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SUMMARY

Chromobacterium violaceum is a widely distributed microorganism. It is in soil,
water and in the Rio Negro (Amazon). This Gram negative rod shaped bacteria
produces the pigment violacein, which has shown trypanocide activity. Since violacein
is produced in small quantity, the inicial purpose of this study was to investigate
differents strains of bacteria from Rio Negro which may produce violacein in highest
yield. Sediment was collected from Rio Negro, inoculated in simple broth, 30°C /24 h
and striated in simple agar. Only three kinds of colonies - white, yellow, and red grew
(rod Gram negative bacteria). After two days the white strain changed to violet
indicating violacein production. Spectral analysis, UV/Vis (UV/Visible), IR (Infra
Red) and NMR (Nuclear Ressonance Magnetic), confirmed the presence of violacein.
In order to determine of C. violaceum characteristics and its non pigmented variants,
laboratories tests were undertaken. Gram’stainning, motility, morphological, growth
and biochemical studies indicated that the white, yellow and violet colonies were C.
violaceum. The red one was Serratia marcescens (Chromobacterium prodigiosum)
which produces the red pigment antibiotic prodigiosin. The spectral data (UV/Vis, IR
and NMR) reinforce this conclusion. The low number of microorganisms isolated in
the sample confirm the high antibiotic activity of the pigments produced by C.
violaceum (violacein) and Serratia marcescens (prodigiosin) in the Rio Negro water.
The chemotherapy of Chagas’disease remains an unsolved problem, and the search for
alternative drugs is in course. Current therapy of this disease is unsatisfactory and only
Nifurtimox is in general used, with several restricted applicability for chronic patients,
as well being deleterious effects. Thus, it is of fundamental importance to search for
new drugs with different mechanism of action of Nifurtimox in order to avoid these
problems. We have found a potential compounds for the treatment of Chagas’disease,
the pigments extracted from S. marcescens and C. violaceum, respectively prodigiosin
(IDso of less 100 pM) and violacein (IDs, of 46 pM). Evaluation IDs, through DNA
synthesis inhibition, soluble tetrazolium/formazan (MTT) and Neutral Red (NR) tests
on V-79 Chinese hamster (M-8) cells were carried out. Using MTT viability test, IDs,
was 6 uM for prodigiosin, 7 pM for violacein and 500 uM for Nifurtimox, and for NR
test the IDso was 1.0 uM, 12 uM and 250 puM for prodigiosin, violacein and
Nifurtimox, respectively. Prodigiosin resulted in a IDs, value of 20 uM, for violacein
of 5 uM and for Nifurtimox of 300 pM obtained through DNA synthesis inhibition.
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RESUMO

Chromobacterium violaceum é um microrganismo de larga distribuigdo podendo
ser encontrado no solo, agua e no Rio Negro (Amazdnia). Esta bactéria Gram negativa
produz um pigmento denominado violaceina, que apresenta alguma atividade
tripanocida. Como a violaceina ¢ produzida em pequena quantidade o propdsito inicial
desse estudo foi investigar cepas diferentes provenientes do Rio Negro que
produzissem a violaceina em um maior rendimento. Um sedimento coletado do Rio
Negro foi inoculado em caldo simples, 30°C/24 h e posteriormente inoculado através
de estrias em Aagar nutriente. Somente trés tipos de colonias - branca, amarela e
vermelha cresceram (todas bactérias Gram negativas). Ap6s dois dias de incubagdo a
colonia branca adquiriu tonalidade violeta indicando a produgdo de violaceina.
Analises espectrais, UV/Vis, IV (Infra Vermelho) ¢ RMN (Ressonincia Magnética
Nuclear), confirmaram a presenga da violaceina. Para determinar as caracteristicas de
C. violaceum e sua variante ndo pigmentada, testes laboratoriais foram realizados. A
coloragdo pelo Gram, motilidade e estudos bioquimicos e de crescimento indicaram
que as colonias branca/violeta e amarela eram C. violaceum. A col6nia vermelha era
Serratia marcescens (Chromobacterium prodigiosum) a qual produz o pigmento com
acdo antibiotica chamado prodigiosina. Os dados espectrais (UV/Vis, IV e RMN)
reforgam essa conclusdo. O pequeno nimero de bactérias isoladas na amostra confirma
a alta atividade antibidtica dos pigmentos produzidos pela C. violaceum (violaceina) e
S. marcescens (prodigiosina) na agua do Rio Negro. A quimioterapia da doenga de
Chagas permanece um problema sem solugio, e a pesquisa para drogas alternativas
esta em andamento. A terapia atual dessa doenga € insatisfatoria e somente o
Nifurtimox esta em uso, com diversas restrigdes na administragdo em pacientes
cronicos, devido aos seus efeitos colaterais. Desse modo ¢ de importancia fundamental
a pesquisa de novas drogas com mecanismos de agdo diferentes do Nifurtimox com o
objetivo de evitar esses problemas. A violaceina e a prodigiosina extraida da C.
violaceum e da S. marcescens, respectivamente apresentam atividade tripanocida, a
primeira possui um IDso.de 46 pM e a segunda, menos que 100 uM. A avaliagdo da
citotoxicidade foi realizada através da inibigdo da sintese de DNA, redugdo do MTT e
captagdo do Vermelho Neutro (VN), utilizada em células de hamster chinés V-79 (M-
8). No teste de viabilidade através da redugdo do MTT o IDs, foi de 6 pM para a
prodigiosina, 7 pM para a violaceina e 500 uM para o Nifurtimox, no teste do VN o
IDs, para a prodigiosina foi de 1,0 pM, 12 uM para a violaceina e 250 uM para o
Nifurtimox. A prodigiosina resultou em um valor de IDs, de 20 uM, o Nifurtimox de
300 pM e a violaceina de 5 pM obtidos através da inibigdo da sintese de DNA.



I.INTRODUCAO

1.1.Doencga de Chagas - Aspectos Gerais

A doenga de Chagas é uma patogenia crOnica resultante da parasitemia do
Trypanosoma cruzi no organismo humano. Uma das mais graves consequéncias € uma
lesdo cardiaca cuja expressdo maxima conduz a uma redugdo da capacidade fisica com
consequente diminuigdo do tempo de vida. A doenga € tipica de locais miseraveis com
casas de barro € sem saneamento basico, que favorecem a proliferagdo do vetor (Bryan
et alii, 1994).

A doenga de Chagas define-se como uma protozoose tecidual e hematica, de
natureza end€mica, apresentando como agente causal o hemoflagelado Trypanosoma
cruzi e possui ampla distribuigio na América Latina, apresentando 60 milhdes de
pessoas sob risco de infecgdo (Schirmer et alii, 1995). Essa doenga é um problema
médico-social grave que atinge grande parte do continente americano, principal e
especificamente a América do Sul, onde cerca de 20 milhSes de pessoas apresentam
sorologia positiva, sendo portanto a principal doenga parasitaria desta regido. No
Brasil seu nivel endémico € alto, onde existem cerca de 5 milhdes de chagasicos (Silva
et alii, 1993; Goldenberg, 1993).

Essa doenga atinge quase todo o territdrio brasileiro, exceto a Regido Amazonica
e a Mata Atlantica (Brener & Andrade, 1979). Embora seja uma enfermidade
tipicamente rural, observamos atualmente o fen6meno de urbanizagdo da doenga que é
resultante de migragdes internas € do progressivo aumento da transmissdo do 7. cruzi
por via transfusional (Dias & Brener, 1984; Rocha et alii, 1994).

O agente transmissor da doenga de Chagas é um inseto da ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e sub-familia Triatominae. As espécies mais importantes na
epidemiologia da doenga de Chagas sdo o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e o

Panstrongylus megistus (Brener & Andrade, 1979).

O homem torna-se infectado quando tripomastigotas infectantes presentes nas
fezes do barbeiro penetram no local da picada, em outras feridas ou em mucosas. Os
tripomastigotas sdo ingeridos por macréfagos, tornam-se amastigotas ¢ comegam a

proliferar por divisdo binaria nas células do sistema reticulo-endotelial. Uma lesdo



primaria (chagoma) frequentemente se desenvolve no local da picada. Os parasitas
proliferam  intracelularmente como amastigotas e entdo se transformam em
tripomastigotas invadindo a corrente sanguinea, conduzindo a infec¢fio a todas as

partes do organismo (Storino & Milei, 1986).

Formas amastigotas se multiplicam dentro de varios tipos de células nos 6rgdos e
tecidos do corpo causando febre e linfadenopatia. Tripomastigotas podem,
frequentemente, ser demonstrados no sangue periférico durante a fase febril da doenga,
apesar da parasitemia ser baixa. O sistema reticulo endotelial, os miisculos cardiaco,
esquelético e liso e as células nervosas sdo alvos preferenciais para a invasdo (Rey,
1991).

Viarias espécies de triatomineos sdo infectadas ao alimentarem-se de sangue de
animais parasitados, podendo, a partir disso, contaminar outros animais. No momento
em que o triatomineo abandonou o ambiente silvestre, domiciliando-se, 0 homem

passou a ser parte da cadeia epidemiologica.

Outros mecanismos de transmissdo da doenga sdo: a via congénita; através do
leite materno; contaminagdo por transplantes de 6rgdos; infecgdo pela via digestiva,
através de alimentos contaminados por fezes de triatomineos, sendo esta a provavel

explicagdo para alguns surtos descritos na literatura (Chagas, 1991).

O T. cruzi apresenta diversas variagdes morfologicas, fisiologicas e ecoldgicas,
além de diferentes padrdes de infectividade e patogenicidade, o que leva alguns
autores a definir esta espécie como “um complexo cruzi”. Inameras técnicas € novos
procedimentos tém sido utilizados para fazer a distingdo dos diferentes parasitas,
chegando-se atualmente a um total de sessenta linhagens ou cepas, descritas por
diferentes autores (Rey, 1991). Os principais critérios utilizados na caracterizag@o das
diferentes cepas do 7. cruzi sdo: a origem geografica, a viruléncia e a patogenicidade,
as espécies de hospedeiros, a sensibilidade do flagelado a quimioterapicos € outras
drogas, as formas clinicas e epidemiologicas da enfermidade, os zimodemas
(caracteristicas enzimaticas especificas do parasita evidenciadas por técnicas
eletroforéticas) e os esquizodemas, caracteristicas do DNA cromossdmico e
mitocondrial pesquisadas através do uso de sondas especiais de DNA (Goldenberg,
1993) .



Durante seu ciclo, o 7. cruzi pode apresentar quatro formas evolutivas
dependendo do hospedeiro onde se encontre. No hospedeiro vertebrado sdo observadas
as formas amastigotas (intracelulares) e tripomastigotas (sanguineas), enquanto nos
hospedeiros invertebrados e em meios de cultivo estdo presentes os epimastigotas, que

posteriormente passam a tripomastigotas metaciclicos (Neves, 1986).

A patogenia da doenga de Chagas produz uma séric de fenOmenos de
agressdo/defesa, resultando diversos tipos de lesdes acompanhadas de wvariadas
respostas imuno-inflamatérias e sintomas nos diferentes pacientes. Essas lesdes podem
ser provocadas pelo parasitismo em si (aglomerados de amastigotas lesando ou
rompendo a célula parasitada) ou pelos seus antigenos os quais induzem respostas
imunolégicas € inflamatoérias no hospedeiro. As respostas imuno-inflamatérias ocorrem
como uma reagdo do organismo aos antigenos presentes no foco parasitario. Estes
antigenos sdo restos das células parasitadas e de formas parasitarias (amastigotas ou

tripomastigota) degeneradas (Brener, 1994).

Muitas drogas com atividade anti-chagasica tém sido descritas, tais como
arsenobenzenos, 8-aminoquinoleinas, S-nitrofuranos, S-nitroimidazdis, S-nitrotiazoéis e
certos antibioticos (Duran & Haun, 1991; De Castro, 1993; Brener, 1975; Gutteridge,
1976). Entre estas, tem merecido destaque o derivado imidazodioxolanico,
Cetoconazol, por apresentar eficiéncia na Leishmaniose cutinea e na doenga de
Chagas in vivo e in vitro (Mc Cabe et alii, 1984). Entretanto, nenhuma destas drogas ¢

totalmente curativa e normalmente s3o bastante toxicas.

Entre os medicamentos usados com acompanhamento criterioso estdio o
Nifurtimox (fig. 0l.a) e o Benznidazol. Esses medicamentos s3o indicados
especialmente nos casos agudos que tenham ocorrido por transmissdo natural, por
transfusdo sanguinea ou acidental. De toda forma, o objetivo é eliminar precocemente
a infec¢do. Contudo, nos casos cronicos apesar da pouca eficiéncia e alta toxicidade
dos medicamentos, aconselha-se 0 seu emprego, principalmente em criangas (Dias,
1990).
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Fig. 01.a: ESTRUTURA DO NIFURTIMOX

A terapéutica da doenga de Chagas nfo € totalmente eficaz, sendo que o
Nifurtimox e o Benznidazol sdo parcialmente efetivos no tratamento na fase aguda da
doenga e ndo efetivos na fase cronica (Stoppani, 1983). Outros problemas enfrentados
no tratamento da doenga de Chagas referem-se as diferengas regionais de
susceptibilidade do 7. cruzi a droga. Assim, o Nifurtimox mostra-se eficiente em
chagasicos cronicos na Argentina, porém ¢ pouco eficaz em Minas Gerais, devido as

diferengas entre cepas (Storino & Milei, 1986).

O Nifurtimox age nas formas sanguineas teciduais, ¢ administrado por via oral,
sob a forma de comprimido na dose de 8 a 12 mg/Kg por dia, até 60 dias. Os efeitos
colaterais que aumentam com tratamentos mais prolongados sd3o: anorexia,
emagrecimento, parestesias, hiperexcitabilidade, neurotoxicidade e depressdo medular
(De Méo et alii, 1992).

Embora o Nifurtimox seja efetivo contra o 7. cruzi “ in vitro”, quando usado
clinicamente a droga exerce agdo supressora e ndo curativa (Mester et alii, 1991).
Através de xenodiagndsticos e métodos de imunoaglutinagdo para detectar o parasita
em pacientes tratados com a droga, verificou-se que esta droga reduzia a parasitemia a
niveis muito baixos, mas ndo eliminava o parasita completamente (Cangado et alii,
1976).

Dentre as drogas com atividade tripanocida destacam-se os nitroheterociclos
derivados do furano e imidazol, compostos de uso disseminado na pratica médica
como agentes antimicrobianos e antiparasitarios (Kedderis & Miwa, 1988). Acredita-se
que a ativagdo bioldgica de compostos nitroheterociclicos seja dependente do
metabolismo redutivo. Nesse processo ha enzimas que catalisam a transferéncia de
elétrons de redutores endogenos para o xenobidtico ativando-o (Docampo & Stoppani,
1979).



A seletividade tecidual dos efeitos da ativagdo biologica de compostos
nitroheterociclicos depende de varios fatores incluindo localizagdo celular, niveis de
enzimas antioxidantes e agentes amplificadores como o oxigénio, disponibilidade de
enzimas especificas para iniciar o processo redutivo e capacidade de reparo dos danos
mediados por nitrocompostos. Na toxicidade ocorre a formagdo de agentes alquilantes

e se estabelece um ciclo redox (Mac Lane et alii, 1983).

No caso do Nifurtimox, a a¢do tripanocida parece depender do ciclo redox
(Docampo et alii, 1981). A redugdo enzimatica da droga leva a formagdo de um
derivado radicalar que reage com o oxigénio gerando o ion superdxido e regenerando o
composto de partida. Desencadeia-se assim a formagdo do radical hidroxila, cuja
reatividade e inespecificidade seriam responsaveis pelo ataque intenso as estruturas

funcionais do parasita levando ao seu colapso (Docampo & Moreno, 1984).

A quimioterapia de doenga de Chagas é um campo de muito interesse com
poucas substincias atingindo testes clinicos. Um melhor entendimento das drogas
atualmente utilizadas e de novos compostos sintetisados ou biossintetisados ¢€
necessario a fim de se identificar o0 mecanismo de toxicidade seletiva para o parasita.
Desta forma outros agentes quimioterapicos mais eficazes e menos toxicos poderdo ser
obtidos (Stutz, 1987).

A constatagdo de que agentes anti-micoticos como a terbinafina (Nishikawa &
Naka, 1994) possuem atividade tripanocida e que microrganismos produzem uma larga
variedade de compostos com propriedades antibidticas e anti-fingicas conduziram a
utiliza¢do da biotecnologia na pesquisa da produgdo de compostos com atividade anti-
chagésica. Alguns produtos farmac€uticos como antibidticos, esterdides e alcaléides
geralmente, s3o metabélitos secundarios produzidos por bactérias, possuidores de
atividades bioldgicas diversas. A pesquisa de microrganismos produtores de
antibidticos que poderiam possuir atividade anti-chagasica apresenta-se, portanto,

como um campo vasto na pesquisa de possiveis drogas tripanocidas.



1.2.Microbiologia

Microrganismos de interesse industrial sdo aqueles que possuem propriedades
fisiologicas diwversas as quais possibilitam a produgdo de um ou mais produtos de
interesse especifico. Além dessa capacidade de produgfo, o microrganismo precisa
estar disponivel em uma cultura pura, ser geneticamente estavel e se possivel, crescer
em larga escala em cultura. Outras caracteristicas inerentes a0s microrganismos € que
sio importantes para a utilizagdo como fonte de biofarmacos sdo a biossintese do

composto em um periodo relativamente curto e a facilidade de extragdo deste.

As bactérias Chromobacterium violaceum e Serratia marcescens produzem
metabolitos secundarios com propriedades antibidticas que poderdo ser uteis na

pesquisa de novos anti-chagasicos.

1.2.1. Metabolismo Secundario

O metabolismo secundario comnsiste de processos que de alguma forma
beneficiam o organismo no qual ele ocorre (BU’Lock et alii, 1982). Este possui uma
atividade multifacetada que providencia vantagens diferenciadas ao microrganismo as
quais, genericamente, podem ser representadas como intrinsecas ou extrinsecas.
Fungdes intrinsecas afetam beneficamente a fisiologia do crescimento ou a reprodugdo
do microrganismo produtor; fungdes extrinsecas implicam na atividade de outros
organismos e t€m varias rotas na regulagdo da interagdo entre o produtor € seu meio
ambiente. A distingdo importante entre metabdlito primario e secundario reside na
fungdo, sendo que no primeiro caso sua fungio é indispensavel ao metabolismo normal
e esta universalmente distribuida. No segundo é dispensavel ao crescimento do

microrganismo produtor (Vining, 1992).

Parece evidente, devido a natureza complexa e especializada da rota biossintética
pelos quais os metabolitos secundarios sdo produzidos, existir grande possibilidade da
sua perda por mutagdo e, que ha dificuldades na manutengdo dessa sofisticada
capacidade biossintética. Para persistir, 0 processo precisa ser positivamente
selecionado e, somente através da selegdo, existira a possibilidade da persisténcia da
rota bioquimica para a biossintese do metabdlito integrada a fisiologia do

microrganismo (Campbell, 1984).



Um volume substancial de pesquisas tem estabelecido o modelo de controle
fisiolégico e, ao mesmo tempo, revelam a similaridade entre o controle do
metabolismo secundario e de outros processos em resposta as mudangas do meio
ambiente. A aplicagdo da genética molecular, e em particular dos procedimentos de
clonagem gé€nica esta possibilitando progressos rapidos na analise minuciosa desses
mecanismos de controle (Gross et alii,. 1989). Respostas a deplecdo especifica de
nutrientes, estresse causado por temperatura, mudanga osmotica ou substAncias
quimiosmoticas sdo mediadas por dois mecanismos principais de transdugdo de sinais.
Um deles envolve um sensor de membrana ativado por mensagem do meio ambiente,
enquanto que o segundo componente é uma proteina ligante de DNA que é ativada
nesta mudanga e afeta a fungdo de um promotor. Em alguns sistemas a dltima etapa
envolve a indugdo de genes alvos por causar a sintese de fatores especificos. Todo o
processo segue um alto grau de discriminagdo na transmissdo de sinais do meio
ambiente para os determinantes genéticos que codificam a atividade fisiologica do

microrganismo. (Vining, 1992).

A produgdo de um metaboélito secundario depende de um controle fisioldgico
geral que responde a fatores ambientais (Demain et alii, 1983; Vining, 1986). Devido a
isso, quando os microrganismos ‘“selvagens”sdo cultivados em meios artificiais
balanceados e ricos em nutrientes, eles ndo sintetizam os seus metabdlitos secundarios,
ou o fazem abaixo do seu potencial. Embora a glicose seja frequentemente utilizada
como fonte principal de energia e de carbono para o crescimento do microrganismo,
este carboidrato € pouco utilizado na obtengido de metaboélitos secundarios. A glicose e
outras fontes de carbono, tém sido consideradas como supressoras da biossintese de
varios metabolitos secundarios, que possuem atividade bactericida, tais como, a
neomicina,a bacitracina, asvcefalosporinas, a penicilina, a violaceina e a prodigiosina (
Drew & Demain, 1977).

Os processos formadores dos metabolitos secundarios contituem uma evolugio,
sendo que novos metabolitos sdo produzidos através de mutagSes que alteram a
especificidade de enzimas pré-existentes. Alguns destes, conferem uma vantagem
seletiva a0os seus microrganismos produtores (Loren & Guinea, 1978; Martin & Liras,
1981).



1.2.2.Chromobacterium violaceum

O género Chromobacterium € composto de bastonetes Gram negativos,
heterotroficos, os quais produzem o pigmento roxo insolivel em agua, denominado
violaceina (fig. 01.b). No Brasil, a C. violaceum é encontrada principalmente nas

aguas e no solo do Rio Negro, Amazdnia (Riveros et alii, 1988).
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Fig. 01.b: ESTRUTURA DA VIOLACEINA

A descrigdo do género, a seguir, estd baseada naquela feita por Sneath (1960,
1974) para C. violaceum. O género Chromobacterium consiste de bastonetes Gram
negativos, oxidase positiva, catalase positiva, méveis por meio de flagelos. A
Chromobacteria € anaerdbica facultativa e produz colOnias violetas em meio sélido ou
um anel violeta na superficie quando em meio liquido. A temperatura 6tima para o seu
crescimento esta entre 30 a 35 °C, a temperatura minima para crescimento esta entre
10 a 15 °C e a maxima 40°C, utiliza carboidratos, principalmente pela via
fermentativa. Cresce em meios comuns ¢ € resistente a benzilpenicilina (10 pg/mL) e a

agentes vibriostaticos.

C. violaceum é uma bactéria saprofita do solo e agua e, normalmente é
considerada como ndo patogénica para os homens, mas, ocasionalmente ela ¢ um
agente patogénico de extrema viruléncia para homens e animais (Petrillo, 1984). Esta
bactéria tem sido isolada de infec¢des sérias em homens e animais, sendo a agua e/ou
solo contaminado com este microrganismo os principais agentes causais. Uma revisio
sobre chromobacteriose foi feita por Sneath (1960), os sintomas podem variar

consideravelmente mas evoluem na maioria das vezes para septicemia, causando a



morte rapidamente. A doenga pode ser curada se tratada no estagio imicial usando

tetraciclinas.

As condigdes e os meios de cultivo utilizados podem influenciar fortemente o
isolamento da C. violaceum. Sneath (1960) concluiu que agar sangue € mais eficaz
para o isolamento de C. violaceum de infec¢des do que Aagar nutriente, que
normalmente apresenta peréxido o qual inibe o crescimento desta bactéria. A
Chromobacteria pode crescer facilmente na maioria dos meios comumente usados nos
laboratorios tais como agar nutriente ou GYCA (1% glicose, 0,5% extrato de levedura,
3% CaCO; e 2% agar em agua destilada), contudo, o O, é imprescindivel para a

producdo da violaceina.

Em seu habitat, a C. violaceum usualmente constitui componente minoritario da
microflora total, sendo encontrada mais frequentemente em regides tropicais e
subtropicais, do que em climas temperados. Para isolamento do solo e da agua os
meios de cultivo comuns ndo sio muito eficazes porque a Chromobacteria representa
somente uma pequena parcela da microflora presente. Outras bactérias podem inibir o
crescimento ou a produgdo da violaceina, que é um fator importante na selegdo deste
microrganismo (Moss & Ryall, 1978).

Corpe (1951) descreveu a seguinte técnica usando meio seletivo: “Amostras de
solo com agua destilada estéril eram colocadas em placas de Petri. Gridos de arroz pré-
cozidos eram espalhados sobre a superficie da amostra em teste e as placas incubadas a
23°C - 25°C durante 5 dias. Ao final do periodo de incubagdo alguns dos grdos de
arroz estavam parcialmente recobertos com pontuagdes violetas indicando a presenga
de Chromobacterium sp. O principio da seletividade do meio de e Enriquecimento ndo
¢ conhecido, contudo o uso de polissacarideos como principal fonte de energia pode
ser significativa mas foram infrutiferas as tentativas preliminares para identificar um

fator especifico que aumentasse a produgdo do pigmento no arroz (De Moss, 1967).

Quando a cepa de Chromobacterium é pigmentada é preciso diferencia-la de
outras cepas produtoras de violaceina pertencentes aos gé€neros Janthinobacterium ou
a Chromobacterium fluviatile. Chromobacterium difere de Alteromonas luteoviolacea
por sua habilidade em utilizar citrato, glicose, frutose ¢ manose (Gauthier, 1976,
1982).
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Cepas ndo pigmentadas de C. violaceum podem ser confundidas com membros
de Vibrio e Aeromonas. Contudo, C. violaceum difere de Aeromonas por possuir
flagelo, apresentar reagdo negativa para indol e vermelho de metila. Pode ser
distinguida de Vibrio por resultados negativos para a descarboxilagdo de ornitina e
lisina (Sivendra & Tan, 1977).

Lichstein & Van De Sand (1945) testaram as propriedades antibioticas da
violaceina em uma faixa de concentragdo de 1,0 a 300 pg/mL contra 51 cepas de
bactérias. O crescimento em 1 mL de triptose ou caldo triptose glicose, apds indculo
de cerca de 10° células do mesmo meio foi usado como critério para o efeito
antibidtico. Em geral, com a exceg¢do de duas cepas de Neisseria meningitidis, o
pigmento ndo teve efeito contra dez cepas Gram negativas testadas. De modo inverso,
o pigmento exibiu agdo notivel contra o restante das bactérias, com excegdoda

Clostridium welchii, todas Gram positivas.

Além da violaceina, C. violaceum produz outros antibiéticos: aerocianidin, que
possui um grupo isonitrila e € ativo contra bactérias Gram positivas (Parker et alii,
1988); aerocavin, que exibe atividade contra bactérias Gram positivas e negativas in
vitro (Singh et alii, 1988);, 3,6- dihidroxindobenzeno que inibe crescimento de

bactérias Gram negativas (Hamada ez alii, 1983).

Experimentos anteriores mostraram que a violaceina possui efeito tripanocida
quando se expdem o 7. cruzi ao pigmento nio purificado em uma concentragdo de 75
ug/mL (Duran et alii, 1994; Caldas et alii, 1978).
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1.2.3.Serratia marcescens

Serratia marcescens é uma bactéria em forma de bastonete, Gram negativa,
caracterizada pela habilidade em produzir um pigmento vermelho denominado
prodigiosina. Nos ultimos anos aumentou-se o interesse sobre esta bactéria pelo fato
desta ser um patogeno oportunista (Davis et alii, 1970). Contudo, entre os diferentes
biotipos de Serratia marcescens, somente os ndo cromogénicos constituem uma
ameaga real aos hospitais. As espécies cromogénicas normalmente sdo isoladas do

meio ambiente: agua, solo, plantas ou insetos.

OCH3
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Fig. 01.c: ESTRUTURA DA PRODIGIOSINA
A Serratia marcescens é uma bactéria pequena que se movimenta por meio de
flagelos. Fermenta manitol, sacarose e salicilina com a produgdo de é4cido e algumas

bolhas de gas. E indol negativo, geralmente dando resultado negativo para o Vermelho
de Metila e positivo para Voges-Proskauer (Grimont & Grimont, 1978).

As reagSes bioquimicas para S. marcescens sio a formagdo de é4cido a partir da
arabinose, lactose, sacarose e xilose, produz hemolise em agar sangue entre 24 a 48 h
de incubagdo. Nio ha formagdo de gas a partir do inositol, glicerol, celobiose ou amido
(Parker & Duexden, 1990).

As colénias de Serratia marcescens em agar sio usualmente indiferenciadas nos
dois primeiros dias, e depois desenvolvem uma pigmentagdo difusa. O pigmento s6 €
formado na presenga de O, e em uma temperatura de 30°C. A temperatura 6tima para a
formagdo do pigmento ndo é necessariamente a mesma que aquela para o crescimento,
assim, as cepas crescem melhor em temperatura proxima a 37°C mas produzem pouco
ou ndo produzem o pigmento (Williams et alii, 1971; Kobayashi, 1981). A habilidade
em produzir a prodigiosina normalmente diminui ou ha perda irreversivel apos

repetidos repiques.



























































































































































































































