTE et al., 2020). Os micro-organismos desempenham um 

papel fundamental na busca por novos produtos bioativos.  Segundo Newman e Cragg 

(NEWMAN; CRAGG, 2016) “...muitos fármacos e / ou protótipos baseados em produtos 

naturais são, na verdade, produzidos por micro-organismos ou por interações microbianas 

com os ‘hospedeiros dos quais foram isolados’, e, portanto, a pesquisa nesta área de produtos 

naturais deve ser significativamente expandida”. 

Muitos fármacos utilizados no tratamento de diferentes doenças, tais como, câncer, 

infecções, hipercolesterolemia entre outras, têm suas origens em produtos naturais microbianos 

(DI MARCO et al., 1964; DREWS, 2000; MORIN et al., 1969). Os micro-organismos 

apresentam, portanto, uma surpreendente capacidade de produzir substâncias químicas com 

elevada potência biológica (LOPES; GUIMARAES; PUPO, 2011). Acredita-se que, 

diferentemente dos metabólitos primários, os metabólitos secundários são produzidos por 
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razões fisiológicas específicas, sociais ou predatórias, estando, portanto, relacionados com a 

ecologia dos organismos produtores (O’BRIEN; WRIGHT, 2011). De fato, a potência e 

complexidade química dos produtos naturais é resultado de milhões de anos de evolução para 

ajustá-los aos seus papéis ecológicos (CHEVRETTE et al., 2020; FIRN; JONES, 2003; 

KOEHN; CARTER, 2005). 

Em um ecossistema os organismos estão constantemente interagindo entre si; e estas 

relações podem ser intraespecíficas ou interespecíficas. Em função dos tipos de dependência 

que os organismos mantêm entre si, e se há prejuízo ou benefício para os organismos 

envolvidos, estas relações ainda são subdivididas em harmônicas e desarmônicas. Nas relações 

harmônicas não existe prejuízo para nenhuma das espécies envolvidas e pelo menos uma delas 

é beneficiada; enquanto nas desarmônicas ocorre prejuízo de uma das espécies e benefício da 

outra (MARTIN; SCHWAB, 2013; PARMENTIER; MICHEL, 2013). A simbiose é uma 

associação íntima entre dois ou mais organismos de diferentes espécies, em geral de longa 

duração, frequentemente encontrada nas comunidades terrestres e aquáticas, com papel 

fundamental no surgimento das principais formas de vida na Terra e na geração de diversidade 

biológica (MORAN, 2006; MORAN; TRAN; GERARDO, 2005). 

As interações benéficas entre organismos eucarióticos e bactérias fazem parte do 

processo evolutivo de plantas e animais (PARKINSON; GOBIN; HUGHES, 2016). Muitos 

micro-organismos se tornaram dependentes de seus hospedeiros para a sobrevivência. Por outro 

lado, os compostos bioativos produzidos pelos micro-organismos podem ser usados como 

agentes de defesa pelos hospedeiros (BENNETT; MORAN, 2015; MORAN, 2006).  

A associação simbiótica de insetos, principalmente formigas da tribo Attini, com micro-

organismos é conhecida e originou-se há milhões de anos (CAFARO et al., 2011). Os produtos 

naturais bioativos envolvidos nesta associação vêm sendo estudados mais recentemente e os 

resultados são de notória importância. Nosso grupo de pesquisa foi pioneiro no estudo de 

produtos naturais envolvidos na associação de micro-organismos com abelhas sem ferrão, 

resultando em compostos que explicam a relação ecológica e também que apresentam atividade 

contra patógenos humanos (MENEGATTI et al., 2018; MENEGATTI et al., 2020; PALUDO 

et al., 2016; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2019). Considerando que o Brasil abriga a 

maior diversidade de insetos no mundo (RAFAEL; AGUIAR; AMORIM, 2009), e que os 

produtos naturais de micro-organismos associados a insetos são ainda pouco explorados, é de 

se esperar que seu estudo possa contribuir para a área de produtos naturais, com a descoberta 
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de novos compostos, assim como enriquecer os conhecimentos ecológicos do sistema 

simbiótico. 

 

1.3 Associação de insetos sociais com micro-organismos 

 

Insetos compreendem um dos filos de animais mais abundantes e complexos e 

estabelecem diversas relações com micro-organismos (EGGLETON, 2020). Acredita-se que 

insetos sociais estejam predispostos a uma alta pressão parasitária (CALDERA; CURRIE, 

2012). Estes insetos vivem em altas densidades populacionais, em condições de clima quente e 

úmido, o que aumenta a susceptibilidade aos parasitas. Alguns insetos sociais, como as formigas 

agricultoras e abelhas, mantêm ainda fontes de alimentos ricas em nutrientes dentro dos ninhos 

(ex: jardim de fungo no caso de formigas e mel no caso de abelhas), as quais são também 

suscetíveis ao ataque de micro-organismos (CURRIE et al., 1999). Abelhas melíferas são 

atacadas por diversos patógenos, incluindo a bactéria Paenibacillus larvae 

(VANENGELSDORP; MEIXNER, 2010). Portanto, os insetos não somente precisam se 

defender dos patógenos, mas também necessitam proteger suas fontes de alimento do ataque de 

micro-organismos. Uma das estratégias de defesa adquirida durante a evolução dos insetos foi 

a associação simbiótica a bactérias capazes de biossintetizar produtos naturais antibióticos e 

antifúngicos ativos contra os patógenos. Desta forma, insetos sociais são organismos modelo 

fascinantes para a pesquisa em ecologia química e podem guiar racionalmente a descoberta por 

novos produtos naturais com potencial aplicação terapêutica. 

 

1.3.1 Produtos naturais de actinobactérias associadas a formigas da tribo Attini 

 

As formigas da tribo Attini compreendem mais de 230 espécies descritas em 12 

diferentes gêneros que tiveram sua origem na América do Sul (CAFARO et al., 2011; 

MUELLER et al., 2001). Os graus de co-diversificação entre as formigas e o fungo cultivado 

como forma de alimento, levaram a classificação da tribo em cinco sistemas de agricultura 

(SCHULTZ; BRADY, 2008). O sistema de agricultura de Attini superiores inclui as formigas 

mais evoluídas que pertencem ao gênero Acromyrmex e Atta, as quais são conhecidas por cortar 

folhas frescas que servem para nutrir o fungo alimento cultivado no interior das colônias em 

jardins fúngicos (HOLMES et al., 2016; MUELLER; REHNER; SCHULTZ, 1998; MUELLER 

et al., 2001). 
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As formigas do gênero Acromyrmex compreendem cerca de 40 espécies de formigas 

que são divididas em castas de acordo com o trabalho realizado, onde geralmente as operárias 

menores e mais jovens realizam tarefas dentro do ninho, enquanto, as operárias maiores e mais 

velhas forrageiam no ambiente externo do ninho (FERGUSON-GOW et al., 2014; HUGHES 

et al., 2003; WADDINGTON; HUGHES, 2010). As formigas Acromyrmex operárias possuem 

tamanho de cabeça que varia de 0,7 mm para as super pequenas, até 2,0 mm para as operárias 

grandes (CAMARGO et al., 2003; WETTERER, 1995). As formigas Acromyrmex constroem 

ninhos de até 28 m2, com diversas quantidades de câmaras com dimensões de até 70 cm. Os 

ninhos podem ser encontrados perto da superfície do solo ou em profundidades maiores de até 

4 metros, podendo variar de acordo com a temperatura e umidade do solo (BOLLAZZI; 

KRONENBITTER; ROCES, 2008; CALHEIRO et al., 2019; VERZA et al., 2007; VERZA et 

al., 2020). 

As formigas Attini superiores são consideradas pestes na agricultura por terem a 

habilidade de cortarem uma quantidade considerável de folhas frescas. Entretanto, essas 

formigas beneficiam o ambiente onde constroem seus ninhos, impactando as propriedades 

físico-químicas do solo e assim aumentando sua fertilidade (MOUTINHO; NEPSTAD; 

DAVIDSON, 2003; VERZA et al., 2020). 

A simbiose de formigas da tribo Attini com fungos utilizados por elas como fonte de 

alimento (Basidiomycota; Agaricales: Lepiotaceae e Pterulaceae), é uma relação que existe há 

mais de 50 milhões de anos. O jardim de fungos cultivado pelas formigas como fonte de 

alimento pode ser atacado por patógenos específicos – fungos filamentosos do gênero 

Escovopsis que podem comprometer a viabilidade dos ninhos. Assim, as formigas 

estabeleceram outra relação simbiótica para garantirem a sobrevivência do ninho – associação 

com actinobactérias que produzem substâncias antimicrobianas capazes de defendê-las contra 

os patógenos, protegendo as fontes de alimento (CAFARO et al., 2011).  

A relação entre formigas e actinobactérias, principalmente do gênero Streptomyces e 

Pseudonocardia, é tão fundamental para garantir a viabilidade do sistema agrícola existente, 

que alguns gêneros de formigas da tribo Attini desenvolveram estruturas especializadas em seu 

exoesqueleto para abrigar e alimentar as bactérias (RAMADHAR et al., 2014). Por meio do 

cultivo de Pseudonocardia sp. associada a formigas Apterostigma dentigerum foi obtido o 

depsipeptídeo cíclico dentigerumicina (4) (Fig. 2), responsável pela inibição do fungo parasita 

Escovopsis sp. (OH et al., 2009). Além de inibir o fungo patogênico, a dentigerumicina também 

exibiu atividade antifúngica frente a linhagens de Candida albicans e foi seletivamente tóxica 
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a linhagens de células humanas de câncer (RAMADHAR et al., 2014). Da associação desta 

mesma espécie de formiga cortadeira com outra actinobactéria Pseudonocardia sp.  foram 

isolados os compostos pseudonocardonas A, B e C, além de outros antibióticos já descritos 

como o 6-deoxi-8-O-metilrabelomicina (5) e X-14881 (6) (Fig. 2), sendo que os dois últimos 

apresentaram atividade antibiótica e antimalárica (CARR et al., 2012). Da actinobactéria do 

gênero Pseudonocardia em associação com a formiga Apterostigma dentigerum foi isolado o 

novo composto 9-metoxirebecamicina (7) (Fig. 2), um análogo da rebecamicina, composto que 

apresenta atividade antiproliferativa e vem sendo testado em vários ensaios clínicos anti-

tumoral (VAN ARNAM et al., 2015). Outra relação simbiótica descrita na literatura é 

estabelecida entre formigas cortadeiras Acromyrmex echinatior com actinobactérias dos 

gêneros Pseudonocardia e Streptomyces. Antimicinas A1-A4 (8-11) (Fig. 2), valinomicina e 

actinomicinas D e X2 foram identificadas de espécies Streptomyces em associação com as 

formigas cortadeiras e possuem atividade antibiótica relacionada com a proteção das formigas 

contra patógenos (SCHOENIAN et al., 2011). Diversas espécies Streptomyces sp. produziram 

o antibiótico macrolídeo candicinina D (12) (Fig. 2), que, juntamente com outros antibióticos 

produzidos por essas actinobactérias, deve auxiliar no combate aos fungos patogênicos que 

possam causar morte do fungo alimento Leucoagaricus sp. (HAEDER et al., 2009). De uma 

linhagem de Pseudonocardia sp. associada a formigas do gênero Apterostigma, foi o isolado o 

novo polieno selvamicina (13) (Fig. 2) que possui atividade contra C. albicans e melhor 

solubilidade em água quando comparada a nistatina (VAN ARNAM et al., 2016). 

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi isolado de Streptomyces sp. associada a 

formigas do gênero Chyphomyrmex sp., o composto cifomicina (14) (Fig. 2) que além de 

possuir atividade contra o fungo Escovopsis sp. foi ativo contra patógenos humanos resistentes 

(CHEVRETTE et al., 2019). Também isolada de formigas Cyphomyrmex, Streptomyces sp. 

ICBG292 produziu compostos já conhecidos, incluindo a nigericina, que apresentou potente 

atividade leishmanicida contra amastigotas do parasita Leishmania donovani. Outro composto 

com potente atividade leishmanicida demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa, foi a dinactina, 

isolada da linhagem Streptomyces puniceus ICBG378, associada a formigas Acromyrmex 

rugosus rugosus. Estes compostos foram ativos contra linhagens do fungo patogênico 

Escovopsis e podem estar envolvidos na defesa dos ninhos de formigas (ORTEGA et al., 2019). 

As atividades leishmanicidas demonstradas por esses compostos corroboram com a abordagem 

da busca de novos agentes antiparasitários nas interações simbióticas estudadas. 
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Figura 2. Alguns produtos naturais microbianos envolvidos na simbiose de formigas com 

actinobactérias. 

 

1.3.2 Produtos naturais de micro-organismos associados a abelhas sem ferrão 

 

As abelhas sem ferrão (Apidae: Meliponini) constituem um outro grupo de insetos 

sociais com mais de 500 espécies descritas, sendo que cerca de 300 são nativas do Brasil (VIT; 

PEDRO; ROUBIK, 2013).  

Melipona scutellaris é uma espécie de abelha sem ferrão conhecida popularmente como 

“uruçu verdadeira”, “uruçu do Nordeste”, ou “uruçu do campo” (DE CARVALHO et al., 2017). 

As abelhas dessa espécie habitam principalmente regiões tropicais e subtropicais e são 

reconhecidas pela produção de mel e pela importância crucial na manutenção do ecossistema 

do nordeste brasileiro, atuando como polinizadoras de diversas espécies de plantas (CUNHA, 

2016).  Até o momento, não é conhecido nenhum patógeno natural para as colônias de M. 

scutellaris, porém, foi descrito em experimentos in vitro, que o fungo Beauveria bassiana foi 

virulento as essas abelhas, sendo capaz de matá-las mesmo nas menores concentrações testadas 

(DE JESUS CONCEIÇÃO et al., 2014). 

Alguns estudos têm direcionado esforços para analisar o impacto do uso de pesticidas 

na agricultura nas abelhas M. scutellaris. Sabe-se que o pesticida pode ser coletado pela abelha 

forrageira através do néctar da planta e uma vez dentro da colônia, ser distribuído para os 

diversos compartimentos, como o alimento larval, causando desordens na metamorfose e 

comprometendo a viabilidade da colônia (AZPIAZU et al., 2019; CHAM et al., 2019; 
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RORTAIS et al., 2005; TOME et al., 2020). Pesticidas muito usados na agricultura brasileira 

para o controle de diversas pragas como o tiametoxicam, da família dos neonicotinoides; o 

fungicida piraclostrobina; o inseticida abamectin, da classe da avermectina e o fungicida 

difenoconazol são tóxicos e podendo causar a morte dessas abelhas (DA COSTA 

DOMINGUES et al., 2020; DO PRADO et al., 2020; MIOTELO et al., 2020).  Dessa maneira, 

estudos acerca das abelhas M. scutellaris são essenciais para sua manutenção, considerando a 

diminuição substancial das populações dessa espécie em função da atividade humana (JÚNIOR 

et al., 2014). 

Há poucos estudos acerca da relação de abelhas com micro-organismos. O primeiro 

relato é de 2015, descrevendo que abelhas Scaptotrigona depilis dependem de um fungo 

alimento durante o desenvolvimento larval para garantir a sobrevivência das colônias 

(MENEZES et al., 2015). Recentemente foi descrito pelo nosso grupo que o fungo é uma 

levedura osmofílica do gênero Zygosaccharomyces e fornece precursores esteroidais essenciais 

para o desenvolvimento larval (PALUDO et al., 2018). As larvas desta abelha sem ferrão estão 

também associadas a bactérias do gênero Bacillus com potencial biossintético para produção 

de antibióticos (PALUDO et al., 2016). 

Recentemente foram isoladas diversas espécies de fungos Monascus do mel, pólen e 

colônias de abelhas M. scutellaris localizadas na Mata Atlântica no estado de Pernambuco, 

Brasil (BARBOSA et al., 2017). Estudos acerca da função desse gênero de fungos são 

necessários visto que sua presença também é marcante na abelha S. depilis. Monascus ruber, 

juntamente com o fungo Candida sp. são responsáveis pela produção de compostos que regulam 

o crescimento do simbionte Zygosaccharomyces em colônias de S. depilis (PALUDO et al., 

2019). 

Bactérias simbiontes encontradas no intestino e nas células de cria de abelhas também 

podem ter função na proteção contra patógenos, como Paenibacillus larvae – causador da 

“American foulbrood disease” e Melissococcus plutonius – causador da “European foulbrood 

disease” e também contra o parasita Crithidia bombi (ENGEL et al., 2016; KWONG; MORAN, 

2016). 

Em nosso grupo de pesquisa, foi identificado que a bactéria Paenibacillus polymyxa, 

associada ao alimento larval da abelha M. scutellaris, produz compostos como o ácido L-fenil-

lático (15) (Fig. 3) e seis depsipeptídeos cíclicos conhecidos como fusaricidinas (fusaricidina 

A e B 16 - 17) (Fig. 3) que possuem atividade contra os entomopatógenos B. bassiana e P. 

larvae (MENEGATTI et al., 2018). Linhagens de actinobactérias também associadas as abelhas 
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M. scutellaris produzem uma série de antraciclinas (18 e 19), incluindo um composto com 

estrutura inédita (18) (Fig. 3) e loboforinas (20 e 21) (Fig. 3), ativas contra P. larvae 

(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2019).  

 

 

Figura 3. Produtos naturais microbianos envolvidos na associação de abelhas com bactérias. 

 

Os exemplos citados e ilustrados acima mostram a grande diversidade química que pode 

ser encontrada nas interações entre micro-organismos e insetos. Os estudos são de grande 

importância para a área de ecologia química a fim de esclarecer as relações intermediadas por 

estes compostos. Fica evidente que as bactérias associadas a esses insetos produzem compostos 

específicos com a finalidade de eliminar seus patógenos, compostos que muitas vezes possuem 

atividades biológicas que podem ter aplicação farmacêutica ou agroquímica. Além disso, a 

descoberta de novos compostos bioativos enriquece enormemente os estudos na área de 

produtos naturais e pode contribuir significativamente com a química medicinal. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Isolar e identificar os produtos naturais produzidos por actinobactérias associadas a 

insetos sociais e correlacionar estes compostos químicos às possíveis funções ecológicas e 

biológicas. 

 

     2.2 Objetivos específicos 

 

• Selecionar bactérias previamente isoladas de formigas cortadeiras e abelhas sem 

ferrão a partir do perfil de atividade frente ao fungo patogênico Escovopsis sp. e 

a bactéria P. larvae. 

• Preparar extratos dos micro-organismos selecionados para triagem contra os 

parasitas Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani e L. infantum com intuito de 

selecionar os micro-organismos mais promissores. 

• Após seleção dos micro-organismos, analisar os perfis químicos dos extratos 

obtidos através de HPLC-DAD-ELSD. 

• Ampliar a escala de cultivo para obter quantidades suficientes de extratos para 

fracionamento cromatográfico, isolamento e elucidação estrutural das 

substâncias produzidas. 

• Avaliar as substâncias isoladas frente aos entomopatógenos e aos parasitas com 

o propósito de estabelecer uma possível função ecológica e farmacológica dos 

compostos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta das formigas e abelhas 

 

Amostras de formigas e do jardim de fungos foram coletadas no período de 13 a 15 de 

outubro de 2015 e 30 de novembro a 3 de dezembro de 2018 no Parque Nacional de Itatiaia, 

em Itatiaia, localizado no Estado do Rio de Janeiro, região de Mata Atlântica; no Parque 

Nacional de Anavilhanas, na região amazônica em janeiro de 2017 e também em coletas 

realizadas no campus da USP em Ribeirão Preto como parte das atividades do Projeto Temático 

vinculado (FAPESP/FIC-NIH 2013/50954-0). 

Amostras de abelhas foram coletadas no dia 07 de agosto de 2015 de colônias mantidas 

no laboratório do professor Dr. Fábio Santos do Nascimento, no Departamento de Biologia da 

FFCLRP-USP (MENEGATTI, 2016).  

As permissões de coleta de amostras biológicas e acesso ao material genético foram 

emitidas pelo SISBIO 46555–6 e pelo CNPq 010936/2014-9. 

 

     3.2 Isolamento dos micro-organismos associados às formigas, jardim de fungos e às 

abelhas 

 

Exemplares de formigas, jardim de fungo alimento, abelhas e partes de suas colônias 

foram coletados com auxílio de material esterilizado. Após a coleta, o material foi processado 

rapidamente, sob condições assépticas. Com intuito de isolar actinobactérias foram adotadas as 

metodologias já descritas pelo grupo de pesquisa do nosso colaborador Prof. Dr. Cameron R. 

Currie (POULSEN; CURRIE, 2010), com adaptações, que consistiram em lavar exemplares de 

insetos com 200 μL de água destilada esterilizada para retirada dos micro-organismos presos a 

cutícula dos insetos. Após esse procedimento, 200 μL de cada solução aquosa foram semeados 

separadamente em placas de Petri contendo meio quitina (4 g de quitina; 0,7 g K2HPO4; 0,3 g 

KH2PO4; 0,5 g MgSO4.5H2O; 0,01 g FeSO4.7H2O; 0,001 g ZnSO4; 0,001 g MnCl2 e 20 g de 

ágar por litro de água) (HSU e LOCKWOOD, 1975) acrescido de antifúngicos (cicloheximida 

0,05 g/L e nistatina 2 g/L). Após crescimento das colônias, as actinobactérias foram purificadas 

com subsequentes semeaduras em meio ISP-2 (4 g de extrato de levedura, 4 g de dextrose, 10 

g de extrato de malte e 20 g de ágar para um litro de água) contendo os antifúngicos nas mesmas 

concentrações descritas anteriormente. Adicionalmente, para isolamento de actinobactérias 

visualmente presentes na cutícula das formigas, fez-se raspagem direta destes micro-
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organismos utilizando espátula especial autoclavada. As bactérias foram inoculadas no mesmo 

meio citado acima e as purificações subsequentes foram realizadas como já mencionado. 

 

3.3 Preservação e identificação dos micro-organismos  

 

Foram feitos estoques em glicerol para preservação de actinobactérias, mantidos em 

freezer a -80 °C. Foram também utilizadas linhagens de actinobactérias e fungo Escovopsis 

isoladas pela pós-doutoranda Weilan Gomes da P. Melo (Processo FAPESP 15/01001-6) que 

estão armazenadas no Laboratório de Química de Micro-organismos. 

A extração de DNA genômico foi realizada de acordo com o protocolo de Sampaio et 

al. (2004), enquanto a reação de amplificação seguiu o protocolo elaborado em Pagnocca et al. 

(2008). As sequências foram editadas e usadas para montar os contigs em BioEdit v7.1.3 

(HALL, 1999). Contigs foram usados para pesquisar por sequências homólogas na base de 

dados Eztaxon-e, Ribosomal Database Project e NCBI – GenBank. 

 

3.4 Patógenos selecionados para triagem de atividade biológica 

 

A patogenicidade do fungo do gênero Escovopsis é bem conhecida em relação às 

formigas da tribo Attini (CAFARO et al., 2011; POULSEN; CURRIE, 2010). Dessa maneira 

foram escolhidas cinco linhagens deste fungo que foram isoladas e estão preservadas no 

Laboratório de Química de Micro-organismos. Em relação às abelhas, foram feitos ensaios 

utilizando os entomopatógenos Paenibacillus larvae ATCC9545, Beauveria bassiana e 

Metarhizium anisopliae, sendo os dois últimos fornecidos pelo Prof. Dr. Italo Delalibera Júnior, 

da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP). Os ensaios para triagem de 

atividade antiparasitária contra Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani e Leishmania 

infantum foram realizados sob a coordenação do Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo no Instituto 

de Física de São Carlos (IFSC-USP).  

 

3.5 Ensaio de inibição em placa de Petri 

 

No ensaio de inibição em placa foi empregada a metodologia descrita por Poulsen e 

Currie (2010), com adaptações. Inóculos de 0,5x106 esporos/mL dos fungos Beauveria 

bassiana e Metarhizium anisopliae foram preparados através de contagem em câmara de 

Neubauer; com auxílio de uma alça de Drigalski, 500 μL desses inóculos foram semeados em 
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placas de Petri contendo meio ISP-2. Discos de 6 mm de diâmetro das bactérias isoladas e 

previamente ativadas foram transferidos para as placas recém semeadas. Foram realizados 

controles contendo placas apenas com os patógenos e outras apenas com as actinobactérias 

semeadas da mesma maneira descrita no item 3.2. Os ensaios de antagonismo realizados frente 

aos fungos Escovopsis sp. seguiram a metodologia descrita por Gerardo et al. (2006) e 

Rodrigues et al. (2009) com adaptações. As actinobactérias foram previamente reativadas, 

assim como os fungos Escovopsis.  Foram feitos quatro cortes no ágar, formando assim uma 

cruz. Discos de 6 mm de diâmetro das actinobactérias foram dispostos em três diferentes cantos 

da cruz formada, na quarta extremidade da cruz não se adiciona nada, que é a região dita como 

controle. No centro da placa foi adicionado um disco de 6 mm de diâmetro de cada espécie do 

fungo Escovopsis e observou-se a inibição exercida por cada actinobactéria. 

Para os ensaios de inibição utilizando o patógeno P. larvae, frações e compostos 

isolados, foi utilizado o ensaio de overlay (sobrecamada) (BRADY, 2007). Discos de 6 mm de 

diâmetro das actinobactérias isoladas das abelhas foram dispostos no centro da placa de Petri 

contendo meio ISP-2 ágar. Após 14 dias, o inóculo contendo 2 mL de BHI (brain heart infusion) 

soft com 10 µL de P. larvae (0.1 Mc Farland) foi adicionado sobre a placa de Petri (60 mm). 

Para o ensaio com frações e compostos isolados, foi adicionado o inóculo de 2 mL de BHI soft 

com 10 µL de P. larvae (0.1 Mc Farland) na placa de Petri contendo meio ISP-2 ágar. Após a 

secagem completa, adicionou-se 100 µg das frações ou compostos isolados solubilizados em 

10 µL de metanol sobre as placas contendo o patógeno. Após 24 horas observou-se a formação 

de halos de inibição. Para o ensaio antifúngico, adicionou-se a placa de Petri (150 mm) 

contendo 50 mL de meio ISP-2 ágar, 10 mL de meio ISP-2 ágar soft (metade da quantidade de 

ágar) com 500 µL da suspensão de esporos na concentração de 0,5x106 esporos/mL dos fungos 

Escovopsis sp. Após a secagem das placas, adicionou-se 100 µg das frações ou compostos 

isolados solubilizados em 10 µL de metanol sobre as placas contendo o patógeno. Após 4 dias 

foi observada a formação de halos de inibição. 

 

3.6 Ensaio antiparasitário contra linhagens de Trypanosoma cruzi, Leishmania 

donovani e L. infantum  

 

Os ensaios foram realizados no IFSC-USP com extratos brutos das actinobactérias 

cultivadas em meio sólido e com alguns compostos isolados. Segue-se o protocolo de Buckner 

et al. (1996) e Ferreira et al. (2014). São utilizadas amastigotas e promastigotas do parasita 

Trypanosoma cruzi da linhagem Tulahuen geneticamente modificados para expressar o gene β-



  Material e Métodos | 17 

 

 
 

galactosidase da Escherichia coli, lacZ, que catalisa uma reação colorimétrica com vermelho 

de clorofenol usando galactopiranosil como substrato. Para o ensaio contra Leishmania 

donovani e L. infantum, a reação colorimétrica utilizada é com o composto Resazurina (azul) 

que quando reduzido passa a Resorufina (rosa) (BUCKNER et al., 1996; FERREIRA et al., 

2014). Os ensaios são realizados em placas para cultura de células de 96 poços em duplicata. 

Os extratos são testados numa concentração final de 20 μg/mL. As reações colorimétricas são 

medidas por espectrofotômetro. Benzonidazol é usado como controle positivo no ensaio contra 

T. cruzi e miltefosina no ensaio contra L. donovani e L. infantum e as culturas de parasitas não 

tratadas são usadas como controle negativo. 

 

3.7 Aumento na escala de cultivo 

 

De acordo com os resultados dos ensaios biológicos foram selecionadas as 

actinobactérias codificadas como ICBG 328, ICBG 197, ICBG 171 e ICBG 1318 para serem 

estudadas quimicamente. Para aumento do rendimento dos extratos do cultivo em meio sólido, 

os micro-organismos ICBG 328 e ICBG 1318 foram desenvolvidos em 80 placas de Petri 

grandes (150 mm diâmetro) em meio ISP-2 por sete e 14 dias, respectivamente, a 30 °C. A 

actinobactéria ICBG 197 foi cultivada em dez Erlenmeyers contendo 300 mL de meio YPM (5 

g de extrato de levedura, 3 g de peptona e 25 g de manitol para 1L) e 15 g de resina HP20 em 

cada. Os cultivos foram incubados por sete dias a 30 °C sob agitação de 120 rpm. Os extratos 

foram obtidos conforme descrito no item 3.8. A actinobactéria ICBG 171 foi cultivada em dois 

Erlenmeyers contendo 1L de meio A (20 g de amido solúvel, 10 g de dextrose, 5 g de extrato 

de levedura, 5 g de peptona e 5 g de CaCO3) e 70 g de resina HP20 em cada. Os cultivos ficaram 

por sete dias a 30 °C sob agitação de 120 rpm. Os extratos foram obtidos conforme descrito no 

item 3.8. 

 

3.8 Extratos 

 

Para obtenção dos extratos dos cultivos em meio sólido, foram feitos cortes no ágar, os 

pedaços foram transferidos para Erlenmeyers de 500 mL com 250 mL de acetato de etila, 

seguido de sonicação por 15 minutos com intuito de romper as células. Procedeu-se a filtração 

e secagem dos solventes sob pressão reduzida. Para obtenção dos extratos em cultivo líquido, 

procedeu-se a filtração das culturas, a resina foi lavada inicialmente com água e posteriormente 

com acetona. Em seguida foi realizada a filtração do solvente e a secagem sob pressão reduzida. 
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3.9 Análise, fracionamento e identificação dos compostos 

 

As análises dos extratos foram feitas em HPLC analítico, usando cromatógrafo 

Shimadzu acoplado a duas bombas modelo Nexera XR LC-20AD Shimadzu, sistema de 

controle CBM-20A Shimadzu, detectores DAD SPD-M20A e ELSD-LTII ambos da Shimadzu, 

injetor automático Nexera SIL-20A Shimadzu, forno CTO-20A Shimadzu, e software 

LabSolution. Utilizou-se coluna Ascentis Express C18, 10 cm x 4,6 mm, 2,7 μm, com 

gradientes compostos por ACN:H2O, iniciando com 10% de ACN, chegando a 100% em 23 

min, permanecendo em 100% até 25 min, voltando a 10% em 26 min, e permanecendo em 10% 

até 30 min para estabilização da coluna. Os extratos obtidos em escala ampliada de ICBG 328, 

ICBG 1318 e ICBG 197 foram fracionados por extração em fase sólida, utilizando cartuchos 

Discovery® DSC-18 de 10 gramas e 60 mL de volume; utilizando como solvente H2O, soluções 

de MeOH de 25-75% e MeOH 100%, finalizando com Acetona 100%. O extrato obtido em 

escala ampliada de ICBG 171 foi submetido a partição utilizando hexano e posteriormente 

clorofórmio. Os extratos resultantes da partição foram fracionados em coluna Sephadex LH-20 

utilizando como solvente metanol/clorofórmio 1:1. 

Purificações finais do cultivo de ICBG 328, ICBG 1318, ICBG 197 e ICBG 171 foram 

feitas utilizando HPLC no modo semi-preparativo. Utilizou-se o equipamento de HPLC semi-

preparativo Shimadzu acoplado a duas bombas modelo LC-6AD Shimadzu, sistema de controle 

CBM-20A Shimadzu, detector DAD SPD-M20A, injetor automático SIL-10AF Shimadzu, 

forno CTO-20A Shimadzu, coletor automático FCR-10A Shimadzu e software LabSolution. 

Utilizou-se coluna Gemini 5 μm, C18, 110 Å, 250x10 mm para todos os extratos. Para a 

purificação final do extrato de ICBG 328 (Figura 4), ICBG 197 (Figura 5)  e ICBG 1318 (Figura 

7)  utilizou-se gradientes compostos por ACN:H2O, iniciando com 40% de acetonitrila, 

chegando a 100% em 10 minutos, permanecendo nessas condições até 20 minutos, com queda 

da concentração de solvente orgânico para 40% em 25 minutos. Para a purificação final do 

extrato em hexano de ICBG 171 (Figura 6) utilizou-se gradientes compostos por ACN:H2O 

iniciando com 10% de acetonitrila, chegando a 70% em 15 minutos, permanecendo nessas 

condições até 30 minutos, com queda da concentração de solvente orgânico para 10% em 35 

minutos. Para a purificação final do extrato em clorofórmio de ICBG 171 utilizou coluna 

preparativa Luna C18 (5μm, 250 x 10 mm) e gradientes compostos por ACN:H2O iniciando 

com 40% de acetonitrila, chegando a 100% em 30 minutos, permanecendo nessas condições 

até 40 minutos, com queda da concentração de solvente orgânico para 40% em 45 minutos. 
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As análises de LC-MS foram realizadas em cromatógrafo líquido de alta pressão Bruker 

Daltonics acoplado a detectores de diodo UV, e a um espectrômetro de massas com fonte de 

ionização electrospray (ESI) e analisador microOTOF (tempo de voo). A análise 

cromatográfica foi realizada utilizando coluna analítica C18 (Phenomenex Gemini, 4.6 mm, 

250 mm, 5 µm), fluxo de 0,7 ml/min, volume de injeção de 20 μL e sistema de solvente 

gradiente constituído de solução aquosa (0,1% de ácido fórmico) e acetonitrila (5% a 10%) por 

30 minutos (para determinação da configuração absoluta da N-Me-alanina) e (20% a 70%) por 

50 minutos (para determinação da configuração absoluta do ácido piperázico) 

Para identificação estrutural dos compostos isolados foram utilizados métodos 

espectroscópicos – Ressonância Magnética Nuclear (RMN unidimensional e bidimensional) e 

espectrométricos – Espectrometria de Massas. Os dados de RMN de todas as substâncias 

isoladas foram adquiridos em espectrômetro Bruker DRX 500 e Varian Unity-Inova, operando 

a 500 MHz para 1H. Os processamentos dos espectros foram realizados com auxílio do software 

MestReNova 6.0.2. Para análises em alta resolução utilizou-se o espectrômetro de massas 

micrOTOF II-ESI-TOF (Bruker Daltonics®) operando nos modos positivo e negativo. 
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Figura 4. Fluxograma do fracionamento do extrato em AcOEt de ICBG 328 e isolamento dos 

compostos 22-27. 
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Figura 5. Fluxograma do fracionamento do extrato em acetona de ICBG 197 e isolamento do 

composto 28. 
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Figura 6. Fluxograma do fracionamento do extrato em acetona de ICBG 171 e isolamento dos 

compostos 29-32. 
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Figura 7. Diagrama do fracionamento do extrato em AcOEt de ICBG 1318 e isolamento dos 

compostos 33 e 34. 
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3.10 Determinação da configuração absoluta de aminoácidos dos depsipeptídeos  

 

Os compostos 33 e 34 foram inicialmente submetidos a hidrólise. A 600 µg e 400 µg 

dos compostos 33 e 34, respectivamente, foram adicionados 500 µL de HCl 6 N. As soluções 

foram hidrolisadas a 110 °C por 24 horas e secadas sob pressão reduzida. O material seco foi 

ressuspendido em 500 µL de água destilada por três vezes e secado novamente a pressão 

reduzida para remover os resíduos ácidos. Para determinação da configuração absoluta dos 

aminoácidos foi aplicado o Método Avançado de Marfey utilizando os reagentes L-FDLA e 

L,D-FDLA (FDLA - 2,4-dinitro-5-fluor-fenil leucina-amida) sintetizados e fornecidos por 

Jiaxuan Yan (Bugni’s lab., UW-Madison) (MARFEY, 1984). Os reagentes foram usados para 

produzir derivados diasteroisoméricos. Os hidrolisados dos compostos 33 e 34 foram divididos 

em duas porções, e em cada porção foi misturada com 1 N NaHCO3 (100 µL) e 50 µL de L-

FDLA (1 mg/ mL em acetona) e L,D-FDLA (1 mg/ mL em acetona), e as reações foram 

aquecidas a 80 °C por 3 min. As reações foram neutralizadas com 50 µL de HCl 2 N. Uma 

solução aquosa de acetonitrila (1:1) foi adicionada as soluções, que foram analisadas por HPLC-

MS (item 3.9). 

 

3.11 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Os ensaios antibacterianos para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

foram realizados segundo o método de microdiluição de acordo com as orientações do Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2011). O meio ISP-2 foi usado para 

disseminar as linhagens bacterianas de P. larvae ATCC9545 e S. aureus INCAS0039. O 

antibiótico tetraciclina foi usado como controle positivo para ambos os patógenos. Os 

compostos foram adicionados de uma solução estoque (0,125 mg/mL em DMSO) resultando 

como maior concentração testada 6,9 μg/mL. Diluições em série dos antibióticos foram 

preparadas em DMSO, sendo diluídos juntamente com os compostos. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Seleção dos micro-organismos 

 

O LQMo (Laboratório de Química de Micro-organismos) conta com uma coleção de mais 

de mil micro-organismos isolados de insetos sociais (abelhas e formigas). Os micro-organismos 

selecionados para este trabalho foram isolados de coletas de ninhos de formigas do gênero 

Acromyrmex realizadas no Parque Nacional de Itatiaia no Estado do Rio de Janeiro, área de 

Mata Atlântica, de coletas realizadas no campus da USP de Ribeirão Preto. Foi também 

selecionada uma actinobactéria isolada de colônias abelhas M. scutellaris mantidas do 

departamento de Biologia da FFCLRP-USP (Tabela 1). As actinobactérias foram selecionadas 

de acordo com as atividades antimicrobiana (item 4.2) e antiparasitária (item 4.3) apresentadas. 

Os micro-organismos foram identificados pelo sequenciamento do gene 16S rDNA. A 

Tabela 1 mostra os códigos dos micro-organismos selecionados e a identificação dos mesmos. 

Todas as linhagens pertencem ao gênero Streptomyces, o mais comumente estudado entre as 

actinobactérias e frequentemente encontrado em associação com insetos (CHEVRETTE et al., 

2019). 
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Tabela 1. Actinobactérias selecionadas e informações sobre hospedeiros e local da coleta. 

Código das 

Actinobactérias 

Identificação Hospedeiro Local da coleta (coordenadas geográficas) 

ICBG 328 Streptomyces sp. Formiga Acromyrmex sp. Parque Nacional de Itatiaia – RJ S 22°27’31” W 44°36’49” 

ICBG 171 Streptomyces sp. Formiga Acromyrmex sp. Campus da USP-RP S 21°10’11” W 47°50’53” 

ICBG 197 Streptomyces sp. Formiga Acromyrmex sp. Campus da USP-RP S 21°10’11” W 47°50’53” 

ICBG 1318 Streptomyces sp. Abelha Melipona scutellaris Departamento de Biologia - FFCLRP-USP S21°09’47.6” W 

47°51’39.1” 
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4.2 Avaliação da atividade antimicrobiana em placa de Petri 

 

As actinobactérias isoladas de formigas foram avaliadas para verificação da capacidade 

de produção de metabólitos com atividade antifúngica frente a cinco linhagens de fungos 

Escovopsis (AB1506201-3 ESCO; AB150620-3 TRACHY; CC150618-2 1/1 ACRO; 

EM150618-2 2/2 ACRO; LK141108-03 ATTA). As actinobactérias isoladas de abelhas foram 

submetidas a ensaios contra dois fungos entomopatogênicos, B. bassiana e M. anisopliae e 

contra a bactéria patogênica P. larvae. Os micro-organismos selecionados para este trabalho 

apresentaram boa atividade antimicrobiana e os resultados estão expostos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Atividade antifúngica apresentada por 4 actinobactérias associadas às formigas do 

gênero Acromyrmex e às abelhas M. scutellaris. 
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ICBG 328 + - + - - ** ** ** 

ICBG 171 - - + + + ** ** ** 

ICBG 197 + + + + + ** ** ** 

ICBG 1318 ** ** ** ** ** + - + 

Miconazol 50µg      + +  

Tetraciclina 50µg        + 

(+) apresentou atividade; (-) não apresentou atividade; ** ensaio não realizado. 

 

Analisando a Tabela 2 é possível observar que Streptomyces sp. ICBG197 apresentou 

atividade antifúngica contra todas as linhagens de Escovopsis testadas. As outras 

actinobactérias apresentaram uma maior seletividade de ação, inibindo determinadas linhagens 

de Escovopsis. Streptomyces sp. ICBG1318, associada à abelha M. scutellaris, apresentou 

atividade contra o fungo entomopatogênico B. bassiana e contra a bactéria P. larvae. 

 

4.3 Avaliação da atividade antiparasitária frente a T. cruzi e L. donovani 

 

Os micro-organismos mostrados na tabela 2 do item 4.2 tiveram seus extratos em acetato 

de etila e acetona preparados do cultivo em meio ISP-2 ágar e meios A e YPM líquido, 

respectivamente, os quais foram encaminhados para o ensaio antiparasitário a fim de realizar 
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uma segunda triagem para melhor seleção dos micro-organismos a serem quimicamente 

estudados. Os resultados estão descritos na Erro! Autoreferência de indicador não válida.3. 

 

Tabela 3. Resultados de inibição (%) dos extratos em acetato de etila (20  g/mL) das 

actinobactérias selecionadas frente às formas amastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. 

donovani. 
Micro-organismos  

T.cruzi 

 

L. donovani 

 A YPM ISP-2 A YPM ISP-2 

ICBG 328 57 - 62 - - 83 

ICBG 171 51 54 16 94 64 41 

ICBG 197 24 10 N.I. 33 99 16 

ICBG 1318 - - 45 - - 99 

Controle positivo T. cruzi: Benzonidazol – 78% de inibição na concentração de 100 μM.  

Controle positivo L. donovani e L.infantum: Miltefosina – 93% a 99% de inibição na concentração de 

15 μM. 

N.I.: não inibiu 

- ensaio não realizado 

 

Neste ensaio são considerados promissores os extratos que apresentam inibições 

superiores a 50% das formas amastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. donovani.  Após 

essa triagem, notou-se atividade pronunciada de 83% de inibição do extrato em acetato de etila 

de ICBG 328 cultivado em ISP-2 ágar contra o parasita L. donovani, bem como dos extratos de 

ICBG 171 e ICBG 197 cultivados respectivamente em meios A e YPM, nos valores de 94% e 

99% de inibição contra o mesmo parasita. O extrato da actinobactéria ICBG 1318 associada à 

abelha sem ferrão M. scutellaris foi bem ativo contra o parasita L. donovani (99% de inibição). 

 

4.4 Aumento na escala de cultivo 

 

As actinobactérias Streptomyces sp. ICBG 328, Streptomyces sp. ICBG197 e 

Streptomyces sp. ICBG 171, que apresentaram boa atividade antiparasitária e inibição do fungo 

Escovopsis, tiveram seus cultivos ampliados para prosseguir com os estudos químicos. Os 

rendimentos foram de 362 mg para o extrato em acetato de etila do cultivo de ICBG 328, de 

5,6 g e 1,5 g para os extratos em acetona de ICBG 197 e ICBG 171, respectivamente. A 

actinobactéria Streptomyces sp. ICBG 1318 também teve seu cultivo ampliado fornecendo 307 

mg de extrato em acetato de etila. 
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4.5 Análise e fracionamento dos extratos 

 

4.5.1 Streptomyces sp. ICBG328  

A actinobactéria Streptomyces sp. ICBG328 (Figura 8) inibiu duas linhagens do fungo 

Escovopsis (Tabela 2). Verificou-se também que seu extrato em acetato de etila apresentou alta 

porcentagem de inibição contra os parasitas (Tabela 3), especialmente contra L. donovani. O 

extrato bruto em acetato de etila de Streptomyces sp. ICBG328, assim como as frações obtidas 

por extração em fase sólida deste mesmo extrato (item 3.9), foram testados conforme 

metodologia citada no item 3.5, contra a linhagem de Escovopsis AB1506201-3 ESCO. Este 

ensaio guiou a etapa de isolamento dos compostos, visto que a atividade foi encontrada na 

fração MeOH 75%, como é mostrado na Figura 9. 

 

Figura 8. Streptomyces sp. ICBG328 

 

Figura 9. Atividade antifúngica exibida em halo de inibição do extrato bruto em acetato de 

etila de Streptomyces sp. ICBG 328 frente a Escovopsis AB1506201-3 ESCO e de sua fração 

75% metanol obtida por SPE. 

 

A análise do perfil químico da fração MeOH 75% (Figura 10) indicou a presença de 

compostos majoritários, devido à intensidade dos sinais, principalmente no tempo de retenção 

14,0 minutos. As condições de fracionamento foram otimizadas (item 3.9) e foram isolados os 

compostos 22, 23, 24 e 25, além dos compostos 26 e 27, com impurezas (Figura 11).  
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Figura 10. Cromatograma da fração 75% MeOH do extrato em acetato de etila do cultivo em 

ISP-2 ágar de ICBG 328. Detecção em UV a 278 nm. 

 
Figura 11. Cromatograma observado durante o isolamento de metabólitos da fração 75% 

MeOH. Detecção em UV a 278 nm. 

 

Os compostos 22 (1,62 mg), 23 (13,9 mg), 24 (2,4 mg), 25 (3,9 mg), 26 (5,6 mg) e 27 

(4,1 mg) foram isolados. Os espectros de RMN de 1H, assim como os espectros de gCOSY, 

gHSQC e gHMBC de todos os compostos foram obtidos. Para o composto majoritário, 23, 

ainda foram obtidos espectros de RMN de 13C e também TOCSY. A análise dos espectros 

mostrou grande semelhança entre eles, evidenciando a presença de compostos analógos. Foram 

obtidos os espectros de massas por HR-ESI-MS operando no modo positivo e negativo. Os 

dados dos espectros de massas foram consultados no banco de dados Antibase®, que sugeriu a 

presença de compostos policetídicos glicosilados conhecidos como cromomicinas, derivados 

do ácido aureólico e que consistem em uma aglicona ligada a cinco unidades de açúcares 

(YOSHIMURA; KOENUMA; MATSUMOTO; TORI et al., 1988). Com esta informação, 

prosseguiu-se com a análise dos dados de RMN 1D e 2D dos compostos. 

Iniciou-se pela análise dos espectros (APÊNDICE AAPÊNDICE E) do composto 

majoritário (23).  
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A Figura 12 mostra a estrutura com as posições numeradas do composto 23, conhecido 

como cromomicina A3. A Tabela 4 mostra os deslocamentos químicos de 1H e 13C e as 

correlações entre eles obtidas por gHMBC. 

 

Figura 12. Estrutura química da cromomicina A3 (23) 

 

Tabela 4. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e RMN de 13C em (CD3)2SO da cromomicina A3 

(23) 
Posição δ1H (mult.; J(Hz); int) δ13C gHMBC 

H      C 

Aglicona    

1  203,4  

2 3,55 (d, 11,2; 1H) 73,1  

3 2,86 (m; 1H) 40,7 C2 

4 2,56 (m; 1H) 

2,87 (m; 1H) 

29,9  

4a  137,9  

5 6,87 (s; 1H) 100,9  

6  154,9  

7  110  

7a 2,09 (s; 3H) 8,2            C7;C6;C8 

8  158,7  

8a  107,2  

9  163,7  

9a  108  

10 6,90 (s; 1H) 116,5  

1’ 4,76 (s; 1H) 81,3         C4;C3;C1’a 

1’a 3,27 (s; 3H) 57,8 C1’ 

2’  211,7  

3’ 3,98 (s; 1H) 67,7  

4’ 4,00 (s; 1H) 78,9 C2’ 

5’ 1,07 (d, 6,0; 3H) 19,4 C3’;C4’ 

α-D-Cromose A    

1 4,96 (sinal sobreposto) 92,2 C5 

2 1,68 (m; 1H) 

1,39 (m; 1H) 

32,7  

3 3,81 (m; 1H) 65,3  

4 3,09 (s; 1H) 80,9  

4’ 3,44 (sinal sobreposto) 60,9 C4 

5 3,77 (d, 6,6; 1H) 66,5 C4;C6 

6 1,10 (d, 6,2; 3H) 16,8 C4;C5 
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β-D-Cromose D    

1 5,42 (d, 9,4; 1H) 96,5  

2 1,84 (m, 1H) 

2,03 (sinal sobreposto) 

32,7  

3 4,01 (sinal sobreposto)   69,1 C2 

4 5,09 (s; 1H) 67,4 C4’ 

4’  170  

4’a 2,11(s, 3H) 20,6 C4’ 

5 3,94 (d, 6,5; 1H) 68,8            C1;C4;C6 

6 1,10 (d, 6,2; 3H) 16,4 C5 

β-D-Cromose C    

1 4,95 (d, 8,8; 1H) 94,5  

2 1,44 (m; 1H) 

2,53 (sinal sobreposto) 

36,9  

3 3,66 (m; 1H) 78,4  

4 3,29 (sinal sobreposto) 71,6  

5 2,90 (m; 1H) 74,0 C4 

6 1,22 (d, 5,9; 3H) 17,9 C4;C5 

β-D-Cromose C’    

1 4,96 (d, 8,8; 1H) 100,2  

2 2,26 (d, 7,2; 1H) 

1,25 (sinal sobreposto) 

35,8  

3 4,72 (d, 5,4; 1H) 77,2  

4 3,30 (sinal sobreposto) 72,1  

5 2,90 (m; 1H) 74,0 C4 

6 1,22 (d, 5,9; 3H) 17,9 C4;C5 

α-L-Cromose B    

1 4,71 (d, 5,0; 1H) 97,3  

2 1,80 (m, 1H) 

1,76 (s; 1H) 

43,7 C3;C4 

3  69,0  

4 1,32 (s; 3H) 23,0            C2;C3;C5 

5 4,51 (d, 10,0; 1H) 79,3      C3,C4,C6,C7 

5’  170,2  

5’a 2,05 (s; 3H) 20,9 C5’ 

6 4,02 (m; 1H) 64,4  

7 1,00 (d, 6,0; 3H) 17,5 C5 

 

A análise dos dados de RMN de 1H 1D e 2D e 13C mostra a presença de cinco 

hidrogênios e cinco carbonos anoméricos em δH 4,92 e δC 92,2; δH 5,42 e δC 96,5; δH 4,95 e δC 

94,5; δH 4,96 e δC 100,2; δH 4,71 e δC 97,3 referentes respectivamente aos açúcares cromose A, 

cromose D, cromose C e C’ e cromose B. 

O espectro de RMN de 1H mostra um sinal em δH 3,44, que se refere aos hidrogênios do 

grupamento metoxílico ligado em C-4 da cromose A. Os hidrogênios nas posições 1, 4, 5 e 6 

foram identificados principalmente pela análise dos dados do espectro de gHMBC. Os 

hidrogênios H-2 e H-3 foram determinados com auxílio de espectros de TOCSY (APÊNDICE 

F), no qual irradiou-se o H-5 em δH 3,77 e foi possível a observação dos hidrogênios em δH 1,68 

e 1,39 e δH 3,81, referentes a H-2 e H-3 respectivamente.  

A cromose D possui um grupo acetila na posição 4, confirmado pelos dados de RMN 

de 1H com o sinal de H-4 em δH 5,09 e sinal dos hidrogênios metílicos (CH3-4’a) em δH 2,11, 
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deslocamento químico típico de hidrogênios metílicos próximos a carbonila de éster. No 

espectro de TOCSY (APÊNDICE G) foi possível observar os hidrogênios H-2, H-3 e H-4 após 

a irradiação de H-1 em δH 5,42. As posições 5 e 6 foram determinadas pelas correlações 

observadas no espectro de gHMBC. Considerando que o hidrogênio anomérico deste açúcar 

possui valor de deslocamento químico mais desblindado (δH 5,42) que dos outros açúcares, 

assume-se que ele esteja ligado via ligação O-C ao anel aromático da aglicona (posição 6). 

A aglicona é formada por três anéis fundidos, sendo que dois são aromáticos, e uma 

cadeia alquílica onde é possível inferir a presença de uma metoxila ligada em C-1’ e grupos 

hidroxílicos ligados em C-3’ e C-4’, que justificam os hidrogênios com deslocamentos 

químicos em δH 3,98 (H-3’) e δH 4,00 (H-4’).  

Ligada na posição 2 da aglicona, está a cromose C e em seguida a cromose C’. Estes 

dois açúcares são iguais e a identificação foi feita basicamente com auxílio dos espectros de 

TOCSY (APÊNDICE H). Contudo, as atribuições dos hidrogênios das posições 4 destes 

açúcares podem ser intercambiáveis devido à similaridade de deslocamentos químicos. Os 

hidrogênios das posições 1 e 3 dos dois açúcares apresentam deslocamentos químicos mais 

variados, o que é explicado pelos diferentes grupos ligados nestas posições. 

A cromose B possui uma acetilação na posição 5, o que é confirmado pela desblindagem 

de H-5 em δH 4,51 e pela correlação no gHMBC de H-5 com um carbono em δC 170,2, típico 

de carbonila de éster. Neste açúcar o C-3 é um carbono quaternário ( 69,0), identificado por 

sua correlação no espectro de gHMBC com os hidrogênios metílicos CH3-4 (δH 1,32). 

O espectro de HR-ESI-MS no modo negativo exibe o íon m/z 1181,5100 (APÊNDICE 

I), de maior intensidade. Considerando a massa teórica de m/z 1181,5022, tem-se erro de -6,6 

ppm. Dessa maneira, utilizando as análises de RMN de 1H e 13C e espectrometria de massas, 

conclui-se que o composto 23 possui a estrutura já relatada da cromomicina A3 

(YOSHIMURA; KOENUMA; MATSUMOTO; TORI et al., 1988).  

Os dados de HR-ESI-MS dos compostos 24 (APÊNDICE J) e 25 (APÊNDICE K) foram 

consultados no banco de dados Antibase®, que sugeriu a presença de dois análogos do composto 

23. Estes análogos possuem diferenças apenas na cromose B, o que será discutido a seguir. 

As cromoses B dos compostos 24 e 25 diferem do composto 23, por não apresentarem-

se acetiladas na posição 5. Para o composto 24 (Espectros de RMN de 1H e gHMBC - 

APÊNDICE L-APÊNDICE M), conhecido como cromomicina-AP, os hidrogênios metilênicos 

(H-5’a) em δH 2,36 se correlacionam com a carbonila (C-5’), caracterizando sua proximidade. 

Ligado ao grupo metilênico há um grupo metílico (CH3-5’b, δH 1,06 e δC 9,3). Para o composto 
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25 (Espectros de RMN de 1H e gHMBC - APÊNDICE NAPÊNDICE O), conhecido como 

cromomicina A2, há um grupo isopropílico ligado ao carbono carbonílico do éster. A Figura 13 

exemplifica as diferenças entre os açúcares da cromose B dos compostos 24 e 25. 

 

 

Figura 13. Estruturas químicas das cromoses B dos compostos 24 e 25. 

 

O composto 22 (Espectros de RMN de 1H, gHMBC e HR-ESI-MS - APÊNDICE P- 

APÊNDICE R), conhecido como cromomicina 02-3G, apresenta diferença em dois açúcares, 

não apresentando acetilações nas cromoses D e B.  

Os compostos 26 e 27 (Espectros de  HR-ESI-MS - APÊNDICE SAPÊNDICE T) foram 

obtidos com impurezas. O composto 26 é conhecido como cromomicina 02-3D e não apresenta 

acetilação na cromose D. Já o composto 27, conhecido como 4B-desmetilchromomicina A3, 

não apresenta o grupo metoxílico na cromose A. A Figura 14 mostra os seis análogos isolados 

da fração 75% MeOH do extrato em acetato de etila do cultivo em meio sólido da bactéria 

Streptomyces sp. ICBG 328.
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Figura 14. Estruturas químicas dos compostos 22, 23, 24, 25, 26 e 27. 
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A fração 75% MeOH, da qual os compostos foram isolados, havia mostrado atividade 

(Figura 9). Os compostos 22-27 foram então testados (metodologia item 3.5) frente ao 

fungo Escovopsis AB1506201-3 ESCO. Neste ensaio, os compostos isolados não 

apresentaram atividade frente ao fungo entomopatogênico. Os ensaios com os compostos foram 

repetidos várias vezes, inclusive em misturas na tentativa de observar possível sinergismo de 

ação, porém não foi observada atividade antifúngica. Tal fato indica que possivelmente algum 

outro composto minoritário possa ser responsável pela ação antifúngica apresentada pela 

fração. 

A fração 75% MeOH foi novamente analisada em HPLC analítico e foi observado com 

o detector ELSD a presença de dois compostos (APÊNDICE U) no tempo de retenção 21,6 min 

e 22,5 min que anteriormente não haviam sido detectados no detector UV (Figura 10). A análise 

deste extrato em LC-MS não foi conclusiva e o isolamento destes compostos não foi realizada 

devido à pouca quantidade de material. Dessa forma, não foi possível compreender o papel 

ecológico exercido pela actinobactéria Streptomyces sp. ICBG 328 no ninho de formigas 

Acromyrmex sp. 

Entretanto, os compostos puros 22, 23, 24 e 25 foram testados frente às formas 

promastigotas e amastigotas intracelulares do parasita L. donovani e apresentaram bons 

resultados de inibição. Os resultados estão expostos na Tabela 5, bem como os testes de 

citotoxicidade em macrófagos humanos THP-1, que são células hospedeiras para L. donovani, 

utilizando como controle a doxorubicina. 

 

Tabela 5. IC50 (µM) para os compostos 22, 23, 24 e 25 frente a amastigotas do parasita L. 

donovani e citotoxicidade em macrófagos humanos THP-1 

Composto IC50 (µM) 

(amastigotas intracelular) 

IC50 (µM) 

(promastigotas) 

CC50 (µM) THP-

1 

22     >64 53,33 15,11 

23 1,26 1,21 0,23 

24 0,67 0,72 0,28 

25 0,38 0,38 0,44 

Miltefosina 5,37 3,95 e 7,26 - 

Doxorubicina  - 0,60 

 

Os compostos 23, 24 e 25 foram mais ativos que o controle positivo, destacando-se 

a elevada atividade do composto 25 (IC50 380 nM). O ensaio de citotoxicidade mostrou que 
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o composto 25 apresenta toxicidade um pouco mais elevada que o controle doxorubicina, 

um fármaco antitumoral. Analisando os resultados de atividade biológica e as estruturas 

químicas dos compostos pode-se inferir que a acetilação da cromose D, assim como uma 

maior substituição por grupos alquilas na cromose B, podem ser importantes para aumentar 

atividade antiparasitária destes compostos, provavelmente por facilitar passagem por 

membranas. Infelizmente, os resultados de citotoxicidade frente às células THP-1 

permitem inferir que os compostos 23-25 não apresentam índices de seletividade 

adequados para o uso como antiparasitários.  

As cromomicinas são compostos policetídicos glicosilados derivados do ácido 

aureólico e foram inicialmente isoladas de uma linhagem de Streptomyces griseus 

associada ao sedimento marinho do Japão (MIYAMOTO et al., 1966). As cromomicinas 

são antibióticos antitumorais que bloqueiam a síntese macromolecular via interação 

reversível com o DNA na presença de íons metálicos bivalentes como o magnésio (Mg 2+) 

(AICH; SEN; DASGUPTA, 1992; HOU et al., 2004; VAN DYKE; DERVAN, 1983).  

Há vários relatos na literatura do isolamento de cromomicinas e todos têm um ponto 

em comum: as linhagens de Streptomyces sp. que produzem os compostos estavam 

associadas a sedimentos marinhos. Os compostos apresentam atividades contra uma 

variedade de patógenos como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e E. 

coli; Bacillus subtilis; Enterococcus faecium e S. epidermidis; além disso, as cromomicinas 

apresentam alta potência inibitória contra diversas linhagens de células cancerígenas  (CHO 

et al., 2020; KALINOVSKAYA et al., 2017; PETTIT et al., 2015; SARANARUK et al., 

2020; YI et al., 2019).  

Vários estudos têm demonstrado que além de se ligar ao DNA, as cromomicinas 

podem ter outros mecanismos de ação no tratamento antitumoral. A cromomicina A 3 é 

capaz de suprimir proteínas anti-apoptóticas relacionadas ao crescimento do 

colangiocarcinoma que é o câncer do epitélio biliar, podendo ser útil como um agente 

quimiossensibilizador (SARANARUK et al., 2020). As cromomicinas A2 e A3 

apresentaram alta citotoxicidade contra uma linhagem celular de adenocarcinoma gástrico 

e um deles se mostrou capaz de superar o fator de necrose tumoral relacionado a resistência 

do ligante de indução de apoptose (TOUME et al., 2014).  

Recentemente, um grupo brasileiro identificou três novas cromomicinas, A6, A7 e 

A8 de uma linhagem Streptomyces sp. associada a zoantídeos Palythoa caribaeorum 

coletados no Ceará. Os compostos foram potencialmente ativos contra cinco linhagens de 
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células tumorais (adenocarcinoma de cólon, carcinoma de mama, câncer de próstata 

metastático e melanoma metastático) (PINTO et al., 2020). Esses compostos também foram 

os primeiros relatados na literatura a modular o fator de transcrição TBX2 que está 

relacionado com a proliferação de células cancerígenas (SAHM et al., 2020).  

Algumas cromomicinas já foram testadas contra fungos patogênicos como Candida 

albicans, Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum, e Trichophyton mentagrophytes mas 

não exibiram potencial antifúngico (CHO et al., 2020), dessa maneira é justificável a inatividade 

das cromomicinas isoladas neste trabalho contra o fungo entomopatogênico Escovopsis sp. Não 

há nenhum relato prévio na literatura sobre a atividade antiparasitária destes compostos. 

 

4.5.2 Streptomyces sp. ICBG197 

 

A linhagem Streptomyces sp. ICBG197 inibiu todas as linhagens do fungo Escovopsis 

(Tabela 2) e foi selecionada para estudos químicos. Seu extrato em acetona também apresentou 

99% de inibição contra o parasita L. donovani (Tabela 3).  

Foi feita a análise do perfil químico da fração 100% MeOH (Figura 15) e as condições 

de fracionamento foram otimizadas (item 3.9), levando ao isolamento dos compostos 28 (2,05 

mg) (Figura 16). 

 

Figura 15. Cromatograma da fração 100% MeOH do extrato em acetona do cultivo em YPM 

de ICBG 197. Detecção em UV a 270 nm. 
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Figura 16. Cromatograma obtido durante o isolamento de metabólitos da fração 100% MeOH. 

Detecção UV a 270 nm. 

 

 

Os espectros de HR-ESI-MS e RMN de 1H, assim como os espectros de gCOSY, 

gHSQC e gHMBC de todos os compostos foram obtidos. Os dados dos espectros de massas 

foram consultados no banco de dados Antibase®, que sugeriu a presença do composto polieno 

macrolídeo nistatina (LANCELIN; BEAU, 1989). A massa obtida em modo negativo m/z 

924,5040 (APÊNDICE V) quando comparada com a massa teórica do composto (mz 924,4962) 

apresenta erro de  -8,3 ppm.  Foi feita a análise dos espectros de RMN 1 D e 2D (APÊNDICE 

WAPÊNDICE Z) do composto 28. 

A Figura 17 mostra a estrutura com as posições numeradas do composto 28 (nistatina). 

A Tabela 6 mostra os deslocamentos químicos dos hidrogênios e carbonos obtidos pelos 

dados de RMN de 1H e pelas correlações do gHSQC e gHMBC. 

 

 

Figura 17. Estrutura química da nistatina (28). 
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Tabela 6. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e RMN de 13C em CD3OD da nistatina (28). 
Posição δ1H (mult.; J(Hz); int) δ13C gHMBC 

H      C 

gCOSY 

1  171,2   

2 2,40 (m, 2H) 43,2 C1 4,19 

3 4,19 (m, 1H) 68,3 C1 1,59; 2,40 

4 1,59 (m, 1H) 

1,28 (m, 1H) 

44,5 C3  

5 3,31 (sinal         

sobreposto, 1H) 

74,5 C6 1,28 

6 1,57 (m, 1H) 

1,67 (m, 1H) 

40,9   

7 4,40 (m, 1H) 68,7  1,67 

8 1,55 (m, 1H) 35,2 C9  

9 1,64 (m, 1H 

1,55 (m, 1H) 

30,1   

10 3,39 (m, 1H) 74,9  1,64 

11 3,69 (m, 1H) 74,4   

12 1,74 (m, 1H) 

1,66 (m, 1H) 

48 C13  

13  97,3   

14 2,02 (m, 1H) 

1,61 (m, 1H) 

44,5 C13  

15 4,3 (s, 1H) 67,3  2,03 

16 2,03 (m, 1H) 61,2 C16’  

16’  178,7   

17 3,74 (m, 1H) 71,3   

18 2,15 (m, 1H) 

1,72 (m, 1H) 

39,1  4,43 

19 4,43 (m, 1H) 79  5,94 

19a 4,59 (s, 1H) 99,2 C19b  

19b 4,0 (s, 1H) 68,9 C19c  

19c 3,16 (dd, 10,2; 2,4; 

1H) 

56,9  4,0; 3,38 

19d 3,38 (m, 1H) 70,4   

19e 4,27 (m, 1H) 67,7  1,28 

19e’ 1,28 (d; 6,2; 3H) 17,7   

20 5,94 (m, 1H) 135,3  6,22 

21 6,22(m, 1H) 133,1   

22 6,22 (m, 1H) 133,1   

23 6,22 (m, 1H) 133,1   

24 6,22 (m, 1H) 133,1   

25 6,22 (m, 1H) 133,1   

26 6,0 (m, 1H) 133,7  5,67 

27 5,67 (dt; 13,8; 6,2; 

1H) 

134,9  2,2 
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28 2,2 (m, 1H) 33,5 C29  

29 2,15 (m, 1H) 39,1   

30 5,57 (dt; 14,9; 6,8; 

1H) 

132,7  2,15 

31 6,00 (m, 1H) 131,7   

32 6,22 (m, 1H) 133,1   

33 5,39 (dd; 14,5; 8,9; 

1H) 

135,2 C34 2,34 

34 2,34 (m, 1H) 42,5  5,39; 1,06 

34’ 1,06 (d; 6,7; 3H) 18,0  2,34 

35 3,26 (sinal 

sobreposto) 

78,7   

36 1,9 (ddq; 14,8; 7,0; 

3,8; 1H) 

41,8  5,21 

36’ 0,99 (d; 7,0; 3H) 12,3 C36  

37 5,21 (m, 1H) 72,2  1,2; 1,9 

37’ 1,2 (d; 6,4; 3H) 17,2  5,21 

 

A análise dos dados de RMN de 1H e dos espectros bidimensionais de RMN mostra a 

presença de 12 hidrogênios em δH 6,22 (6H), δH 6,00 e δH 5,94 (3H), δH 5,67 (1H), δH 5,57 (1H) 

e δH 5,39 (1H) ligados a carbonos sp2 com descolamentos químicos entre δC 133,1 a δC 135,2. 

Para três desses hidrogênios foi possível observar as multiplicidades dos sinais no espectro de 

RMN de 1H. O hidrogênio δH 5,39 apresentou multiplicidade de duplo dupleto (dd) pois acopla 

com o hidrogênio em δH 6,22 e com o hidrogênio H em δH 2,34. O H-30 em δH 5,57 apresenta-

se como um duplo tripleto (dt), pois acopla com o hidrogênio em δH 6,00 e com os dois 

hidrogênios em δH 2,15. O H-27 em δH 5,67 também é um dt, uma vez que acopla com o 

hidrogênio em δH 6,00 e com os dois hidrogênios em δH 2,20. Os outros hidrogênios ligados a 

carbono sp2 apresentam sinais sobrepostos, não sendo possível diferenciá-los, principalmente 

por estarem ligados a carbonos com deslocamentos químicos muito próximos. 

Há a presença de dois açúcares na estrutura. Na posição 13 há um carbono não 

hidrogenado com deslocamento típico de carbono anomérico δC 97,3. Neste mesmo açúcar, o 

H-16 em δH 2,03 correlaciona-se no gHMBC com uma carboxila em δC 178,7. Para o outro 

açúcar, o H-19a em δH 4,59 está ligado a um carbono em δC 99,2 indicando a posição anomérica. 

O espectro gHSQC mostra o C-19c em δC 56,9 que está ligado a um hidrogênio em δH 3,16, 

ambos com deslocamentos químicos típicos de ligação C-N.  

Assim, com os dados espectroscópicos e espectrométricos, aliados à comparação com a 

literatura (LANCELIN; BEAU, 1989), confirmou-se a estrutura do composto nistatina (28). 
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A nistatina é um antifúngico poliênico macrolídeo composto por um anel 

macrolactônico e o aminoaçúcar micosamina. Foi primeiramente isolada da linhagem 

Streptomyces noursei associada ao solo de uma fazenda nos Estados Unidos (ETTLINGER; 

CORBAZ; HUTTER, 1958; HAZEN; BROWN; MASON, 1953; HAZEN; BROWN, 1951). É 

usada no tratamento tópico de candidíases e é produzida comercialmente a partir de S. noursei 

(FJAERVIK; ZOTCHEV, 2005). Outras linhagens, como a S. fungicidicus, encontrada no 

Japão, porém sem descrição da fonte e S. ahygroscopicus, associada ao solo da China, também 

produzem nistatina (MATSUOKA; UMEZAWA, 1960; REN et al., 2014). No geral, os dados 

encontrados na literatura relatam o isolamento da nistatina a partir de S. noursei ou de linhagens 

geneticamente modificadas desta (BRAUTASET et al., 2008; ZOTCHEV et al., 2000). 

O composto 28 (nistatina) foi testado (metodologia item 3.5) frente a duas linhagens 

do fungo Escovopsis - AB1506201-3 ESCO e EM150618-2 2/2 ACRO (Figura 18). 

 

Figura 18. Atividade antifúngica do composto 28, exibida em halo de inibição, frente aos 

fungos entomopatogênicos Escovopsis – A- AB1506201-3 ESCO e B- EM150618-2 2/2 

ACRO. Controle positivo: anfotericina B. 

 

 

Como é possível observar na Figura 18, a nistatina (28) apresenta atividade contra as 

duas linhagens do fungo entomopatogênico testadas, sendo um possível aliado das formigas 

Acromyrmex sp. na proteção dos ninhos contra o Escovopsis. Assim Streptomyces sp. ICBG197 

pode estabelecer uma relação ecológica com formigas desta espécie auxiliando na manutenção 

da viabilidade dos ninhos. O analógo da nistatina, nistatina P1, foi identificado de uma espécie 

de Pseudonocardia associada com formigas Acromyrmex ostospinosus. Este composto 

aparentemente apresenta um açúcar adicional em sua estrutura, porém os dados químicos não 

foram confirmados experimentalmente. A nistatina P1 não foi testada em ensaios biológicos, 

entretanto a actinobactéria da qual foi isolada apresentou atividade contra o fungo parasita 

Escovopsis weberi (BARKE et al., 2010). 

O extrato bruto de Streptomyces sp. ICBG197 apresentou 99% de inibição contra o 

parasita L. donovani e possivelmente essa atividade está relacionada a produção de nistatina 
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por essa actinobactéria. Há estudos na literatura que relatam a atividade leishmanicida deste 

composto (GHOSH; CHATTERJEE, 1962; GHOSH; HALDAR; CHATTERJEE, 1960; 

TEWARY et al., 2006).  

 

4.5.3 Streptomyces sp. ICBG171 

 

A linhagem Streptomyces sp. ICBG 171 inibiu três linhagens do fungo Escovopsis 

(Tabela 2) e foi selecionada para estudos químicos. Seu extrato em acetona também apresentou 

94% de inibição contra o parasita L. donovani (Tabela 3).  

Após o fracionamento da fração hexânica (item 3.9), todas as sub-frações tiveram seus 

espectros de RMN de 1H obtidos e após análise, a sub-fração 1 teve as condições de 

fracionamento otimizadas (item 3.9), levando ao isolamento do composto 29 (14.3 mg) (Figura 

19). 

 
Figura 19. Cromatograma obtido durante o isolamento de metabólitos da sub-fração 1. 

Detecção ELSD. 

 

Os espectros de HR-ESI-MS e RMN de 1H, assim como os espectros de gCOSY, 

gHSQC, gHMBC e 13C foram obtidos. Os dados dos espectros de massas foram consultados no 

banco de dados Antibase®, que apontou correlação do composto 29 com o composto poliéter 

nigericina (STEINRAUF; PINKERTON; CHAMBERLIN, 1968). A massa obtida em modo 

positivo [M+Na]+ 747,4659 (APÊNDICE AA) quando comparada com a massa teórica do 

composto ([M+Na]+  747,4654) apresenta erro de  -0,7 ppm.  

Foi feita a análise dos espectros de RMN de 1H , RMN de 13C e RMN bidimensionais  

(APÊNDICE BBAPÊNDICE FF) do composto 29. 

A Figura 20 mostra a estrutura química da nigericina (29). A  

 

Tabela 7 mostra os deslocamentos químicos de 1H e 13C e as correlações entre eles 

obtidas por gHMBC e gCOSY. 
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Figura 20. Estrutura química da nigericina (29). 

 

Tabela 7. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e RMN de 13C (125 MHz) em C6D6 da nigericina 

(29) 
Posição δ1H (mult.; J(Hz); int) δ13C gHMBC 

H-C 

gCOSY 

1  177,5   

2 2,48 (dq; 7,1; 2,3; 1H) 44,7 C1,C2’,C3,C4 H2’, H3 

2’ 0,97 (m, 3H) 13 C1,C3 H2 

3 3,87 (m, 1H) 73,2 C1, C4’,C7 H2, H4 

4 1,37 (m, 1H) 27,2 C5 H3, H4’ 

4’ 0,71 (m, 3H) 10,3 C3 H4 

5 1,75 (m, 1H) 37,5   

 1,54 (m, 1H)    

6 1,86 (m, 1H) 23,7 C5, C7 H7 

 0,90 (m, 1H)    

7 3,97 (m, 1H) 68,9 C3,C6 H6, H8 

8 2,62 (dt, 3,9; 13,2) 1H) 35,6 C7, C8, C10 H7, H9 

 0,9 (m, 1H)    

9 4,40 (m, 1H) 60,8 C11 H8 

10 2.17 (m, 1H) 31,7 C11, C12 H11 

 0,70 (m, 1H)    

11 3,02 (m, 1H) 78 C9, C12 H10 

11’ 3,50 (s, 3H) 57,6 C11  

12 1,26 (m, 1H) 37,6  H12’ 

12’ 1,76 (m, 3H) 28,6  H12 

13  108,7   

14 2,00 (m, 1H) 39,4 C13,C14’,C15 H14’, H15 

14’ 0,97 (m, 3H) 13  H14 

15 1,72 (m, 1H) 42,9 C16 H14 

 1,64 (m, 1H)    
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16  81,9   

16’ 0,97 (m, 3H) 23,0        C16  

17 3,42 (m, 1H) 82,9 C16,C18 H18, H19 

18 1,87 (m, 1H) 26,4  H17, H19 

 1,66 (m, 1H)    

19 1,47 (m, 1H) 26,2  H17, H18 

 1,16 (m, 1H)    

20  83,7   

20’ 0,97 (m, 3H) 22,9 C20  

21 4,12 (d; 3,9; 1H) 86,2 C22, C22’, C23 H22 

22 1,92 (m, 1H) 35,4 C22’ H21, H22’ 

22’ 0.7 (m, 3H) 15,4 C22 H22 

23 2,30 (m, 1H) 31,2 C21 H24 

 1,18 (m, 1H)    

24 4,31 (m, 1H) 77,7 C21, C25 H23, H25 

25 4,26 (m, 1H) 74,6 C24, C26 H24, H26 

26 1,17 (m, 1H) 33 C26’ H25, H26’ 

26’ 0,6 (d, 6,6; 3H) 17,2 C26 H26 

27 1,76 (m, 1H) 38,3 C29  

 1,62 (m, 1H)    

28 2,25 (m, 1H) 32,4 C25  

28’ 1,26 (d; 6,6; 3H) 12,6 C28, C29  

29  97,7   

30 3,93 (m, 2H) 69,3 C29  

 

A análise dos dados de RMN de 1H, 13C e espectros bidimensionais mostra a presença 

de seis hidrogênios em δH 3,87 (1H), δH 3,97 (1H), δH 4,40 (1H), δH 3,42 (1H), δH 4,12 (1H) e 

δH 4,31 (1H) e também dois carbonos sp3 não hidrogenados em δC 81,9 e δC 83,7, todos vizinhos 

a oxigênio. Na posição 11’ é possível verificar a presença de O-CH3 com 3H - singleto em δH 

3,50 ligados a carbono em δC 57,6. 

Há a presença de um açúcar na estrutura. Na posição 29 há um carbono não hidrogenado 

com deslocamento típico de carbono anomérico δC 97,7. Na posição 30 ligado ao carbono 

anomérico há a presença de um grupo metileno ligado a uma hidroxila (δH 3,93 e δC 69,3). 

Assim, com os dados espectroscópicos e espectrométricos, aliados à comparação com a 

literatura (STEINRAUF; PINKERTON; CHAMBERLIN, 1968), confirmou-se a estrutura do 

composto nigericina. 

Após o estudo químico da fração hexânica do extrato em acetona de Streptomyces sp. 

ICBG 171, a fração em clorofórmio também foi analisada. Como descrito acima, a fração em 
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clorofórmio foi fracionada (item 3.9) e todas as sub-frações tiveram seus espectros de RMN de 

1H obtidos. Após análise dos espectros, a sub-fração 2 teve as condições de fracionamento 

otimizadas (item 3.9), levando ao isolamento dos compostos 30 (1,3 mg), 31 (3,6 mg) e 32 (3,2 

mg) (Figura 21). 

     

Figura 21. Cromatograma obtido durante o isolamento de metabólitos da sub-fração 2 - 

clorofórmio. Detecção UV 250nm. 

 

Os espectros de HR-ESI-MS (APÊNDICE GGAPÊNDICE II) foram obtidos e 

consultados no banco de dados Antibase®, que apontou correlação dos compostos 30, 31 e 32 

com os macrolídeos elaiofilina, 11-O-metilelaiofilina e 11,11-O,O-dimetilelaiofilina (Figura 

22) As massas obtidas em modo positivo [M+Na]+ 1047,5836, [M+Na]+  1061,6002 e [M+Na]+ 

1075,6139, respectivamente, quando comparada com a massa teórica dos compostos de 

[M+Na]+ 1047,5868, [M+Na]+ 1061,6025 e [M+Na]+ 1075,6181, apresentam erros de -3,05 

ppm, -2,16 ppm e -3,9 ppm. Para os compostos 30, 31 e 32  foram obtidos apenas os espectros 

de RMN de 1H (APÊNDICE JJAPÊNDICE LL) para comparação com a literatura (RITZAU et 

al., 1998). 

 

 
 

 

Figura 22. Estruturas químicas dos compostos 30-elaiofilina 31- 11-O-metilelaiofilina e 32- 

11,11-O,O-dimetilelaiofilina 

 

A elaiofilina foi originalmente isolada de uma linhagem de Streptomyces melanosporus 

associada ao solo de um campo de trigo na Itália (ARCAMONE et al., 1959). A elaiofilina e 
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seus derivados são macrolídeos glicosilados que têm sido isolados de diversas espécies de 

Streptomyces associadas ao solo, sedimento marinho e regiões de mangue (GRABLEY et al., 

1990; HAN et al., 2016; HAO et al., 2001; SHENG et al., 2015; SUPONG et al., 2017; WU et 

al., 2013; YIN et al., 2017).  

A nigericina foi o primeiro poliéter ionóforo descoberto, isolado de uma linhagem de 

Streptomyces hygroscopicus associada ao solo (BERGER et al., 1951; STEMPEL; WESTLEY; 

BENZ, 1969). A nigericina já foi isolada de diversas linhagens de Streptomyces sp. associada 

ao solo e também de S. hygroscopicus BRM10, um endófitico das raízes de Alpinia galanga, 

uma planta da família do gengibre (FANG; WONG; DEMAIN, 2000; LEULMI et al., 2019; 

TAECHOWISAN et al., 2013; WU et al., 2009). 

Formigas Acromyrmex sp. podem se beneficiar da associação com a actinobactéria 

Streptomyces sp. ICBG 171 por esta biossintetizar compostos bioativos que podem proteger o 

ninho contra patógenos. A nigericina (29) já foi previamente isolada de outra linhagem de 

Streptomyces associada a formigas Cyphomyrmex pelo nosso grupo de pesquisa, e inibiu o 

fungo patogênico Escovopsis sp., além de apresentar acentuada atividade contra o parasita L. 

donovani (ORTEGA et al., 2019). A alta atividade antiparasitária demonstrada pelo extrato 

bruto desta bactéria pode ser explicada pela produção da nigericina e da elaiofilina e seus 

análogos, que já apresentam comprovada ação leishmanicida (ORTEGA et al., 2019; PEÑA; 

SCARONE; SERRA, 2015). Os compostos 30, 31 e 32 não foram testados contra o fungo 

entomopatogênico Escovopsis sp. 

 

 

4.5.4 Streptomyces sp. ICBG1318  

 

Nos ensaios de triagem de atividade biológica, notou-se que a actinobactéria 

Streptomyces sp.  ICBG 1318 (Figura 23), isolada da abelha sem ferrão M. scutellaris 

apresentou alta inibição do parasita L. donovani (99% de inibição) e também atividade 

antibacteriana contra o patógeno de abelhas melíferas P. larvae (Figura 24) (RODRIGUEZ-

HERNANDEZ et al., 2019). 
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Figura 23. Streptomyces sp. ICBG1318 

 

 

Figura 24. Halo de inibição desenvolvido por Streptomyces sp. ICBG 1318 contra o patógeno 

P. larvae. 

 

O extrato bruto em acetato de etila de Streptomyces sp. ICBG 1318, assim como as 

frações obtidas por extração em fase sólida deste mesmo extrato (item 3.9), foram testados 

conforme metodologia citada no item 3.5, contra o patógeno P. larvae (Figura 25). Este ensaio 

guiou a etapa de isolamento dos compostos.  

 

Figura 25. Halo de inibição desenvolvido por A-extrato bruto do cultivo em ISP-2 ágar de 

ICBG 1318 e B-frações obtidas por SPE do extrato em AcOEt contra o patógeno P. larvae. 

 

A análise do perfil químico da fração MeOH 100% indicou a presença de dois 

compostos majoritários e assim as condições de fracionamento foram otimizadas (item 3.9) e 

foram isolados os compostos 33 e 34 (Figura 26).  
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Figura 26. Cromatograma observado obtido durante o isolamento de metabólitos da fração 

MeOH 100%. Detecção em UV a 200 nm. 

 

Os compostos 33 (1,8 mg) e 34 (2,0 mg) foram isolados. Os espectros de RMN de 1H, 

gCOSY, gHSQC e gHMBC (APÊNDICE OOAPÊNDICE VV) dos dois compostos foram 

obtidos. Analisando os espectros, observou-se grande semelhança entre eles, evidenciando a 

presença de compostos analógos. Foram obtidos os espectros de massas por HR-ESI-MS 

(APÊNDICE MMAPÊNDICE NN) operando no modo positivo. Os dados dos espectros de 

massas foram consultados no banco de dados Antibase®, que não apontou nenhuma correlação 

de compostos já conhecidos para 33 e 34. 

A  

Tabela 8 mostra os deslocamentos químicos de hidrogênios, obtidos por RMN de 1H, 

e dos carbonos, obtidos indiretamente através de gHSQC e gHMBC, além das correlações 

entre eles obtidas por gHMBC para os dois compostos. 

Tabela 8. Dados de RMN 1D e 2D (500 MHz, CDCl3) para os compostos 33 e 34 
 Composto 33 Composto 34 

Posição δC δH, (J em Hz) HMBCa δC δH, (J em 

Hz) 

HMBCa 

1 167,3, C   167,3, C   

2 51,7, CH2 4,69, d (17,5)  

3,43, d (17,5) 

1, 3 51,7, CH2 4,69, d 

(17,6) 

3,43, d 

(17,6) 

1, 3 

2 N-CH3 36,6, CH3 3,12, s 3, 2 36,6, CH3 3,12, s 3, 2 

3 170,9, C   170,9, C   

4 42,7, CH2 5,04, m 

3,63, m 

3, 5 

 

42,7, CH2 5,03, m 

3,63, m 

3, 5 

4 NH  7,21 sl 3, 5  7,21 sl 3, 5 

5 172,8, C   172,9, C   

6 55,3, CH 4,23, sl (5,5) 5, 7, 8, N-

CH3 (6) 

55,9, CH 4,23, sl (6,2) 5, 7, 8, N-

CH3 (6) 

6 N-CH3  29,3, CH3 2,78, s  6, 8 29,3, CH3 2,78, s 6, 8 
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7 15,1, CH3 1,61, m 5, 6 15,2, CH3 1,62, m 5, 6 

8 166,8, C   166,9, C   

9 51,1, CH2 5,27, d (15,5) 

3,90, d (15,5) 

8 51,1, CH2 5,27, d 

(15,4) 

3,90, d 

(15,4) 

8 

9 N-OH   9,21, s   9,22, s  

10 171,2, C   171,2, C   

11 48,4, CH 5,32, d (4,7) 10, 12, 13 48,4, CH 5,32, d (4,7) 10, 12, 13 

12 24,1, CH2 2,17, m 

1,87, m 

10 24,0, CH2 2,17, m 

1,87, m 

 

13 21,4, CH2 1,48, m 

1,57, m 

 21,3, CH2 1,47, m 

1,58, m 

 

14 46,9, CH2 2,66, m 

3,13, m 

 46,9, CH2 2,66, m 

3,13, m 

 

14 NH   4,90, d (13,5) 15  4,90, d 

(13,3) 

15 

15 171,9, C   172,0, C   

16 46,5, CH 6,09, d (9,3) 15 46,6, CH 6,09, d (9,2) 15 

16 NH  7,44, d (9,3) 21  7,44, d (9,2) 21 

17 80,1, CH 4,86, d (9,6) 15 80,1, CH 4,86, d (9,6) 15 

18 30,2, CH 1,74, m 17 30,2, CH 1,74, m  

19 19,2, CH3 0,87 sl 17, 18, 20 19,3, CH3 0,88, sl 17, 18, 20  

20 18,4, CH3 1,10, d (4,9) 17, 18, 19 18,4, CH3 1,09, d (4,9)  17, 18, 19 

21 177,5, C   177,6, C   

22 77,4, C   77,5, C   

22 OH   3,49, s 22  3,50, s 22 

23 98,4, C   98,4, C   

23 OH  6,13, s 22, 23, 24  6,13, s 22, 23, 24 

24 27,3, CH2 1,71, m  27,7, CH2 1,72, m  

25 24,5, CH2 1,66, m 

1,51, m 

23 24,5, CH2 1,66, m 

1,52, m 

23 

26 35,1, CH 1,35, m  34,8, CH 1,37, m  

27 75,3, CH 3,63, m  75,3, CH 3,63, m  

28 20,0, CH3 1,35, s 21, 22, 23 20,1, CH3 1,35, s 21, 22, 23 

29 40,5, CH2 1,07, m 

0,94, m 

31, 32 38,1, CH2 1,01, m 26, 30 

30 24,3, CH 1,67, m  31, 32 30,9, CH 1,39, m  

31 24,4, CH3 0,89, sl  30,9, CH2 1,19, m  

32 213, CH3 0,82, d (4,3)  29, 31 18,5, CH3 0,80, d (4,4)  29, 31 

33 23,9, CH2 1,41, m  11,7, CH3 0,86, sl 31 

34 8,4, CH3 0,89, sl 27, 33 23,8, CH2 1,37 m  

35    8,4, CH3 0,89, sl  27, 34 

 

A análise dos espectros de RMN indicou a presença de seis hidrogênios ligados a 

heteroátomos. Um hidrogênio desblindado em δ 9,21; dois hidrogênios ligados a nitrogênio - 

um dubleto em δ 7,44 (d, J = 9,3 Hz) e um singleto largo em δ 7,21. Análises dos espectros de 

gHMBC e gHSQC permitiram inferir a presença de sete carbonilas de amidas ou éster, quatro 

carbonos sp3 ligados a átomos de oxigênio e sete carbonos sp3 ligados a átomos de nitrogênio. 
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Analisando os espectros foi possível verificar a presença de seis subestruturas derivadas 

de aminoácidos e uma subestrutura derivada de policetídeo: uma unidade de ácido piperázico 

(Pip-1), β-hidroxi-leucina (β-OH-Leu), N-hidroxiglicina (N-OH-Gly), N-metilglicina (N-Me-

Gly), N-metilalanina (N-Me-Ala), glicina (Gly) e um anel pirano ligado a cadeia lateral.  

A presença de N-OH-Gly foi confirmada pela desblindagem dos deslocamentos 

químicos de C-9 e H-9 (δC 51,1; δH 5,27 e 3,90) quando comparados com os deslocamentos 

químicos da glicina, e pelo hidrogênio em δH 9,21 referente ao grupo N-OH. A sequência dos 

aminoácidos foi estabelecida pelas correlações de gHMBC. As correlações de H-17 (δH 4,86, 

d, J = 9,6 Hz) e dos hidrogênios metilênicos H-2 (δH 4,69, d, J = 17,5 Hz e δH 3,43, d, J = 17,5 

Hz) com a carbonila C-1 (δC 167,3) conectaram o aminoácido β-OH-Leu e N-Me-Gly. N-Me-

Gly foi ligada a unidade de Gly pelas correlações analisadas no espectro de gHMBC de N-Me 

(δH 3,12, s), H-2 (δH 4,69, 3,43) e H-4 (δH 5,04, 3,63) com a carbonila em C-3 (δC 170,9). Gly 

foi conectada a N-Me-Ala pelas correlações do hidrogênio da amida da glicina 4-NH (δH 7,21) 

e de H-6 (δH 4,23, sl J = 5,5 Hz) com C-5 (δC 172,8). A ligação entre as unidade de N-Me-Ala 

e  N-OH-Gly foi inferida pelas correlações de N-Me (δH 2,78, s), e de H-9 (δH 5,27 d, J = 15,5 

Hz e δH 3,90 d, J = 15,5 Hz) com a carbonila C-8 (δC 166,8). A ligação entre N-OH-glicina e o 

ácido piperázico foi estabelecida pelas correlações observadas entre H-11 (δH 5,32, d, J = 4,7 

Hz) e H-12b (δH 1,87, m) com C-10 (δC 171,2). Finalmente, os hidrogênios H-16 (δH 6,09, d, J 

= 9,3 Hz) e H-17 (δH 4,86, d, J = 9,6 Hz) da -OH-Leu e 14-NH (δH 4,90, d, J = 13,5 Hz) do 

ácido piperázico mostraram correlações com a carbonila C-15 (δC 171,9), conduzindo a 

formação do fragmento hexapeptídico cíclico (Figura 27). 

 

 

Figura 27. Fragmento hexapeptídico cíclico dos compostos 33 e 34. 
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Em seguida a cadeia lateral policetídica teve sua estrutura determinada. Pela análise do 

espectro de COSY (APÊNDICE RR) foi possível observar dois grupamentos metilas H-31 e H-

32 (δH 0,89 e 0,82) que mostraram correlações com H-30 (δH 1,67). Os hidrogênios H-34 (δH 

0,89) acoplam com H-33 (δH 1,41). Pelas correlações de HMBC foi possível observar 

acoplamentos dos hidrogênios H-28 (δH 1,35) com a carbonila em (δC 177,5), com o C-22 (δC 

77,4) e com o carbono hemicetálico C-23 (δC 98,4).  

A ligação do policetídeo ao depsipeptídeo cíclico foi determinada pelas correlações 

observadas por HMBC de 16-NH (δH 7,44, d, J = 9,3 Hz) e H-28 (δH 1,35) com a carbonila C-

21 (δC 177,5). Os dados de HR-ESI-MS indicaram a presença do íon [M+Na] + 806,4252 

(APÊNDICE MM), com fórmula molecular C36H61N7O12, que quando comparado com o valor 

teórico apresenta erro de 2,97 ppm. Os dados de RMN e HR-ESI-MS possibilitaram o 

estabelecimento da estrutura planar do composto 33. 

As análises de RMN 1D e 2D mostraram que os compostos 33 e 34 eram análogos 

devido à grande semelhança entre eles. A diferença foi observada na cadeia lateral ligada ao 

anel pirano que muda de isobutil (composto 33) para 2-metil-butil (C-29-C-33) para o composto 

34. Tal fato foi confirmado pelas correlações de gHMBC e gCOSY (APÊNDICE 

TTAPÊNDICE VV), que juntamente com os dados de HR-ESI-MS [M+Na]+ 820,4396 

(APÊNDICE NN), com fórmula molecular de C37H63N7O12 e erro 4,38 ppm completaram a 

determinação da estrutura planar do composto 34. 

Devido ao histórico de isolamento da actinobactéria Streptomyces sp. ICBG 1318 de 

abelhas M. scutellaris e por se tratar de estruturas inéditas, os compostos 33 e 34 receberam os 

nomes de meliponamicina A e meliponamicina B, respectivamente ( 

Figura 28). A Figura 28 mostra as correlações apresentados por gHMBC para os 

compostos 33 e 34. 
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Figura 28. Estruturas planares e correlações observadas por gHMBC (H-C) para os compostos 

33 e 34.  

 

A fim de determinar a configuração absoluta dos aminoácidos, os compostos 33 e 34 

foram submetidos a hidrólise e derivatização com reagentes de Marfey (item 3.10) (FUJII et 

al., 1997). Ambos os compostos apresentaram a mesma configuração para os aminoácidos. Nas 

análises de LC-MS os derivados de L-FDLA e D-FDLA da N-Me-alanina (m/z 398) 

(APÊNDICE WWAPÊNDICE XX) eluíram nos tempos de retenção de 12,0 min e 12,1 min, 

respectivamente. Assim, concluiu-se que a configuração do carbono α é L visto que é conhecido 

que os derivados L-FDLA eluem primeiro que os derivados D-FDLA para esse aminoácido 

(HARADA et al., 1995). Os derivados L-DFLA e D-FDLA do ácido piperázico (m/z 425) 

(APÊNDICE YY-APÊNDICE BBB) eluíram no tempo de retenção de 22,3 min e 29,7 min. 

Seu carbono α também apresenta configuração L baseado no tempo de retenção de L- e D- 

derivados sintéticos do ácido piperázico descritos na literatura (OH et al., 2009). A configuração 

absoluta da -hidroxi-leucina foi determinada baseada em comparação com os derivados L- e 

D- do padrão (2S,3S)-3--hidroxi-leucina (m/z 442) (APÊNDICE CCCAPÊNDICE DDD) e 

estabelecida como configuração L (APÊNDICE EEE). As configurações relativas da cadeia 

policetídica dos compostos 33 e 34 foram determinadas com base na comparação de dados de 

RMN de compostos similares já reportados na literatura, como a dentigerumicina, 

polioxipepetina e aurantimicina (GRÄFE et al., 1995; OH et al., 2009; UMEZAWA et al., 1998) 
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(Figura 29). As estruturas químicas das meliponamicinas A (33) e B (34) estão apresentadas na 

Figura 30.
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Figura 29. Dados de RMN 1H e 13C das unidades policetídicas de compostos similares a 33 e 34 (dados obtidos em CDCl3).
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Figura 30. Estruturas químicas dos compostos inéditos meliponamicina A (33) e 

meliponamicina B (34), isolados de Streptomyces sp. ICBG 1310 associado às abelhas sem 

ferrão M. scutellaris. 
 

Os compostos 33 e 34 foram testados contra o patógeno de abelhas P. larvae e 

mostraram valores de concentração inibitória mínima (CIM) (APÊNDICE FFFAPÊNDICE 

GGG) de respectivamente, 0,55 µM e 0,54 µM, muito superiores ao valor do controle positivo 

tetraciclina – CIM de 7,76 µM. Essa alta atividade demonstrada por meliponamicinas A e B 

contra o entomopatógeno P. larvae pode estar relacionada a uma função protetora que 

Streptomyces sp. ICBG 1318 desempenha nas colônias de abelhas M. scutellaris, podendo 

assim exercer um papel ecológico bastante relevante na proteção contra patógenos. 

 Os compostos foram também testados contra o patógeno humano Staphylococcus 

aureus INCAS0039 e o parasita L. infantum. Meliponamicinas A e B apresentaram boa 

atividade contra S. aureus apresentando valores de CIM de 2,20 µM e 1,08 µM (controle 

positivo tetraciclina CIM de 0,24 µM) (APÊNDICE HHHAPÊNDICE III). Os compostos 33 e 

34 apresentaram boa atividade leishmanicida contra L. infantum com IC50 de 2,19 M e 1,03 

M, respectivamente. Infelizmente, os compostos não apresentaram valores seguros de 

seletividade (Tabela 9). 
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Tabela 9. Atividade dos compostos 33 e 34 contra amastigotas intracelulares de L. infantum e 

células THP-1. 

Compostos IC50 (μM) Amastigotas 

intracelulares 

CC50 (μM) THP-1* Índice de 

seletividade** 

33 2,19 ± 0,25 1,05 ± 0,05 0,47 

34 1,03 ± 0,08 0,70 ± 0,03 0,67 

Miltefosina 2,40 ± 0,22 - - 

Doxorubicina - 1,80 ± 0,16 - 

Dados de replicatas ± DP (n = 2 replicatas) 
*THP-1 macrofágos de leucemia humano (células hospedeiras de L. infantum) 
**Índice de seletividade = CC50 THP-1/IC50 amastigotas intracelulares 

  

Meliponamicinas A e B são dois novos hexadepsipeptídeos cíclicos que possuem 

aminoácidos e a cadeia policetídica similares com os compostos aurantimicinas, 

polioxipeptinas, variapeptinas e dentigerumicinas (GRÄFE et al., 1995; NAKAGAWA et al., 

1990; OH et al., 2009; UMEZAWA et al., 1998). Entretanto, a sequência de aminoácidos das 

meliponamicinas é inédita na literatura e apresenta apenas uma unidade de ácido piperázico, 

diferentemente dos compostos já descritos. 

Baseado nas análises do sequenciamento dos genomas das actinobactérias que 

produzem os compostos citados acima e devido à similaridade das estruturas químicas, 

podemos inferir que as meliponamicinas são hídridos PKS-NRPS. São biossintetizados por 

complexos enzimáticos multimodulares denominados peptídeos não ribossomais sintetases 

(NRPS) e policetídeo sintases (PKSs) (DU et al., 2014; SHIN et al., 2018; WYCHE et al., 2017; 

ZHAO et al., 2016). 

Assim como as meliponamicinas, os compostos similares apresentam alta atividade 

biológica, como antibacterianos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e atividade 

antiproliferativa. Híbridos PKS-NRPS geralmente apresentam elevada atividade biológica e 

neste caso, esta atividade pode estar ainda relacionada a presença do ácido piperázico 

(MORGAN; ANDERSEN; RYAN, 2019; NIKOLOULI; MOSSIALOS, 2012; SHIN et al., 

2018; ZHAO et al., 2016). 

A dentigerumicina é biossintetizada por uma linhagem de Pseudonocardia sp. 

simbionte de formigas cortadeiras e apresenta atividade seletiva contra o fungo Escovopsis, 

patógeno específico do ninho de formigas da tribo Attine (OH et al., 2009). Dessa maneira, 

acredita-se que a elevada atividade biológica das meliponamicinas A e B contra o patógeno P. 

larvae esteja relacionada a uma relação simbiótica protetiva da actinobactéria Streptomyces sp. 

ICBG1318 com a colônia de abelhas M. scutellaris. 
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5. CONCLUSÕES  

 

A linhagem Streptomyces sp. ICBG328 produziu seis compostos análogos (22-27) com 

estruturas químicas complexas pertencentes a classe de compostos policetídicos conhecidos 

como cromomicinas, que foram identificados por técnicas espectroscópicas e espectrométricas. 

Segundo a literatura, esta classe de compostos apresenta alta atividade biológica, 

principalmente como agentes anti-tumorais (MENÉNDEZ et al., 2006). Os compostos foram 

testados frente a uma linhagem do fungo Escovopsis porém não apresentaram atividade, assim 

não foi possível encontrar uma possível relação ecológica entre Streptomyces sp. ICBG328 e 

formigas do gênero Acromyrmex. Outro fato importante é que as substâncias 23, 24 e 25 

apresentaram potente atividade leishmanicida. O composto 25 foi o mais ativo, mas apresentou 

citotoxicidade maior que o controle de doxorubicina. Apesar da baixa seletividade, a atividade 

apresentada pelos compostos pode contribuir para ampliar o conhecimento acerca de 

substâncias leishmanicidas.  

A actinobactéria Streptomyces sp. ICBG 197 produziu o composto 28, identificado 

como sendo o polieno macrolídeo nistatina. Tal composto apresentou atividade antifúngica 

contra duas linhagens de fungos Escovopsis, podendo estar relacionado com um possível papel 

protetor de Streptomyces sp. ICBG 197 nos ninhos de formigas Acromyrmex. O extrato bruto 

deste micro-organismo apresentou 99% de inibição contra o parasita L. donovani. Esta atividade 

pode ser decorrente da produção do composto 28, visto que já há estudos na literatura sobre a 

atividade leishmanicida da nistatina (GHOSH; CHATTERJEE, 1962; GHOSH; HALDAR; 

CHATTERJEE, 1960; TEWARY et al., 2006).  

A actinobactéria Streptomyces sp. ICBG171, que apresentou atividade frente a três 

linhagens do fungo Escovopsis e cujo extrato apresentou 94% de inibição dos parasitas L. 

donovani, produziu os compostos já conhecidos nigericina (29), elaiofilina (30), 11-O-

metilelaiofilina (31) e 11,11-O,O-dimetilelaiofilina (32). A nigerina apresenta atividade contra 

o fungo Escovopsis sp. e atividade leishmanicida, como demonstrado pelo nosso grupo de 

pesquisa (ORTEGA et al., 2019). Os compostos 30-32 são conhecidos pela alta atividade 

antiparasitária (PEÑA; SCARONE; SERRA, 2015), dessa maneira os compostos isolados de 

ICBG 171 são responsáveis pela atividade leishmanicida exercida pelo seu extrato bruto e 

também podem estar relacionados a uma atividade protetora dentro do ninho de formigas 

Acromyrmex sp. protegendo-as de ataques do fungo patogênico Escovopsis sp. 
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Da associação com abelhas sem ferrão Melipona scutellaris foi observada uma alta 

atividade antibacteriana contra o patógeno P. larvae exercida por Streptomyces sp. ICBG 1318. 

Seu extrato em acetato de etila também inibiu 99% de parasitas L. donovani. Visto seu potencial 

biológico, ICBG 1318 foi estudada quimicamente, o que levou ao isolamento de dois novos 

hexadepsipeptídeos cíclicos. Os compostos 33 e 34, nomeados respectivamente de 

meliponamicina A e meliponamicina B, tiveram suas estruturas determinadas e apresentaram 

alta atividade antibacteriana contra P. larvae sugerindo uma possível relação simbiótica entre 

ICBG 1318 e abelhas M. scutellaris. Os compostos 33 e 34 foram também ativos contra os 

patógenos humanos S. aureus e L. infantum. Infelizmente os compostos não apresentaram bons 

índices de seletividade contra o parasita, porém a descoberta destes compostos pode enriquecer 

conhecimentos biológicos acerca de L. infantum. 

Os resultados encontrados corroboram com a abordagem de estudar as interações 

simbiontes entre insetos e micro-organismos que são mediadas por compostos bioativos, 

conhecidos e inéditos, que podem contribuir com a identificação de novos protótipos para o 

tratamento de doenças microbianas em humanos, como bacterianas, fúngicas ou mesmo 

doenças parasitárias negligenciadas. Além disso, esse trabalho relata o isolamento e 

identificação das meliponamicinas, compostos bioativos inéditos na literatura, a partir de 

simbionte bacteriano de abelha sem ferrão. Os resultados demonstram que fontes naturais ainda 

pouco exploradas podem fornecer substâncias potencialmente ativas, colaborando com o 

desenvolvimento de novos hits e o entendimento das relações ecológicas. 
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APÊNDICE A - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 23. 
 

 

 
APÊNDICE B - Espectro de gHSQC (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 23. 
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APÊNDICE C - Espectro de gHMBC (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 23 

 

 

 
APÊNDICE D - Espectro de RMN de 13C (125 MHz, (CD3)2SO) do composto 23. 
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APÊNDICE E - Espectro de DEPT (125 MHz, (CD3)2SO) do composto 23 
 

 

 

 
APÊNDICE F - Espectro de TOCSY 1D (500 MHz, (CD3)2SO) composto 23 (irradiação em 

δH 3,77) 
 

 
APÊNDICE G - Espectro de TOCSY 1D (500 MHz, (CD3)2SO) composto 23 (irradiação em 

δH 5,42) 
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APÊNDICE H - Espectro de TOCSY 1D (500 MHz, (CD3)2SO) composto 23 (irradiação em 

δH 1,22). 
 

 

APÊNDICE I - Espectro de HR-ESI-MS do composto 23 [M-H]- 
 

 

APÊNDICE J - Espectro de HR-ESI-MS do composto 24 [M-H]- 
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APÊNDICE K - Espectro de HR-ESI-MS do composto 25 [M-H]- 
 
 

 

APÊNDICE L - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 24 
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APÊNDICE M - Espectro de gHMBC (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 24. 

 
 

 

 
APÊNDICE N - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 25 
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APÊNDICE O - Espectro de gHMBC (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 25 

 
 

 
APÊNDICE P - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 22 
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APÊNDICE Q - Espectro de gHMBC (500 MHz, (CD3)2SO) do composto 22 

 
 

 

 
APÊNDICE R - Espectro de HR-ESI-MS do composto 22 [M-H]- 
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APÊNDICE S - Espectro de HR-ESI-MS do composto 26 [M-H]- 
 
 

 

 
APÊNDICE T - Espectro de HR-ESI-MS do composto 27 [M-H]- 
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APÊNDICE U - Cromatograma da fração 75% MeOH do extrato em acetato de etila do cultivo 

em ISP-2 ágar de ICBG 328. Detecção ELSD. 
 

 
 

 
APÊNDICE V - Espectro de HR-ESI-MS do composto 28 [M-H]- 
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APÊNDICE W - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) do composto 28. 

 
 

 
APÊNDICE X - Espectro de gCOSY (500 MHz, CD3OD) do composto 28. 
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APÊNDICE Y - Espectro de gHSQC (500 MHz, CD3OD) do composto 28. 

 
 

 

 
APÊNDICE Z - Espectro de gHMBC (500 MHz, CD3OD) do composto 28. 
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APÊNDICE AA - Espectro de HR-ESI-MS do composto 29 [M+Na]+ 
 
 

 

 
APÊNDICE BB - Espectro de RMN de 1H (600 MHz, C6D6) do composto 29. 
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APÊNDICE CC - Espectro de gCOSY (600 MHz, C6D6) do composto 29. 
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APÊNDICE DD - Espectro de gHSQC (500 MHz, C6D6) do composto 29 
 

 

 
APÊNDICE EE - Espectro de gHMBC (500 MHz, C6D6) do composto 29 
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APÊNDICE FF - Espectro de RMN 13C (125 MHz, C6D6) do composto 29. 

 

 

 
APÊNDICE GG - Espectro de HR-ESI-MS do composto 30 [M+Na]+ 
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APÊNDICE HH - Espectro de HR-ESI-MS do composto 31 [M+Na]+ 

 

 

 
APÊNDICE II - Espectro de HR-ESI-MS do composto 32 [M+Na]+ 
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APÊNDICE JJ - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, (CD3OD) do composto 30 

 

 
APÊNDICE KK - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) do composto 31 
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APÊNDICE LL - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) do composto 32 
 

 

 

APÊNDICE MM - Espectro de HR-ESI-MS do composto 33 [M+Na]+ 
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APÊNDICE NN - Espectro de HR-ESI-MS do composto 34 [M+Na]+ 
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APÊNDICE OO - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) do composto 33 
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APÊNDICE PP - Espectro de gHSQC (500 MHz, CDCl3) do composto 33 
 

 

APÊNDICE QQ - Espectro de gHMBC (500 MHz, CDCl3) do composto 33 
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APÊNDICE RR - Espectro de gCOSY (500 MHz, CDCl3) do composto 33 

 

APÊNDICE SS - Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) do composto 34 
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APÊNDICE TT - Espectro de gHMBC (500 MHz, CDCl3) do composto 34 
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APÊNDICE UU - Espectro de gHSQC (500 MHz, CDCl3) do composto 34 
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APÊNDICE VV - Espectro de gCOSY (500 MHz, CDCl3) do composto 34 
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APÊNDICE WW - LC-MS dos derivados de L-FDLA (em preto) e L-, D-FDLA (em vermelho) da N-Me-alanina (m/z 398) para o composto 33. 

 

 
APÊNDICE XX - LC-MS dos derivados de L-FDLA (em laranja) e L-, D-FDLA (em azul) da N-Me-alanina (m/z 398) para o composto 34. 
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APÊNDICE YY - LC-MS dos derivados de L-FDLA do ácido piperázico (m/z 425) para o composto 33. 
 

 

 
APÊNDICE ZZ - LC-MS dos derivados de L-FDLA (em vermelho) e L-, D-FDLA (em azul) do ácido piperázico (m/z 425) para o composto 33. 
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APÊNDICE AAA - LC-MS dos derivados de L-FDLA do ácido piperázico (m/z 425) para o composto 34. 
 

 

 
APÊNDICE BBB - LC-MS dos derivados de L-FDLA (em azul) e L-, D-FDLA (em roxo) do ácido piperázico (m/z 425) para o composto 34. 
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APÊNDICE CCC - LC-MS dos derivados de L-FDLA do padrão de β-hidroxi-leucina (m/z 442). 
 

 

 

 
APÊNDICE DDD - LC-MS dos derivados de L-, D-FDLA do padrão de β-hidroxi-leucina (m/z 442). 
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APÊNDICE EEE - LC-MS dos derivados de L-FDLA de β-hidroxi-leucina (m/z 442) para o composto 33 (em azul) em comparação com os 

derivados L-, D-FDLA do padrão de β-hidroxi-leucina (m/z 442) (em vermelho). 
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Para interpretação do CIM: 

 

Linha A Composto 

Linha B Composto 

Linha C Composto 

Linha D Controle positivo 

Linha E Controle do meio 

Linha F Viabiliadade do micro-

organismo 

Linha G Controle negativo - DMSO 

Linha H Pureza triplicata 

 

 

APÊNDICE FFF - Concentração inibitória mínima do composto 33 frente a P. larvae 
 

 

APÊNDICE GGG - Concentração inibitória mínima do composto 34 frente a P. larvae 
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APÊNDICE HHH - Concentração inibitória mínima do composto 33 frente a S. aureus 

 
 

 

APÊNDICE III - Concentração inibitória mínima do composto 34 frente a S. aureus 
 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 


