SECRETARIA
DE
POS-GRADUACAO
I. B.

PATRICIA DA SILVA MELO

'PIGMENTOS OBTIDOS DE Chromobacterium violaceum e
Serratia marcescens, PROPRIEDADE TRIPANOCIDA DA
PRODIGIOSINA E ESTUDOS TOXICOLOGICOS

redacdo final

a

2
-

b<{!Q.-\Qrg A
Colliia

cort

Este exemplar

=

(=)

3

5 % Tese apresentada ao Instituto de Biologia

S © da Universidade Estadual de Campinas,
~ 3 para a obtengdo do titulo de Mestre em

= = Ciéncias, area Bioquimica.

. 2 14d

. % ‘ 3 N Orientadora

- \ Profa. Dra. Nora Marcela Haun Quirds

o :3 S [\a

G A R

JEE

© ° | M Campinas, 1996

UNICAMP
BIBLIOTECA CEMTRAL




- i
dPDJQm.:AQéQ.i.{?& 20-3

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

M491p

Melo, Patricia da Silva

Pigmentos obtidos de Chromobacterium violaceum
e Serratia marcescens, propriedade tripanocida da
prodigiosina e estudos toxicolégicos / Patricia da Silva
Melo. - - Campinas, SP : [s.n.], 1996.

Orientador: Nora Marcela Haun Quirés.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Chromobacterium violaceum. 2. Serratia
marcescens. 3. Tripanossomose. |. Haun Quirds,
Nora Marcela. Il. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. Ill. Titulo.




LOCAL E DATA: Campinas, 30 de Janeiro de 1996.

BANCA EXAMINADORA:

TITULARES:

Profa. Dra. Nora Marcela Haun Quirds (Orientadora) / /
Assinatur

Vi
Profa. Dra. Maria Lucia Furlan Wada it

Assinatura
Profa. Dra. Satie Hatsushika Ogo W

Assinatura
SUPLENTE:
Prof. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho

Assinatura

Aprovada



Aos meus pais, que me mostraram os caminhos da
vida. A Cristina pelo apoio e amizade constantes.

A vocés devo este trabalho.

A Carmen pela solidariedade e agraddvel

convivéncia.

Aos meus amigos.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Nora Marcela Haun pela orientagdo e confianga depositadas no

desenvolvimento deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Nelson Duran pela colaboragdo e incentivo no decorrer de todas

as etapas.
A Profa. Solange de Castro por realizar os testes de atividade tripanocida.

Aos membros da pré-banca Wanderley, Hernandes e Liicia, pelas corregdes e

valiosas sugestdes.

Aos funcionarios do Instituto de Quimica e do Departamento de Bioquimica,

que contribuiram além da assessoria técnica com a amizade.

As amigas Regina, Carmen, Angela e Rosi, pelo estimulo, sugestdes e
criticas, que colaboraram em etapas cruciais deste trabalho. Ao Mauro, pela ajuda

com o microcomputador.

Aos amigos, que contribuiram através da convivéncia agradavel,
compreensdo € incentivo nos momentos dificeis. Vocés foram essenciais ao

desenvolvimento do trabalho. Muito obrigada a todos.

A CAPES, PADCT e FAEP pelo apoio financeiro.



INDICE

RESUMO
SUMMARY
LINTRODUGAO e 1
1.1. Doenga de Chagas - ASpectos GeraiS. ... 1
1.2, MACTOBIOIOZIA oo 6
1.2.1. Metabolismo Secundario .. . ... —— 6
1.2.2. Chromobacterium VIOIQCeUM . ..o 8
1.2.3. SerratiQ MArCESCEMS | . ... 11
1.3. CRtOtoXiCIAAAE | . et 13
2. OBJETIVOS GERAIS | oo 18
3. MATERTAL EMETODOS oo 19
3.1 MECTOUIONOZIA ...t 19
3.1.1. Chromobacterium VIOlQCeUm . . . . ... 19

3.1.2. Técnicas Empregadas para Identificagdo das Bactérias do Sedimento

O RIO NEETO e eoeee s s s 2
3.1.3. SerratiQmarceSCeIS . .......o———————————————— 22

3.2. Atividade BiolOgica . . . — 2
3.2.1. Teste de HemOUSE . ... . 2
3.2.2. Atividade Tripanocida da Prodigiosina: Estudos invitro_... . 27
3.2.3. Ensaios Citotoxicos em Células de Mamiferos .. .. . . ... 27

B, RESULTADOS oot eeessess et 31

4.1. PRODUCAO, EXTRACAO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DA
VIOLACEIN A



4.3. PRODUCAO, EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO

DA PRO D IGIO SN A e 34
4.4. ATIVIDADE BIOLOGICA | .o 34
4.4.1. TESTEDEHEMOLISE e 35

4.4.2. ATIVIDADE TRIPANOCIDA | ..o 35

4.4.3. ENSAIOS CITOTOXICOS ..........ooooooeeeeses 35

5. DISCUSS A ] 53

6. CONCLUSOES et 60

T PE R S PE C T IY AS oo eeeee e 61

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 62




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.
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A formagdo do pigmento ¢ influenciada pela composigdo do meio, pH,
temperatura de incubagdo e suprimento de oxigénio (Heineman et alii, 1970), sendo
que a localizagfo intracelular e a fungdo da prodigiosina para a bactéria ndo estdo

totalmente claras (Williams et alii, 1980).

A prodigiosina ¢ solavel em alcool, éter, cloroférmio, acetona e benzeno, mas é
insoliivel em 4gua. A estrutura tripirrdlica foi confirmada por Hubbard e Rimington
(1950). A prodigiosina também € formada por outros microrganismos além da

Serratia, incluindo um actinomiceto (Nakamura et alii, 1986).

Existe uma interrelagdo que condiciona a produgio de prodigiosina em resposta a
concentragdo de glicose. O pigmento s6 € produzido na fase estacionaria, em meio em
que a fonte de carbono e energia se encontrem praticamente esgotadas. Considerando-
se 0 mesmo processo ocorrendo em meio s6lido com uma concentragdo alta de glicose
(20 g/L), a populagdo bacteriana entra na fase estacionaria e a produgdo da
prodigiosina € nula. Isto demonstra uma perfeita sincronizagdo entre a cinética de
produgio do pigmento em relagdo ao decréscimo da concentragdo da glicose (Loren &
Guinea, 1978).

A produgdo da prodigiosina quando a bactéria se encontra com a fonte de
carbono e energia esgotada manteria de certo modo o equilibrio de populagSes de
Serratia situadas em habitats naturais para esta bactéria. Nestas circunstincias, a
prodigiosina que ¢ um metabolito dotado de propriedades antifingicas e
antibacterianas, inibiria o crescimento de outras bactérias. Estabelecendo uma
similitude esta situagdo pode ser comparada a indugido da produgdo de esporos por

bactérias capacitadas para isso (Loren & Guinea, 1978).

A biossintese de metabdlitos normalmente € inibida pelo produto final € o fato de
que a prodigiosina ¢ insolivel na agua e acumula dentro da célula poderia inibir sua

formagao.
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1.3.Citotoxicidade

Além de verificar a atividade bioldgica de um composto, é de fundamental
importincia determinar a toxicidade deste, uma vez que deve se analisar o efeito
terapéutico versus a toxicidade. A demanda atual condiciona que novas drogas,
cosméticos, aditivos alimentares e outras matérias primas, passem através de testes de
toxicidade extensos antes de serem liberados para uso (Freshney, 1994). Isso,
usualmente, consome um grande nimero de experimentos com animais, 0S quais
acarretam alto custo financeiro além dos aspectos éticos questionados por entidades
protetoras de animais. Devido a esses fatores, existem pressdes, de ordem econdmica e

humana, para realizarem-se parte dos testes de toxicidade in vitro (citotoxicidade).

Uma aplicagdo crescente no uso de cultura de células é testar e investigar o modo
de agdo de varios produtos que podem ter usos diversos tais como drogas, detergentes,
cosméticos, inseticidas e preservantes. Contudo, os resultados obtidos usando cultura
de células ndo podem ser extrapolados diretamente para a situagdo do organismo como
um todo. Entretanto, espera-se que, se algum produto produz efeitos deletérios in vitro
em diferentes linhagens celulares, algum efeito deve ser previsivel quando o produto
for utilizado no animal. Apesar das limitagdes da cultura de células, os resultados dos

testes sdo muito reprodutiveis ( Freshney, 1978).

Analisando a disciplina de toxicologia, duas areas basicas podem se distinguir:
toxicologia descritiva e a toxicologia mecanistica. A toxicologia descritiva possui
interesse na sintomatologia dos efeitos colaterais de produtos quimicos no organismo
e, em estabelecer a dose na qual isso ocorre. Geralmente os testes em animais de
laboratdrio sdo realizados para se investigar esses fatores, seguindo os protocolos
padronizados. A toxicologia mecanistica tem como objetivo analisar os mecanismos

que acompanham os varios tipos de efeitos colaterais (Schou, 1990).

Utilizando uma toxicologia celular comparativa é possivel detectar a poténcia
toxica de varios compostos. Essa € a base para a caracterizagdo da toxicidade in vitro e
para a identificagdo dos tipos e/ou fungdes celulares mais vulneraveis. Contudo,
quando resultados quantitativos de diferentes testes in vitro sio comparados, outros
aspectos de citotoxicidade comparativa tém que ser considerados, principalmente a

influéncia das condigdes de exposi¢do. Os resultados de um teste em cultura de células



14

ndo dependem somente das propriedades do tipo celular usado, mas das condig¢des
experimentais tais como tempo de exposigdo, composigdo do meio, relagdo entre o
volume celular e a quantidade de meio. Enquanto alguns desses fatores podem ser
mantidos constantes é necessario variar outros devido a diferengas bioquimicas e

fisiologicas das células usadas.

Torna-se evidente que um experimento de citotoxicidade apropriado permite uma
interpretagdo limitada em relagdo ao mecanismo de toxicidade do composto testado
porém, isso serve como uma base para a avaliagdo das caracteristicas toxicologicas de
novos quimicos, tanto quanto habilita decidir sobre quais experimentos in vivo deverdo
ser realizados e quais sdo os 6rgdos ou organelas mais afetados (Stark et alii, 1986).
Esses experimentos complementares dependem da natureza do composto e qual a

utilizagdo almejada para este.

Procedimentos comparativos baseados no conhecimento da performance dos
estudos in vitro sdo fundamentais para a selegdo racional de baterias de testes com a
intengdo de reduzir ou substituir 0 uso de animais em avaliagdes de risco. Neste caso, a
relevincia dos ensaios in vitro tem que ser avaliada através de comparagdes
apropriadas com os dados in vivo, sendo que essas comparagdes devem considerar as
diferengas entre fatores toxicocinéticos operando nos dois sistemas (Seibert et alii,
1994).

Toxicidade é um evento complexo in vivo, onde suas expressdes podem ser
manifestas em um espectro largo de efeitos, desde simples morte celular até aberragdes
metabdlicas complexas como neuro €/ou nefrotoxicidade, onde necessariamente n3o ha
morte celular, somente alteragdes funcionais. Devido a essas consideragdes, os ensaios
de citotoxicidade in vitro devem procurar abranger diversos pardmetros que avaliem
alvos diferentes, conseguindo grande reprodutibilidade. Um problema que precisa ser
sanado é a obtengdo de uma maior correlagdo entre os ensaios in vitro e in vivo
(Roguet et alii, 1993).

Testes de citotoxicidade avaliam a capacidade de uma substincia matar células,
sendo que alguns desses ensaios sdo desenvolvidos com propositos diferentes , tais
como na selegdo de drogas com atividade anti-cancerosa, outros sio métodos com usos

gerais. O numero de métodos disponiveis para distinguir células mortas das células
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vivas tem aumentado rapidamente nos ultimos anos. O fator limitante nos testes de

citotoxicidade € o numero de tipos celulares que podem ser cultivados in vitro.

A cultura de células pode ser usada para a avaliagdo basal da citotoxicidade e da
toxicidade em oOrgdos alvos (Ekwall & Ekwall, 1988; Balls & Fentem, 1992). A
maioria dos compostos quimicos exercem os seus efeitos toxicos através da
modificagio do metabolismo celular e/ou por danos nas estruturas celulares, por isso,
um fator importante na citotoxicidade de quimicos ¢ a relagdo entre o tipo celular
estudado e o 6rgdo alvo in vivo. Outro fator importante em citotoxicidade é adequar as
células para biotransformar xenobidticos em metabdlitos mais ou menos toxicos,
processo conhecido como metabolizagdo da droga. Drogas e outros quimicos sdo
metabolisados por varias rotas, as quais sdo classificadas em dois grupos: reagdo da
fase I, principalmente catalisada pelo citocromo P450 e as reagdes da fase II de
conjugacdo. As atividades das fases I e II t€ém sido demonstradas em cultura de
hepatdcitos, providenciando um modelo para avaliar a citotoxicidade através do

metabolismo (Roguet ef alii, 1993).

Alguns testes, como por exemplo a analise do conteido de 4cido
desoxirribonucleico (DNA), o conteudo de proteina, a incorporagdo do corante
Vermelho Neutro, a exclusio do Azul de Tripan e a redugdo do MTT [brometo de (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium], tém adquirido atengdo consideravel no
contexto de citotoxicidade Em todos os testes as células sdo cultivadas em placas de
plastico com varias concentragdes da substancia adicionadas ao meio de cultura. Apos
um periodo de exposi¢do a substincia-teste ¢ retirada do meio e procedimentos de

analise sdo desenvolvidos (Goldberg & Frazier, 1989).

O Vermelho Neutro e o MTT fornecem informagdes sobre as fungdes
metabolicas celulares. O Vermelho Neutro ¢ uma medida da integridade lisossomal € o
MTT assegura o correto funcionamento do sistema enzimatico mitocondrial (Renzi e?

alii, 1993).

A exclusdo do Azul de Tripan junto com observagdes morfologicas permite
avaliar a integridade estrutural da célula. Esse ensaio mede a habilidade das células

vivas que possuem a membrana celular intacta em excluir o corante, permitindo a
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quantificagio do numero de células vivas apds a tripsinizagdo ou o tratamento
(Loveland ez alii, 1992).

Um procedimento largamente utilizado para avaliar a citotoxicidade € o ensaio
com Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de fenanzina)
(Borefreund & Puerner,1984). Este teste tem sido usado para estudar a citotoxicidade
de compostos quimicos, farmacos, surfactantes, aditivos alimentares, pesticidas,
solventes misturas complexas ¢ uma variedade de agentes quimicos (Babich &
Borefreund, 1990). Células de varios 6rgdos e espécies de mamiferos e peixes t€m sido
usadas como alvos (Babich & Borefreund, 1991). O ensaio é baseado na habilidade de
células viaveis incorporarem € ligarem o Vermelho Neutro, um corante vital,
ligeiramente catidnico, que consegue penetrar na membrana celular por difusdo passiva
nAo-i6nica € concentra nos lisossomas, onde se fixa através de ligagGes eletrostaticas a
grupos anidonicos inclusive fosfatos hidrofobicos da matriz lisossomal (Repetto &
Sanz, 1993).

Os resultados, utilizando o ensaio com Vermelho Neutro, sio dependentes de
dois fatores principais, primeiro, os resultados sdo dependentes do niimero de células
viaveis na cultura, onde ha uma relagdo linear entre 0 Vermelho Neutro extraido da
cultura e o namero de células viaveis nesta cultura (Parish & Mullbacher, 1983), o que
implica que alteragdes toxicas na proliferagdo celular podem modificar
significativamente os resultados. Em segundo lugar, os resultados dependem da
viabilidade lisossomal das células ou fungdo destas. O termo viabilidade celular de
uma cultura representa a porcentagem de células que expressam certas caracteristicas
inatas as células vivas, por exemplo, a exclusdo de um corante como o Azul de Tripan.
A incorporagdo do Vermelho Neutro por células viaveis pode ser modificada por
alteragGes na superficie celular ou na membrana lisossomal. Dessa maneira, é possivel
distinguir células viaveis das injuriadas ou mortas, de acordo com sua capacidade

lisossomal em incorporar o corante (Triglia et alii, 1991).

Teoricamente é possivel que o tratamento com as drogas possa causar um
aumento do numero de células ou que o tamanho e/ou o numero de lisossomas pode
ser aumentado sem um aumento concomitante do nimero de células. Esses efeitos

quando ocorrem ndo sdo tdo 6bvios quanto no caso do sulfato de cloroquina, uma



17

droga anti-malarica que aumenta o pH dentro dos lisossomas e por isso € usada

comumente em estudos de inibigdo da fungfo lisossomal (Riddel et alii, 1986).

O ensaio de incorporagdo do Vermelho Neutro estd descrito como sendo o mais
sensivel quando comparado a outros trés parametros ndo-especificos que sdo: a
liberagdo e quantificagdo da lactato desidrogenase extracelular (LDH), o contetido de
proteina celular total e a habilidade de redugdo do MTT (Fautrel et alii, 1991).

O MTT € um composto util para a determinagio espectrofotométrica de células
viaveis. A metodologia foi descrita originalmente por Mosmann (1983). Células que
mantém a integridade mitocondrial reduzem o MTT amarelo para o seu produto azul

(formazan), com absorbancia em 540 nm (Denizot & Lang, 1986).

A conversdo para o formazan ¢ uma medida quantitativa confiavel do nimero de
células vivas para um vasto nimero de linhagens celulares sendo um ensaio simples,
reprodutivel e semi-automatico para quantificar o nimero de células, evitando-se o uso
de isétopos radioativos, reagentes e equipamentos caros € 0 tempo gasto na realizagdo

dos protocolos experimentais (Loveland et alii, 1992).
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2.O0BJETIVOS GERAIS

O objetivo inicial do trabalho foi testar a Violaceina em cultura de células V-79
utilizando ensaios de citotoxicidade descritos recentemente. Para isso foi preciso
cultivar a Chromobacterium violaceum, induzir a biossintese do pigmento, extraindo e
purificando-o repetidamente. No transcorrer do trabalho, visando obter a violaceina em
maior rendimento, procuramos encontrar uma cepa de C. violaceum através de um
sedimento arenoso oriundo do Rio Negro (habitat natural da bactéria), que produzisse
o composto em maior quantidade e, avaliar a produgdo da violaceina. Uma das
bactérias identificadas foi a Serratia marcescens, produtora do pigmento vermelho
denominado prodigiosina, o qual foi extraido, purificado e caracterizado por medidas
espectroscopicas. Houve interesse em investigar a atividade tripanocida da
prodigiosina e avaliar a sua citotoxicidade, realizando estudos comparativos com a
violaceina e o Nifurtimox. A primeira possui alguma atividade tripanocida e o
segundo, farmaco utilizado criteriosamente no tratamento de chagasicos, surgindo
assim uma nova perspectiva do trabalho inicialmente proposto apenas para a

violaceina.

De acordo com o descrito acima os objetivos gerais foram:

a) Cultivar C. violaceum, obter e purificar a violaceina;

b) Identificar as bactérias presentes no sedimento do Rio Negro;

c¢) Cultivar S. marcescens, produzir, purificar e caracterizar o pigmento produzido
(prodigiosina);

d) Testar a atividade tripanocida da prodigiosina;

e) Avaliar comparativamente a citotoxicidade do Nifurtimox e dos pigmentos

prodigiosina e violaceina,

f) Padronizar o uso do MTT e do Vermelho Neutro para a avaliagdo de

citotoxicidade no laboratorio.
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3.MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados na preparagdo dos meios de cultura, na extragdo e

purificagdo dos pigmentos foram de grau analitico.

3.1.Microbiologia

3.1.1.Chromobacterium violaceum

A cepa de C. violaceum foi obtida originalmente do laboratério de Fotobiologia
Molecular do Instituto de Biofisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ.
A bactéria C. violaceum responsavel pela produgdo de violaceina foi mantida e

repicada mensalmente em tubos contendo agar nutriente (apéndice I) e armazenada a

4°C.

3.1. 1. 1.Cultivo de C. violaceum para Produgdo da Violaceina
Para obten¢do de uma quantidade apropriada de massa celular uma algada de
bactérias do tubo de manutengdo foi transferida para 50 mL de caldo nutriente (anexo
I), incubada sob agitagdo (150 rpm) a 30°C durante 24 h. Nesse meio glicosado a

bactéria apresenta bom crescimento, sem produgio da violaceina.

Um mL do in6culo descrito acima foi transferido para os Erlenmeyers contendo
meio de arroz cozido e estéril (anexo I), cultivado em estufa a 30°C até o aparecimento
do pigmento (48 a 72 h). Esse procedimento foi utilizado na maioria das vezes, tendo
sido o meio de arroz substituido por agar manitol ou agar batata (anexo I) quando a

bactéria deixava de produzir ou reduzia a quantidade de violaceina nesse meio.

3.1. 1. 2. Extragdo da Violaceina

Aos Erlenmeyers (cerca de 40 por vez) contendo a violaceina produzida em cerca
de 400 g de meio de arroz foram adicionados 10 mL de acetona para extragdo do
pigmento. Realizava-se uma filtragdo simples para retirar impurezas maiores (como
pedagos de grdos de arroz, por exemplo). Em um funil de separagdo contendo o
filtrado (400 mL de extrato acetonico) adicionava-se volumes de 100 mL de acetato de

etila ¢ uma solugdo saturada de NaCl. Apos cerca de cinco lavagens com essa solugdo



aquosa de acetato de etila e NaCl, conseguia-se separar e descartar algumas impurezas
e agua, ficando a violaceina solubilizada na fase organica. A solugdo acetdnica
contendo o pigmento foi vertida sobre 20 g de MgSO, seco (secante) e a seguir foi
filtrada novamente. Esse filtrado foi colocado em um baldo no rotavapor, para eliminar

o solvente, obtendo 1500 mg de extrato bruto de violaceina.

3.1. 1. 3. Purificagdo da Violaceina
A pré-purificagio foi realizada em um extrator tipo Soxhlet de 500 mL de

capacidade, onde foi colocado o extrato cru de violaceina (1500 mg) dentro de um
envoltorio de papel de filtro. Os solventes para extragdo foram usados em ordem de
polaridade crescente e em volumes de 500 mL. A primeira extragdo foi realizada com
cloroférmio, durante uma hora, onde se retinham impurezas tais como restos de
membranas de bactérias, ja que lipideos sdo soluveis nesse solvente. Na segunda parte
da extragdo utilizava-se éter etilico também por uma hora, retirando-se a deoxi-
violaceina que possui alta solubilidade nesse solvente. Na terceira e ultima etapa
utilizava-se a acetona durante aproximadamente cinco horas até que toda a violaceina
estivesse extraida, ou seja, até que a acetona permanecesse incolor apos passar pelo
cartucho contendo o extrato cru de violaceina. Em seguida, evaporava-se o solvente,
precipitava-se a violaceina com éter etilico, centrifugava-se a 5000 rpm durante 10
minutos, descartando o sobrenadante, obtendo-se assim a violaceina parcialmente
purificada (Antonio, 1994).

A purificagdo final foi realizada por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Pressio), usando como eluente a mistura metanol/agua (3:1). A fragdo contendo
violaceina foi concentrada em um rotavapor com eliminagdo parcial do metanol

aumentando assim a propor¢do de dgua para cristalizagdo final.

As etapas para a obteng#o da violaceina estdo sumarizadas no esquema I.



Inéculo em meio de arroz

Incubagio a30°C/48h
Extragdo ¢/ acetona e filtragdo

Solugdo Acetdnica

* Lavagens ¢/ Sol. Acetato de etila e NaCl

Secagem em Sulfato de Magnésio

Extrato Cloroférmico
(descarte)

* Evaporagdo

Extrato Bruto de Violaceina

v

Extragdo no Soxhlet

‘/1) CHCI, ‘a) Eter

Deoxi-Violaceina

\ 3) Acetona

Violaceina

Y

Violaceina
semi-purificada

v

HPLC

v

Violaceina purificada

Esquema I: OBTENCAO DA VIOLACEINA
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3.1. 1. #.Identifica¢do da Violaceina

A identificagio do pigmento foi feita por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear de préton (H' RMN), infravermelho (IV) e ultra-violeta (UV).

Os espectros de absorgdo (UV/Vis) foram registrados em um espectrofotdmetro
modelo Beckman DU-70. Os espectros de infra-vermelho (IV)obtidos em
espectrofotdmetro Perkin-Elmer modelo 180 em pastilhas de KBr e as frequéncias de
absorgdo expressas em cm™. Os espectros de ressonincia magnética nuclear de préton
(RMN H') foram registrados em um aparelho Varian-Gemini (300 Mhz) utilizando
como solvente dimetilsulféxido (DMSQO) e tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm, a multiplicidade

indicada como singlete (s), dubleto (d), tripleto (t), quarteto e multipleto (m).

Os espectros de infra-vermelho e de ressondncia magnética protonica, foram
analisados com base na literatura (Laatsch & Thomson, 1984; Hoshino & Kondo,
1987, Riveros et alii, 1988).

3.1.2. Técnicas Empregadas para Identificagio das Bactérias do
Sedimento do Rio Negro

Ap6s a obtengdo dos microrganismos em cultura pura, estes foram identificados

de acordo com Cowan (1974). A metodologia utilizada esta descrita no anexo II.

3.1.3.Serratia marcescens

A cepa de S. marcescens foi isolada a partir de uma amostra proveniente do Rio
Negro, AmazOmnia, Brasil. A bactéria S. marcescens responsavel pela produgio de

prodigiosina foi mantida e repicada mensalmente em tubos contendo agar nutriente e

armazenada a 4°C.

3.1.3. 1. Cultivo de_S. marcescens para Produgdo da Prodigiosina

O cultivo de Serratia marcescens para obtengdo de massa celular foi realizada de

maneira similar a C. violaceum . Uma algada do tubo de manutengdo foi transferida

para 50 mL. de caldo nutriente (anexo I), incubado sob agitagdo a 150 rpm a 30°C
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durante 24 h. Nesse meio glicosado a bactéria possui um bom crescimento sem a

produgdo do pigmento.
Um mL do indéculo descrito acima foi transferido para placas de Petri contendo

agar manitol (anexo I), incubado a 30°C até o aparecimento do pigmento (48-72 h).

3.1.3.2.Extragdo da Prodigiosina
e Extracio Alcalina:

As bactérias foram lavadas do meio com uma solugio alcalina de NaOH (10%) e
NaCl (0,9%). Apos 2 h etanol e éter de petroleo foram adicionados em quantidades
equivalentes ao volume da solugdo. A mistura foi agitada vigorosamente em um funil
de separagdo e a camada inferior foi desprezada. A solugdo orgdnica foi extraida
repetidamente com éter de petrdleo até que todo o pigmento tivesse sido removido.
Tentou-se evaporar o extrato etéreo para posterior purificagdo, mas durante todo o
procedimento de extragdo no funil de separagio havia a formagio de uma emulsdo que
impossibilitou a evaporagdo total do éter de petréleo. Para eliminar a solugdo etérea
residual houve a necessidade de liofilizar a mistura contendo a prodigiosina para

posterior purificagdo por coluna cromatografica (Wasserman et alii, 1966).
e Extracgio Acida

A cultura foi lavada do agar com acetona contendo 10% (v/v) de acido acético
glacial (2%) e foi repetidamente extraida, seguida por posterior centrifugagd@o. O
extrato acetonico foi diluido com um volume de agua destilada e alcalinizado através
da adigdo de NaOH 10% até que a cor mudasse do vermelho para alaranjado, entdo foi
extraido com varias porgdes de éter de petroleo. Quando ndo houve mais pigmento
para ser extraido a solugdo acetonica foi descartada e o extrato etéreo foi evaporado ao
maximo. O extrato etéreo residual contendo a prodigiosina foi liofilizado (Hubbard &
Rimington, 1949).

e Purificacio:

O extrato cru de prodigiosina das extra¢des acida e alcalina foram dissolvidos em
metanol e mantidos neste durante 12 h. Apds evaporar o solvente, foi feita a

purificagdo do pigmento em coluna contendo alumina.
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e Extracio Metandlica:

O procedimento escolhido para extrair e purificar a prodigiosina foi realizar uma
raspagem com espatula sobre as superficies das placas de Petri, retirando-se a massa
bacteriana contendo o pigmento. Essa massa bacteriana contendo prodigiosina foi
colocada para extrair no Soxhlet. Foram utilizados em volumes de 500 mL, os
solventes, cloroférmio durante 1 hora e, metanol até total extragdo do pigmento (cerca
de 3 h) O metanol foi evaporado e o extrato bruto (1 g) da prodigiosina passou para a

fase final de purificagdo.

3.1. 3. 3. Purificag¢do da Prodigiosina

O extrato bruto (1 g) de prodigiosina foi purificado em coluna cromatografica
(1,5 x 50 cm) usando alumina como adsorvente. O pigmento foi dissolvido em cerca
de 1 mL de cloroférmio, aplicado na coluna, onde ficou adsorvido no topo. A eluigio
foi realizada com volumes de 100 mL dos seguintes solventes, aumentando-se
gradualmente a polaridade: hexano, hexano-benzeno, benzeno, benzeno-éter, éter. As
fragdes que continham coloragdo vermelha-alaranjada foram combinadas e evaporadas.
O material coletado foi cristalizado em éter de petroleo. O controle das fragdes
coletadas durante a eluigédo foi feita por cromatografia em camada delgada (Morgan &
Tanner, 1955).

As etapas para a obtengdo da prodigiosina estdo resumidas no esquema II.
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Indculo em 4gar manitol

= Incubagio 30°C/48 h

Raspagem com espatula

Extragdo no Soxhlet

N

Cloroférmio/l h Metanol
(descarte)
Evaporac;ﬁo
Prodigiosina

Cromatografia em
Coluna (alumina)

Prodigiosina Purificada

ESQUEMA II : OBTENCAO DA PRODIGIOSINA
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3.1. 3. 4. Identifica¢do da Prodigiosina

Foram realizados espectros de varredura em UV/Vis, anélises em IV e RMN, da
mesma maneira que foram realizados para a violaceina, sendo que para 0 RMN a
prodigiosina foi dissolvida em cloroférmio deuterado usando TMS como referéncia

interna.

O espectro de massa foi obtido em espectrofotdmetro MAT 311A a um potencial
de ionizagdo de 70 ev. As intensidades relativas dos fragmentos descritas em
porcentagem da razdo entre unidade de massa e carga (m/z). Os espectros foram
analisados de acordo com Boger & Patel (1988).

3.2.Atividade Biologica

3.2.1. Teste de Hemélise
e Preparo das Hemaicias:

Foram retirados aproximadamente 20 mL de sangue de doador sadio em tubo
previamente heparinizado. O sangue foi mantido & temperatura ambiente por uma hora
e em seguida colocado em tubos conicos em banho de gelo. O sangue foi fracionado
em alguns tubos (aproximadamente 2,5 ml em cada tubo), o volume foi completado
para 8 mL com salina tamponada gelada para lavagem das hemacias. Os tubos foram
levemente agitados e centrifugados a 2000 rpm, 5 minutos, 5°C. O sobrenadante foi
entdo descartado e o procedimento repetido duas vezes para uma lavagem eficiente das
hemacias. Na ultima lavagem juntou-se a papa de hemacias de todas as preparagdes em

um tubo unico.

e Procedimento

Todo o procedimento foi feito em banho de gelo. Foram colocados 100 pL de
hemécias em tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solugdo da
violaceina (0,045 mM a 1 mM) a ser testada nas hemécias, também foram preparados
simultaneamente os tubos controles do branco e de 100% de hemélise. Os controles
0% de hemoélise e 100% de hemoélise foram obtidos adicionando 100 pL de salina
tamponada e 100 pL de agua destilada, respectivamente. Os tubos foram incubados a

37°C, 30 minutos, apds este tempo colocados em banho de gelo e o volume foi



27

completado para 2,5 ml com salina tamponada. As amostras foram agitadas levemente
e centrifugadas a 2000 rpm durante 15 minutos, o sobrenadante foi retirado e a leitura

de absorbancia feita em 576 nm (pico correspondente & hemoglobina).

3.2.2. Atividade Tripanocida da Prodigiosina: Estudos in vitro

A avaliagdo da atividade tripanocida foi feita em colaboragio com a Profa.
Solange Lisboa de Castro da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
Manguinhos, RIJ.

As formas tripomastigotas de 7. cruzi, cepa Y (Silva & Nussenszweeg, 1953)
foram obtidas de camudongos com pico de parasitemia (7 e 22 dias apds inoculagio,

respectivamente).

Os tripomastigotas foram incubados, na presenga ou auséncia das drogas em
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB), de 2 a 72 h a 37°C, e entdo examinados ao microscépio, ou
contados em camara de Neubauer para avaliagdo de sobrevivéncia e mobilidade (De
Castro et alii 1987).

3.2.3. Ensaios Citotoxicos em Células de Mamiferos
e Manutengdo da Cultura

As células utilizadas nos experimentos foram do tipo fibroblastico, da linhagem
estabelecida em cultura V-79, oriunda de pulméo de hamster chinés, cedidas pelo Prof.
Rogério Meneghini, Instituto de Quimica, USP, SP. Os fibroblastos foram mantidos
em cultura continua, através de repiques periddicos quando atingiam a densidade de
confluéncia. As células foram descoladas usando solugdo de ATV (Associagdo
Tripsina Versene - tripsina a 0, 1% e versene a 0,016 %). O niimero de células viaveis
para os cultivos e plaqueamentos foi determinado homogenizando-se uma aliquota
dessa suspensdo celular com uma quantidade equivalente de solugdo de Azul de Tripan
a 0,1% contando as células em camara de Neubauer, excluindo as células que
incorporaram o corante. O cultivo foi realizado em meio DMEM, contendo 100 U/mL
de penicilina € 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina, suplementado com 10% de
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soro fetal bovino (SFB). A incubagdo foi feita em estufa a 37°C sob atmosfera umida
e contendo 5% de CO,.

Os compostos utilizados neste estudo - violaceina, prodigiosina e Nifurtimox
foram dissolvidos em etanol absoluto e diluidos inicialmente em tampdo salina fosfato
(PBS) e depois em DMEM antes de suas utilizagGes nos tratamentos. A porcentagem
de etanol utilizada ndo excedeu 0,1% nos diferentes experimentos, sendo que para esta
concentragdo de etanol foi constatada auséncia de toxicidade em células V-79,
confirmando os dados da literatura (Borefreund & Puerner, 1984). Os experimentos

foram realizados em triplicatas.

3.2.3. 1. Anadlise do Crescimento Celular

O plaqueamento foi realizado inoculando-se 3 x 10* células/mL em cada pogo da
placa (24 pocinhos) e incubando a 37°C por 48 h. Posteriormente as células foram
tratadas durante 24 h com diferentes concentragdes de Nifurtimox (10 a 300 pM),
prodigiosina (1 a 30 uM) e violaceina (2 a 20 pM) dependendo do experimento. Apos
a incubagdo e remogdo do meio com a droga, as células foram lavadas com PBS - Ca 2
fixadas com acido tricloroacético a 5%, lavadas 2 vezes com etanol (todas as solugdes
geladas), secadas ao ar e lisadas com NaOH 0,5M (1 mL/pogo, 1 hora a 37°C).
Controles contendo a maior porcentagem de etanol, presente nas solugdes das drogas
mais concentradas (sempre < 0,1%), foram utilizados para expressar a porcentagem de
proliferagdo relativa dos efeitos da droga, determinada pela absorbancia a 260 nm
(Absys). Este pardmetro indica a populagdo celular, visto que a relagdo entre os
valores de Ao € 0 numero de células no lisado descrevem uma fungdo linear (Cingi e?

alii, 1991).

3.2.3.2. Ensaio com Vermelho Neutro
Células V-79 (3,0 X 10* células/mL) foram inoculadas em uma placa contendo
24 pocinhos e incubadas por 48 h. O meio foi removido e substituido por meio sem
soro contendo Nifurtimox (50 a 450 uM), prodigiosina (1x 10 a1x10* M) e

violaceina (2,5 a 30 uM). As células foram incubadas por mais 24 h e apos este
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periodo o meio foi removido e trocado por outro contendo 50 pM do corante
Vermelho Neutro [Vermelho Neutro - VN (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto
de fenanzina)], pré-incubado durante 12 h a 37°C e filtrado, em membrana Millipore
(0,22 pm), antes do uso. Apoés 3 horas de incubagio as células foram lavadas com
PBS-Ca** a 37°C para retirada do excesso de corante ndo incorporado pelos
lisossomas. A cada pocinho foi adicionado 1 mL da solugdo aquosa contendo acido
acético glacial (1%) e etanol (50%) para fixar as células e extrair o0 VN incorporado no
lisossoma. As placas foram agitadas por 20 min em um agitador de placas e as

absorbancias das solugdes lidas a 540 nm (Riddell et alii, 1986).

3.2.3.3. Ensaio com MTT
MTT [brometo de (3- (4,5-dimetilazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium)] ¢ um
corante amarelo, que ¢ reduzido por células viaveis para um composto azul
(formazan), insoluvel em solugdo aquosa. A quantidade de formazan pode ser
determinada espectroscopicamente uma vez solubilizado em etanol absoluto (Denizot

& Lang, 1986).

Células V-79 (3,0 x 10* /mL) foram inoculadas em placas contendo 24 pocinhos
e incubadas por 48 h. O meio foi removido e trocado por meio sem soro contendo um
dos compostos: Nifurtimox (100 a 500 uM), prodigiosina (2,5 a 20 uM) e violaceina
(2,5 a 30 uM). As células foram incubadas por mais 24 h, em seguida o meio foi
removido e trocado por outro sem soro contendo o corante (1 mg/mL), e incubadas
durante 5 h, tempo necessario para a redugdo acontecer. O meio foi retirado
cuidadosamente e adicionou-se 1 mL de etanol para solubilizagdo do formazan. As
placas foram agitadas por 10 min e a absorbancia de cada pogo foi lida no
espectrofotometro a 570 nm. Pogos controles contendo a maior quantidade de solvente

foram considerados como 100%.

3.2.3.4.Medida da Recupera¢ao Celular
O plaqueamento em trés placas foi realizado obtendo-se uma densidade de 2 x

10* células/mL em cada pogo da placa (24 pocinhos), incubando-as a 37°C por 24 h e,
entdo, as células foram tratadas com Nifurtimox (10 a 300 pM), prodigiosina (1 a 30
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uM) e violaceina (2 a 10 pM)durante 24 h. Apoés esse periodo de tratamento, o meio
com a droga foi removido trocado por meio fresco e as placas incubadas por mais 24,
48 ou 72 h. Apo6s o respectivo periodo de incubagdo de cada placa, o meio foi
removido, as células lavadas com PBS - Ca®' fixadas com 4cido tricloroacético a 5%,
lavadas com etanol (2 vezes), secadas ao ar e lisadas com NaOH 0,5 M (1 mL/pogo, 1h
a 37°C). Controles com solvente/PBS foram utilizados para expressar a proliferagdo
normal em relagéo aos efeitos da droga, determinada pela absorbancia a 260 nm (Cingi

et alii, 1991).
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4. RESULTADOS

4.1. PRODUCAO, EXTRACAO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO
DA VIOLACEINA

A violaceina foi obtida de acordo com a metodologia resumida no esquema I.
Durante a extragdo no Soxhlet foi utilizado o cloroférmio com o objetivo de retirar
restos de membrana bacteriana e o éter para separar a deoxi-violaceina da violaceina.
O rendimento em todas as etapas até se obter a violaceina pura foi baixo, tendo se
iniciado com um in6culo em 400 g de arroz cozido foi obtido cerca de 10 mg do

pigmento purificado.

Os dados espectroscopicos obtidos estdo descritos na tabela I, confirmando a
estrutura da violaceina apresentada na figura 2 e estdo de acordo com os resultados da
literatura (Hoshino & Kondo, 1987).

TABELA I : DADOS ESPECTROSCOPICOS DA VIOLACEINA

UV/ivis (nm) Amax 260, 370, 580

IV (KBr) cm-1 vmax:1680, 1655, 1602

11,90 (s, H;); 10.75 (s H,”), 10.50 (s, Hy’); 9.35 (s,
OH); 8.90 (d, H,”); 8.10 (s, Hy); 7.60 (s, Hy’); 7.35 (d,
Hs); 7.25 (s, H3),; 7.20 (t, Hy”); 6.95 (t, H5”); 6.80 (2d,
Hs”e Hy)

RMN (CDCl3, 300 Mhz)
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H4 I

H1n Hs

Fig. 02: ESTRUTURA DA VIOLACEINA

4.2.IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS DO RIO NEGRO

Como a violaceina é produzida em pequena quantidade houve interesse em
procurar isolar uma nova cepa de bactéria que produzisse o pigmento com melhor

rendimento.

Para comegar a classificar essas bactérias foi realizado o método de Gram, sendo
que as 3 colOmnias (colonias brancas/violeta, amarelas e vermelhas) foram bastonetes
Gram negativos. Alguns detalhes indicavam a possibilidade de se ter conseguido isolar
uma nova cepa de C. violaceum: uma bactéria produzindo um pigmento violeta, aliado
ao fato de ter crescido somente 3 tipos de coldnias de uma amostra. Como o sedimento
nido foi recolhido assepticamente, poderia indicar alguma atividade bactericida,
impedindo o crescimento de outros microrganismos. Testes morfologicos e

bioquimicos foram realizados para classificar essas bactérias (tabela II).

De acordo com os resultados da tabela concluiu-se que a bactéria vermelha é
Serratia marcescens e a branca/violeta Chromobacterium violaceum (Cowan, 1974).
A bactéria amarela ndo foi classificada, mas provavelmente é também da espécie
Chromobacterium, variante nio pigmentada (Sivendra & Lo, 1975). A bactéria
classificada na primeira coluna foi a C. violaceum obtida inicialmente da UFRJ e

utilizada com o objetivo de servir como referéncia padrio.



TABELA II - IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

PROVAS/Testes

C.violaceum*®

Branca/Violeta®

Amarela®

Vermelha®

Motilidade
Indol
Catalase
Hemolise
VM

VP
Cresc.37°C
Cresc.4° C
pHSall
Hid. Amido
Red. NO,
Prod. H,S
Glicose
Frutose
Manose
Sacarose
Lactose
Manitol
Arabinose
Galactose
Rafinose
Xilose
Glicerol
Cor
DNAse

Bactéria

o+ o+ o+ 4+ + o+

+ + 4+

violeta

C. violaceum

+ + 4+ +

violeta

C.violaceum

ausente

nd.

+ + + + +

+ + + + o+

+ + + 4+

+

vermelha
+

Serratia

33

(+): houve crescimento; (-): ndo houve crescimento; (n.d.) ndo determinada.(a):

cepa mantida no laboratorio; (b): amostra proveniente do Rio Negro, Amazonia
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4.3. PRODUCAO, EXTRACAO, PURIFICACAO E
CARACTERIZACAO DA PRODIGIOSINA

Algumas dificuldades foram encontradas na extragdo e purificagdo da
prodigiosina, portanto foram testados diferentes procedimentos descritos na literatura,
entre eles a utilizagdo de solugdo alcalina (NaOH), solugdo acida ou metanélica para
extrair o pigmento. O procedimento escolhido para extrair a prodigiosina foi com
metanol, visto que as extragdes com as solugdes acidas ou alcalinas revelaram através
do espectro de RMN, que a prodigiosina continha impurezas, mesmo apds a eluigdo
em coluna cromatografica. Além disso, nas etapas utilizando o funil de separagio,
havia a formagdo de uma emulsio, que dificultava a extragdo e a evaporagdo do
solvente. Havia a necessidade de liofilizar esse extrato emulsionado, para evaporar o

solvente organico.

Seguindo o protocolo de extragdo com metanol, a quantidade de prodigiosina
cristalizada apds a purificagdo foi em torno de 30 mg quando inoculava-se 40 placas

de Petri (400 g de agar manitol).

O pigmento purificado foi caracterizado por anélises espectroscopicas e os dados
obtidos estdo sumarizados na tabela IIl. Estes dados confirmam a estrutura da

prodigiosina 25-C apresentada na figura 01.c (Boger & Patel, 1988).

TABELA III: DADOS ESPECTROSCOPICOS DA PRODIGIOSINA 25-C

UV (nm) Amax(isopropanol): 466, 336, 280

IV (KBr) cm-1 vmax: 3424, 3105, 2960, 2855,1623, 1555, 1464, 1360,
1264, 1232, 1118, 1060, 1000, 959, 891, 804, 740, 589

6.75 (s, 1H); 6.6 (m, 2H); 6.25 (s, 1H), 6.10 (t, 1H); 6.0 (s,
1H) - conjunto de sinais referentes 1 CH vinilico + 6 CH
RMN (CDCls, 300 Mhz) | aromaéticos); d 3.90 (s, 3H, OCH3); 2.15 (t, 2H, CH2
adjacente anel aromatico); 1.70 (broad s, 2CH, CH2); 1.1 -
1.4 - conjunto multipletos ndo resolvidos (m, 14H, 7CH2);
0.80 (t, 3H, CH3)

393 (M+,1), 386 (5), 368 (28), 327 (5), 313 (10), 296 (13),
EIMS, m/e 255 (10), 236 (26), 213 (10), 199 (8), 185 (10), 152 (13),
131 (23), 111(36), 83 (74), 69 (100), 55 (87)
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4.4.ATIVIDADE BIOLOGICA

4.4.1.TESTE DE HEMOLISE

Utilizando a metodologia descrita em Materiais ¢ Métodos, a hemolise de
eritrocitos causada por violaceina que foi de 0 % na faixa de 15,6 pg/mL a 250 pg/mL
(0,045 mM e 0,730 mM respectivamente). Foi obtida 10 % de hemdélise na
concentragdo de 342 pg/mL (ImM).

4.4.2.ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Os resultados para a atividade tripanocida da prodigiosina sdo encorajadores,
apesar da grande diferenga encontrada em dois experimentos: um apresentou um valor
de IDso(dose em que ocorre 50% de sobrevivéncia das formas tripomastigotas) de 5
uM e no outro, um valor de 100 pM. Novos testes estdo sendo realizados para

confirmar esses dados.

4.4.3.ENSAIOS CITOTOXICOS

4.4.3. 1.Crescimento Celular
O contetiddo de DNA e proteina sdo métodos tuteis para quantificar 0 material
celular. O DNA pode ser medifo pela absorbancia a 260 nm onde 50 pg/ml possui

uma absorbancia em 260 nm de 1.0.

Analisamos a taxa de crescimento celular de fibroblastos V-79 expostos a
diferentes concentragdes de Nifurtimox, prodigiosina e violaceina. Procuramos
encontrar o valor de IDsy (dose inibitéria), que significa a dose em que ocorre 50 % de

inibi¢do do crescimento ou da atividade celular
Da figura 3 podemos obter um IDs, de 5 pM para a violaceina.

Na figura 4 encontramos um IDs, em torno de 20 uM para a prodigiosina apoés

tratamento de 24 h sobre células em fase exponencial de crescimento.

Na figura 5, observando a curva dose-resposta encontramos um IDsy de 300 pM
para o Nifurtimox.
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Analisando as 3 figuras observamos que o Nifurtimox se apresentou com menor

toxicidade sobre a proliferagido celular comparado aos outros 2 agentes.
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Fig. 03: Crescimento Celular: Efeito da Violaceina

Inibigdo do crescimento celular ap6s tratamento com violaceina durante 24 h a
37°C, estando as células em fase exponencial de crescimento (30.000 céls/mL
incubadas previamente a 37°C/48 h). Ao final do tratamento as células foram lisadas

com NaOH 0,5 N. A proliferagio celular relativa foi expressa como percentuais da

variagao da Azeo em relagdo aos controles.
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Fig. 04: Crescimento Celular: Efeito da Prodigiosina

Inibigdo do crescimento celular apés tratamento das células com prodigiosina
durante 24 h a 37°C, estando as células em fase exponencial de crescimento (30.000
céls/mL incubadas previamente a 37°C/48 h).Ao final do tratamento as células foram
lisadas com NaOH 0,5N. A proliferagdo celular relativa foi expressa como percentuais

da variagdo da Ay em relagdo aos controles.
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Fig. 05: Crescimento Celular: Efeito do Nifurtimox

Inibigdo do crescimento celular apds tratamento das células com Nifurtimox
durante 24 h a 37°C, estando as células em fase exponencial de crescimento (30.000
céls/mL incubadas previamente a 37°C/48 h). Ao final do tratamento as células foram
lisadas com NaOH 0,5 N. A proliferagdo celular relativa foi expressa como percentuais

da variagdo da Ay em relagdo aos controles.



4.4.3.2. INCORPORACAO DO VERMELHO NEUTRO

A citotoxicidade foi determinada pela medida do VN captado pelos lisossomas
das células, detectada através da medida de absorbancia a 540 nm ap6s solubilizagéo
do corante em solugio aquosa contendo acido acético glacial (1%) e etanol (50%). Os
valores expressam a captagdo relativa do VN pelas células tratadas em relagdo ao
controle tratado com porcentagens iguais de etanol uti]izadd nos tratamentos com os
agentes tripanocidas. A absorgdo determinada para os controles foi considerada como
100%.

As figuras 6, 7 e 8 representam o tipo de “dose-resposta” avaliam assim a

citotoxicidade dos agentes Nifurtimox, prodigiosina e violaceina.

A curva dose-resposta apresentada na figura 6 mostra que o Nifurtimox tem uma
inbi¢do da captagdo do corante VN na faixa de concentragdo que varia de 50 a 350 uM
e apresenta uma pequena mudanga na resposta do efeito medido em concentragdes
maiores que esta (350 a 450 uM). O IDs, encontrado foi de 250 pM.

A figura 7 mostra uma curva “dose-resposta”para a prodigiosina, indicando que
esta possui uma inibicdo na captagdo do VN em fungdo da dose na faixa de
concentragdo que vai de 1 x 10'°M a 1 x 10* M. O IDs, encontrado estd em torno de
1 uM (1 x 10° M).

A citotoxicidade da violaceina avaliada pela técnica de incorporagdo de VN esta
apresentada na figura 8, a qual demonstra que esta inibe a captagdo do corante na faixa

de concentragdo de 2 a 30 uM. O IDs, encontrado foi de 12 pM.

Comparando o efeito toxico dos trés compostos Nifurtimox, prodigiosina e
violaceina verifica-se que o primeiro apresenta uma toxicidade menor (IDsp = 250 puM)

quando comparado 3 prodigiosina (IDsp = 1 uM) e a violaceina (IDso = 12 pM).
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Fig. 06 : Incorporacio do Vermelho Neutro: Citotoxicidade do Nifurtimox

Captagdo do Vermelho Neutro por lisossomas de células V-79 apds exposigdo ao
Nifurtimox dwurante 24 h a 37°C, estando as células em fase exponencial de
crescimento (30.000 céls/mL incubadas previamente a 37°C/48 h). Apos o tratamento
o meio foi removido e trocado por meio sem soro contendo 50 ug/ml do VN, as células
foram incubadas a 37°C durante 4 h.. A incorporagdo do corante foi medida pela
absor¢do a 540 nm apds solubilizagdo em solugdo etandlica e a toxicidade foi

determinada através de porcentagens da variagio da cor em relagdo aos controles.
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Fig. 07 : Incorporacio do Vermelho Neutro: Citotoxicidade da Prodigiosina

Captagdo do Vermelho Neutro apods exposi¢do a prodigiosina durante 24 h a
37°C, estando as células em fase exponencial de crescimento (30.000 céls/mL
incubadas previamente a 37°C/48 h). Apos o tratamento o meio foi removido e trocado
por meio sem soro contendo 50 pg/mL do VN, as células foram incubadas a 37 °C
durante 4 h. O corante incorporado pelas células foi solubilizado como descrito em
Materiais e Métodos e a toxicidade foi expressa como porcentagem da variagdo da cor

em relagdo ao controle.
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Fig. 08 : Incorporacio do Vermelho Neutro: Citotoxicidade da Violaceina

Incorporagdo do Vermelho Neutro apds exposigdo a violaceina durante 24 h a
37°C, estando as células em fase exponencial de crescimento (30.000 céls/mL
incubadas Apreviamente a 37°C/48 h).. Apds o tratamento o meio foi removido e
trocado por meio sem soro contendo 50 pg/mL do VN, as células foram incubadas a
37°C durante 4 h. O corante incorporado pelas células foi solubilizado em solugdo

etandlica e a toxicidade foi expressa como diminui¢do da cor em relagdo ao controle.



4.4.3.3. INIBICAO DA REDUCAO DO MTT

A citotoxicidade foi avaliada pela inibigdo da redugdo do MTT pelas células,
detectada pela medida em absorbancia a 570 nm, apds solubilizagdo do formazan. Os
valores expressam a inibigdo da redugdo do MTT pelas amostras em relagdo aos pogos
controles (tratados com porcentagens iguais do etanol utilizado na solubilizagdo das

drogas).

As figuras 9, 10 e 11 representam graficos tipo dose-resposta avaliando a
citotoxicidade dos tripanocidas Nifurtimox, prodigiosina e violaceina utilizando a
técnica de redugdo do MTT.

A curva demonstrada na figura 9 mostra o efeito do Nifurtimox na redugdo do
MTT em células V - 79. O IDs, encontrado foi cerca de 500 pM.

A figura 10 mostra o efeito da prodigiosina sobre a redugdo do MTT, o IDs,
encontrado foi de 6 pM e a curva mostra um efeito de saturagio da droga entre 10 a 20
pM.

Na figura 11 foi encontrado um IDsy de 7 uM para o efeito da violaceina na

inibi¢do da redugdo do MTT.

Comparando a poténcia toxica dos diferentes tripanocidas analisados, verificou-
se que o Nifurtimox apresentou menor toxicidade (IDso = 500 uM) sendo que a

prodigiosina e a violaceina apresentaram toxicidades similares.
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Fig. 09: Efeito do Nifurtimox na Redugio do MTT em Células V-79
Redugdo do MTT por Células V-79 tratadas com Nifurtimox durante 24 h.

Células V-79 em fase exponencial de crescimento foram tratadas por 24 h a 37°C com
os diferentes concentragdes de Nifurtimox dissovidas em DMEM contendo 10% de
SFB. Ao final do tratamento as células tiveram o meio trocado por DMEM sem soro
contendo 1 mg/mlL de MTT e incubadas a 37 °C durante 8 h. O meio foi retirado
cuidadosamente e adicionou-se 1 mL de etanol para solubilizagio do formazan
formado. A redugdo foi expressa como percentuais da variagdo da As; em relagdo aos

pogos controles.
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Fig. 10 : Efeito da Prodigiosina na Redug¢io do MTT em Células V-79

Redugdo do MTT por células V-79 tratadas com prodigiosina durante 24 h.
Células V-79 em fase exponencial de crescimento foram tratadas durante 24 h a 37°C
com diferentes concentragGes de prodigiosina dissolvidas em DMEM contendo 10%
de SFB. Ao final do tratamento as células tiveram o meio trocado por DMEM sem
soro contendo 1 mg/mL de MTT e incubadas a 37°C durante 8h. O meio foi retirado
cuidadosamente e adicionou-se 1 mL de etanol para solubilizagdo do formazan
formado. A redugdo foi expressa como percentuais da variagdo da As;, em relagdo aos

pogos controles.
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Fig. 11: Efeito da Violaceina na Redug¢io do MTT em Células V-79

Redugdo do MTT por células V-79 tratadas com violaceina durante 24 h. Células
em fase exponencial de crescimento foram tratadas por 24 h a 37°C com diferentes
concentragdes de violaceina dissolvidas em DMEM contendo 10% de SFB. Ao final
do tratamento o meio foi trocado por meio sem soro contendo 1 mg/mL de MTT e as
células foram incubadas durante 8 h a 37°C. Apoés esse periodo de incubagdo o meio
foi retirado € o formazan produzido foi solubilizado em etanol. A redugdo foi expressa

como percentuais da variagdo da A 570 em relagdo aos pogos controles.
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4.4.3.4. RECUPERACAO CELULAR

A figura 12 apresenta as curvas de recuperagdo celular em fungdo da
concentragdo de Nifurtimox e dos periodos seguidos para a recuperagdo da
proliferagdo celular. Apés 24 h o IDsp encontrado em resposta ao efeito do Nifurtimox
foi de 300 uM; com 48 h e 72 h de incubagdo o IDs, encontrado foi de 250 uM,
indicando que o Nifurtimox possui um efeito crescente na inibigdo do crescimento
celular.

As curvas dose-resposta mostradas na figura 13 indicam um IDs, para a
prodigiosina de 4 puM para os diferentes periodos de incubagdo (24, 48 e 72 h),
mostrando que o efeito toéxico sobre o crescimento celular permaneceu nas geragdes

posteriores. Observando as curvas notamos uma saturagdo do efeito entre 10 a 30 uM.

Na figura 14 observamos as curvas dose-resposta da violaceina sobre a
recuperagdo celular. O IDsy encontrado foi de 5 pM para os trés periodos de incubagdo
providos para a recuperagdo celular. Observamos que com 72 h de incubagio a curva
apresenta uma ligeira tendéncia de recuperagéo celular quando comparado com a curva
de 24 h.



49

100 - -

20 b —#— 24 h de incubago )
~—i— 48 h de incubaggio
—— 72 h de incubaggio

% Controle (Abs 260 nm)
3
i A ] "

0 M i i L i 1 i 1 2 1 " 1
0 50 100 150 200 250 300
[Nifurtimox] uM

Fig. 12: Recuperacio Celular: Efeito do Nifurtimox:

Plaqueamento de 20000 céls/mL, incubagdo a 37°C/24 h, em seguida realizava-se
o tratamento com Nifurtimox durante 24 h, substitui¢do do meio contendo a droga por
meio com 10% SFB e incubagdo por 24 , 48 € 72 h a 37°C. As células foram lisadas
com NaOH 0,5 N apoés os respectivos tempos de incubagdo. A recuperagdo celular
relativa foi expressa como percentuais da variagdo da A, em relagdo aos pogos

controles.
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Fig.13: Recuperacio Celular: Efeito da Prodigiosina.

Plaqueamento de 20000 céls/mL, incubagdo a 37 °C/24 h, em seguida realizava-
se o tratamento com prodigiosina durante 24 h, substitui¢do do meio contendo a droga
por meio com 10% SFB e incubagdo por 24, 48 e 72 h a 37°C. As células foram
lisadas com NaOH 0,5 N apds os respectivos tempos de incubagdo. A recuperagdo
celular relativa foi expressa como percentuais da variagdo da A,s em relagdo aos

pogos controles.
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Fig. 14: Recuperacio Celular: Efeito da Violaceina

Tratamento com violaceina durante 24 h apos incubagfo prévia de 20000 céls/mL
a 37°C durante 24 h. Retirada do meio contendo a droga, substituigdo por meio
DMEM com 10 % de SFB, incubagdo a 37°C durante 24, 48 ¢ 72 h. Ao final do
respectivo tempo de incubagdo as células foram lisadas com NaOH 0,5 N. A
recuperagdo celular foi expressa como percentuais da variagdo da Ayg em relagdo aos

controles.
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TABELA 1V: ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE (IDs)

Teste Nifurtimox Prodigiosina Violaceina
(nM) (uM) (nM)

VN 250 1 12
MTT 500 6 7
Rec. Celular

24h 300 4 5

48h 250 4 5

72h 250 4 5
Viabilidade 300 20 5

A tabela IV apresenta os valores de IDs, dos diferentes ensaios de citotoxicidade
realizados.
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5.DISCUSSAO

A principal dificuldade na obtengdo da violaceina, foi o aparecimento de
variantes ndo pigmentadas durante o desenvolver do trabalho, sendo necessirio fazer
varios repiques em meios diferentes, até se isolar coldonias de C. violaceum

pigmentadas para poder retornar a produgfo da violaceina.

A cepa de C. violaceum isolada do Rio Negro foi repicada e colocada para
produzir o pigmento nas mesmas condig¢3es em que a cepa da colegdo do laboratério o
faz. Uma tnica vez essa nova cepa produziu violaceina nos Erlenmeyers contendo
arroz, apoés o que, ela parou de produzir o pigmento em qualquer dos meios usados
com esse objetivo (meio de arroz, agar batata ou agar manitol). Desta forma, somente
foi possivel caracteriza-la, sendo 6bvio que a avaliagdo do rendimento da produgdo
ndo foi realizada.

A violaceina possui efeito hemolitico de 10% na concentragdo de 1 mM, que é
um valor superior 4 concentragdo em que ela apresenta atividade tripanocida (46 puM).
Esses resultados possibilitariam a adigdo da violaceina ao sangue em bancos de
sangue, para a profilaxia da doenga de Chagas. Esta agfio seria semelhante ao uso do
cristal violeta em transfusdes sanguineas (Docampo & Moreno, 1985). O cristal violeta
possui atividade contra formas tripomastigotas, podendo ser usado em bancos de
sangue para eliminar a transmissio da doenga de Chagas através de transfusdes

sanguineas.

\

O interesse em avaliar a atividade tripanocida da prodigiosina deve-se a
semelhanga da sua estrutura com uma droga conhecida como anti-chagasica: a
terbinafina. Esta possui atividade antifiingica comprovada (Nishikawa & Naka, 1994).
Existe uma relagdo ja descrita na literatura (Hay,1991) para alguns compostos com
propriedades anti-micéticas e fungicidas apresentarem também atividade tripanocida,
pois estes atuam através da inibigdo da biossintese do ergosterol (Stutz, 1987). Esses
compostos possuem alialminas, que também estdo presentes na estrutura da
prodigiosina. Esta observagdo levou-nos a testar a prodigiosina 25-C, com comprovada
agdo anti-micoética (Loren & Guinea, 1977), como possivel agente tripanocida e, em

resultados preliminares a prodigiosina confirmou essa propriedade.
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Os dados encontrados para o efeito tripanocida da prodigiosina estfio
discrepantes: em dois experimentos diferentes, realizados em triplicatas, os valores de
IDso encontrados foram de 5 ¢ 100 pM. Novos ensaios estdo sendo realizados para
confirmar qual valor ¢ realmente o correto. Comparando com a atividade tripanocida
do Nifurtimox, se for confirmado um IDs, de 5 pM para a prodigiosina, esta possuira
um potencial tripanocida in vitro maior do que o medicamento utilizado atualmente no
tratamento dos chagasicos. O Nifurtimox apresenta um IDsy de 157 uM sobre as
formas tripomastigotas (De Castro, 1987). Por outro lado, se o valor correto for
proximo a 100 puM, a prodigiosina ainda assim apresentara um efeito tripanocida maior
do que o Nifurtimox. Dessa maneira, estudos farmacolégicos com a prodigiosina
deverdo ser conduzidos analisando o efeito terapéutico versus os efeitos toxicoldgicos,

visando uma possivel aplicagdo da prodigiosina como anti-chagasico.

Dos ensaios citotoxicos, a técnica de incorporagdo do corante Vermelho Neutro
informa sobre a fungdo metabolica celular, desde que mede a integridade lisossomal,
refletindo a capacidade de células viaveis incorporarem o corante vital dentro de seus

lisossomas (Forsby, et alii, 1991).

Alteragdes na superficie celular ou na membrana lisossomal provocadas pela
acgdo de drogas modificam a captagdo e ligagdo do corante, possibilitando a distingdo
entre células vidveis e células lesadas ou mortas. Os resultados sdo dependentes do
namero de células viaveis na cultura. Ha uma relagdo linear entre 0 Vermelho Neutro
extraido da cultura e o nimero de células nesta cultura (Borefreund & Puemner, 1984).
Esta técnica tem sido largamente utilizada na analise de drogas diversas, por ser um

teste sensivel, simples, reprodutivel e econdémico.

Comparando o efeito toxico dos trés compostos Nifurtimox, prodigiosina e
violaceina verifica-se que o primeiro apresenta uma toxicidade menor (IDsp = 250 puM)
quando comparado a prodigiosina (IDso = 1 uM) e a violaceina (IDsy = 12 pM), no
teste do Vermelho Neutro.

A redugdo do sal tetrazolium MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-yl1)-2,5- difenil
tetrazolium bromide) para um produto colorido (formazan) pelo complexo enzimatico

succinato desidrogenase mitocondrial (Slater et alii, 1963) é potencialmente de muita

utilidade para ensaios de sobrevivéncia e proliferagdo celular. A conversido se realiza



55

somente em c€lulas vidveis e a quantidade de formazan produzida é proporcional ao
nimero de c€lulas presentes. O fato de que esta enzima ndo esti presente no soro
permitiu 0 desenvolvimento por Mosmann (1983) de um ensaio rapido e simples, o
qual tem sido usado para a detecgdo de fatores de crescimento de células T e
linfotoxinas (Green et alii, 1984). Contudo, o método original (Mosmann, 1983)
apresenta limitagSes técnicas, principalmente pouca sensibilidade, uma resposta
varidvel devido a precipitagdo de proteina apds a adigdo do solvente orginico usado
para dissolver o formazan produzido e uma baixa solubilidade do produto. Esses
problemas t€m sido solucionados apés as modificagdes seguintes: evitando o soro no
meio de incubagdo, desse modo se evita a precipitagdo de proteinas ao adicionar o
solvente orgénico; eliminando o indicador de pH (vermelho de fenol) no meio de
incubagdo, dessa maneira se evita o uso de acido no solvente orginico o qual altera as
propriedades espectrais do formazan; eliminagdo do meio contendo MTT apés a
reagdo e o uso subsequente de propanol ou etanol para a solubilizagdo imediata do

formazan (Denizot & Lang, 1986).

O método original, de Mossmann, foi realizado nesses estudos, mas apresentou
as dificuldades descritas acima. A solubilizagdo do formazan foi extremamente dificil,
restando particulas em suspensdo, desestabilizando a leitura no espectrofotdmetro.
Devido a isso, o protocolo modificado por Denizot & Lang (1986) foi escolhido como
padrdo para esses ensaios, havendo apenas uma unica alteragio. Denizot & Lang
(1986) utilizam o DMEM sem o indicador (vermelho de fenol). Devido a
impossibilidade de obtermos o DMEM, sem o indicador, optamos por aspirar
cuidadosamente o meio de cultura das placas, tomando a precaugdo de evitar a retirada
dos cristais do formazan junto com o meio aspirado. As etapas seguintes foram as
mesmas utilizadas por Denizot & Lang (1986).

Essa técnica foi aplicada nos nossos experimentos, por se apresentar como um
teste simples, o qual possibilita a avaliagdo quantitativa das células vidveis que
crescem em monocamadas, sem a necessidade de tripsinizagdio ou suspensdo das
mesmas. De modo semelhante a0 que ocorreu no ensaio do Vermelho Neutro, o
Nifurtimox foi o que teve menor toxicidade quando comparado a violaceina e

prodigiosina, no ensaio do MTT.
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A medida da taxa de inibigdo da proliferagdo celular tem sido largamente
utilizada como um sinalizador efetivo da citotoxicidade. A taxa de proliferagdo celular
foi medida com o aumento da populagdo celular nos periodos de 24, 48 e 72 h,
subsequentes ao tratamento com oOs agentes testes. Esse ensaio teve por objetivo
verificar a capacidade de recuperagdo celular ap6s tratamento das células com os
agentes e a retirada destes, com incubagdo consecutiva das células durante os tempos

especificados.

Comparando os trés agentes testados constatamos que o Nifurtimox apresenta um
efeito toxico gradativo sobre o crescimento celular, aumentando o IDs, mesmo apds a
retirada do agente lesivo. A violaceina e a prodigiosina permanecem com o mesmo
IDs; para os diferentes periodos dados para a recuperagdo celular, sendo que a
violaceina foi o Unico agente testado a mostrar uma leve inclinagdo para a recuperagio
celular. Essas diferengas na recuperagio celular para os compostos testados, podem ter
duas explicagdes: a primeira, no caso do Nifurtimox, este poderia apresentar maior
permeabilidade e, consequentemente, atravessar a membrana, permanecendo na célula
mesmo apOs a retirada do meio e lavagem das células com PBS. A permanéncia do
Nifurtimox explicaria 0 aumento da agdo toxica no periodo subsequente para a
observagdo da recuperagdo celular. Outro fator que poderia estar ocorrendo seria que o
Nifurtimox apresentaria um efeito cumulativo ou irreversivel sobre o crescimento
celular, permanecendo a toxicidade sobre as geragdes posteriores. A ligeira tendéncia
de recuperagdo celular observada para a violaceina, pode ter explicagSes similares ao
que estaria ocorrendo nas células tratadas com o Nifurtimox, mas de uma maneira
inversa. A violaceina estaria sendo retirada do meio no processo de lavagem de forma
efetiva, ou seja, ndo sobraria residuos dela no interior celular. A outra probabilidade,
seria que a violaceina possuiria um efeito toxico sobre o crescimento celular, somente
enquanto estivesse presente no meio. A retirada da violaceina possibilitaria a

recuperagdo das células nas geragSes posteriores.

O Nifurtimox apresenta toxicidade similar nos diferentes ensaios utilizados.
Possui IDs, variando de 200 a 500 uM de acordo com a técnica utilizada. Apresentou
toxicidade maior no ensaio de longa duragdo, na recuperagio celular no periodo de 72

h (IDsp de 200 uM). Apresentou menor toxicidade no ensaio de redugdo do MTT (IDs
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de 500 uM). Para explicar a diferenga entre os valores de IDsy para 0 VN e MTT pode
ser que o Nifurtimox induza maior permeabilidade da membrana bioldgica nas duas
organelas-alvo, sendo por isso mais toxico a nivel de lisossomas do que para
mitocondrias, ou seja, ha uma seletividade em relagdo a organela alvo para esse

composto (Roguet et alii, 1993).

A prodigiosina apresenta menor toxicidade no ensaio de cresimento celular (IDsp

=20 pM) e maior toxicidade na técnica do VN (IDsp = 1 pM).

A violaceina foi mais toxica no ensaio de recuperagdo celular e de viabilidade
celular (IDso = 5 pM), tendo resultado similar na técnica de redugdo do MTT (IDso = 7
uM). A técnica de incorporagdo do VN resultou em um IDso de 12 pM.

Analisando os trés agentes tripanocidas constatamos que o Nifurtimox apresentou
uma citotoxicidade menor e sem divida foi muito menos toéxico que a prodigiosina e a

violaceina, nas condigGes experimentais desenvolvidas.

A maior formagdo de radicais livres pode ser a causa basica da toxicidade do
Nifurtimox em mamiferos. Muitas das drogas anti-parasitarias produzem radicais
livres. A redug@o intracelular seguida por auto-oxidagdo gerando O,” e H,0O, tem sido
sugerida como mecanismo de agdo do Nifurtimox sobre Trypanosoma cruzi e como
base da sua toxicidade em mamiferos. Para avaliar a citotoxicidade do Nifurtimox
sobre células V-79 devera ser feito uma pré-incubagdo com microssomas, NADPH e o
Nifurtimox owu utilizar cultura de hepatécitos (cultura primaria). Os metabdlitos
gerados nesta incubagdo deverdo ser testados sobre a V-79 e poderdo apresentar uma
toxicidade maior, corrobando os dados da literatura que declaram que o Nifurtimox é

uma droga mutagénica e apresenta alta toxicidade in vivo (Teixeira et alii., 1994).

Muitos tipos de reagdes adversas de drogas sio devidos ao metabolismo destas,
gerando espécies reativas. Esses metabolitos toxicos podem romper a estrutura e
fung¢do de macromoléculas tissulares de varias maneiras, tais quais como alquilagdo de
proteinas e acidos nucleicos ou estimulo da peroxidagédo de lipidios, e isso leva a uma
variedade de respostas patoldgicas incluindo necrose celular e carcinogénese (Gillette
et alii, 1974).
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Muitos tipos de reagdes adversas de drogas sdo devidos ao metabolismo destas,
gerando espécies reativas. Esses metabdlitos toxicos podem romper a estrutura e
fungdo de macromoléculas tissulares de varias maneiras, tais como alquilagdo de
proteinas e acidos nucleicos ou estimulo da peroxidagdo de lipidios, e isso leva a uma
variedade de respostas patologicas incluindo necrose celular e carcinogénese (Gillette

et alii, 1974).

Nos nitrofuranos verifica-se a sua redugéo in vitro por enzimas citosélicas como
aldeido oxidases e xantina oxidase ou por enzimas microssomais contendo flavina
como citocromo c redutase. A redugdo enzimatica de alguns nitrofuranos produzem
metabolitos reativos capazes de ligar covalentemente macromoléculas. Os metabolitos
reativos sdo suspeitos de ser N-hidroxilamina furanos, postulados como responsaveis
para a carcinogenicidade de nitrofuranos numerosos in vivo. A primeira etapa na
redugdo enzimatica de nitrocompostos mostram a transferéncia de um elétron simples
(single) para o substrato tanto quanto gerar um radical nitroaromatico (4nion). Certos
radicais nitroaromaticos podem presumivelmente reagir com o oxigénio produzindo
superoxido e regenerar o nitro composto. Concentragdes farmacologicas do Nifurtimox
sdo capazes de produzir estimulo maximo de O, pela fragdo mitocondrial de 7. cruzi e
iniciar a difusdo de H,0, para fora das células. Esses encontros amparam a hip6tese de
que essas drogas podem sobrecarregar a redugdo ciclica e auto-oxidagdo as quais

geram super6xido e peroxido de hidrogénio no parasita (Docampo & Stoppani, 1979).

Em conclusio os métodos empregados nos estudos de citotoxicidade sdo
baseados em diferentes alvos finais, tais como: proliferagdo celular (sobrevivéncia),
incorporagdo do Vermelho Neutro, redugdo do MTT e recuperagéo celular. Em adigéo,
a morfologia celular foi rotineiramente observada no decorrer de cada experimento.
Essas avaliagOes informam sobre diferentes fungbes celulares ou compartimentos
celulares. Esse estudo serve para ilustrar o valor de se usar diferentes métodos
celulares como uma maneira de se obter conhecimento do mecanismo de agdo toxica.
A variag@o das respostas obtidas com os diferentes ensaios apds o tratamento com 0s
agentes descritos, oferecem um ponto de partida para a formulagdo de hipéteses para a
agdo toxica. Os dados apresentados aqui ndo amparam a eliminagdo de nenhum ensaio,

cada um contribuiu para o valor global do estudo. Cada ensaio adicional aumenta a
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permitem avaliar a toxicidade em concentragdes que variam de nanomolar a milimolar.
A principal wvantagem € o uso de pouco material em uma andlise completa,
normalmente menos que 10 mg, sendo por isso um método ideal para a selegdo de
novos produtos sintetisados, os quais usualmente sdo produzidos em pequenas
quantidades ou para aqueles extraidos de microrganismos que requerem varias etapas

de purificagdo.



6. CONCL.USOES

De maneira geral os objetivos do trabalho foram concretizados, a violaceina foi
obtida em quantidade suficiente para realizar os testes de citotoxicidade; as bactérias
do sedimento do Rio Negro foram identificadas, tendo sido isolada a C. violaceum,
apesar de ndo conseguirmos manté-la nas condigdes de laboratorio para quantificar a

produgdo da violaceina.

A outra bactéria identificada S. marcescens, possibilitou a produgdo, purificagdo
e caracterizagdo da prodigiosina. Testes de atividade tripanocida comprovaram que ha

atividade tripanocida, com potencial igual ou maior do que o Nifurtimox.

Os testes de citotoxicidade da violaceina e da prodigiosina foram comparados
com o Nifurtimox, um conhecido terapico utilizado no tratamento da doenga de
Chagas. Apesar do Nifurtimox ter apresentado menor toxicidade em relagdo aos
pigmentos bacterianos, posteriores ensaios de citotoxicidade utilizando mecanismos de

metabolizagdo deverdo ser realizados.

Finalmente, todas as técnicas citadas exceto a quantitificagdio de DNA, foram
padronizadas e implantadas no laboratério seguindo a literatura recente, incorporando
assim uma bateria de ensaios citotoxicos indispensaveis para a selegdo de novos

compostos, propiciando maior aporte deste trabalho ao grupo de pesquisa.
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7T.PERSPECTIVAS

Foi relatado que a produgdo de violaceina e prodigiosina decrescem ou sdo
inibidas na presenga de glicose, por isso, novos substratos devem ser testados na
tentativa de aumentar o rendimento da produgdo. As rotas biossintéticas devem ser
desvendadas possibilitando a manipulagio das condigSes da cultura induzindo um
incremento ma produgdo dos metabdlitos, isso sera possivel conhecendo a fungdo
desempenhada por esses pigmentos para os seus proprios microrganismos produtores.
A otimizagd0 da biossintese dos pigmentos a partir da selegdo de meios de cultivo
favoraveis possibilitara a obtengdo de maiores quantidades dos compostos. Isso
propiciara a sintese de outros derivados da violaceina e prodigiosina. Estas
modifica¢gdes na estrutura quimica serdo realizadas, visando aumentar a solubilidade e

a atividade bioldgica, e/ou diminuir a toxicidade.
A atividade tripanocida da prodigiosina devera ser estudada mais profundamente.

Novos ensaios deverdo ser realizados aprofundando os estudos de citotoxicidade
do Nifurtimox, prodigiosina e violaceina, verificando a toxicidade dos trés compostos
apos serem metabolisados, isso podera ser feito acrescentando fragdes microssomais a
cultura de células V-79 ou, usando cultura primaria de hepatécitos, técnica que esta

em fase de implantagdo no laboratorio.
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9. APENDICE

ANEXO1
Caldo Nutriente (pH 6,8)
Peptona 0,5%
Extrato de Levedura 0,2%
Glicose 0,5%
Agua Destilada gsp 100%

Transferia-se 50 mL de caldo nutriente para Erlenmeyers de 125 mlL.
Esterilizava-se a 121°C, 1 atm por 15 minutos em autoclave vertical modelo 103
FABRE (procedimento de esterilizagdo realizado para todos os meios de cultura,

exceto nos casos especificados).
Meios Utilizados para a Produgdo da Violaceina
a) Meio de Arroz

Uma porgdo de graos de arroz (cerca de 5 g) foi colocada em cada erlenmeyer de
125 mL, contendo 10 mL de agua destilada. Os frascos foram tampados com uma rolha

de algodio recoberta com papel aluminio e foram esterilizados em autoclave conforme

ja descrito.
b) Agar Manitol (pH 6,8)
Peptona 0,5%
Extrato de levedura 0,2%
Manitol 2%
Agar 1%

Agua destilada qsp 100%
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O meio foi esterilizado conforme ja descrito. Posteriormente ele foi distribuido

em placas de Petri, previamente esterilizadas a 121°C, 1 atm durante 40 minutos.

c) Agar Batata

Batata 200,0 g
Peptona 50g
Extrato de levedura 30g
Agar 100 g
Agua destilada qsp 1000 mL

As batatas (200 g) foram picadas, cozidas por uma hora em um Becker de 1000
mL contendo 500 mL de agua destilada. Depois de resfriadas foram filtradas através de
gaze. Ao filtrado foram adicionados peptona, extrato de levedura e agar ¢ o pH
ajustado para 6,8. Em seguida, o volume da solugdo foi completado para 1000 mL.
Aliquotas de 20 mL foram distribuidas assepticamente em placas de Petri estéreis.

ANEXO II

Morfologia Celular (Gram)

O Gram € um método de dupla coloragdo, muito usado na sistematica bacteriana
e que, além dos caracteres morfologicos, permite evidenciar determinadas

propriedades tintoriais das bactérias indispensaveis a sua classificagio.

As bactérias, de acordo com esse método, sio classificadas em dois grupos: Gram

positivas e Gram negativas.
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e Solugdes Usadas no Gram:

a) Solugdo de violeta genciana

Violeta de genciana 10g
Acido fénico 20g
Alcool a 95° 10 mL
Agua destilada 100 mL

b) Solugao de lugol fraca

Iodo 1,0g
Todureto de potassio 2,0g
Agua destilada 300 mL

¢) Diferenciador
Alcool absoluto

d) Solugao de fucsina fenicada de Ziehl

Fucsina basica 10g
Fenol fundido 50g
Alcool a 95° 10 mL
Agua destilada 100 mL

Foi realizado um esfregago da bactéria em uma ladmina de vidro que foi fixado
passando a 1amina pela chama do bico de Bunsen. A seguir o esfregago foi coberto
com a solugdo de violeta de genciana, deixando-a agir durante 1 minuto. O corante foi
desprezado da lamina e, sem lavar, esta foi coberta com a solugdo de lugol durante 1

minuto. Em seguida, a lamina foi lavada em agua corrente e descorada com alcool
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absoluto, evitando o descoramento excessivo e novamente lavada em 4gua corrente. A
lamina foi submersa rapidamente na solugio diluida de fucsina de Zielh para a
obtengdo de uma coloragéo de contraste e lavada em agua corrente. A preparagdo foi

examinada com objetiva de imers3o apOs a sua secagem.
o Interpretagdo dos Resultados:
Bactérias Gram positivas: coram-se em roxo;

Bactérias Gram negativas: coram-se em vermelho.

Prova de Motilidade das Bactérias

Para esse tipo de prova foi usada uma suspensio bacteriana de uma cultura jovem
(com menos de 18 h). Foi feita uma semeadura em picada em um meio de cultura
semi-solido (agar a 0,5%) utilizando uma agulha de platina na posigdo vertical
embebida na supensdo bacteriana alcangando o fundo do tubo. A incubagdo da cultura

foi a 30°C durante 24 h.

O crescimento das bactérias im6veis serd ao longo da linha de picada, enquanto

que as bactérias moveis difundirdo-se no meio de cultura em varias diregdes.

Prova da Catalase

Em uma ldmina de vidro foi colocada uma colonia de bactérias, adicionando a
esta uma gota de peroxido de hidrogénio, quando houver desprendimento de gas (O,) a
bactéria € catalase positiva e, quando isto ndo ocorrer a bactéria é catalase negativa, ou
seja, ndo produz a enzima ou produz em quantidade ndo detectada pelo método
(Sneath, 1960).

Prova da Producdo de Hemolisina

A produgdo de hemolisina ou capacidade hemolitica de uma bactéria ¢ verificada
pela formag@o de um halo ao redor de uma col6nia bacteriana semeada em placas

contendo meio agar-sangue.
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Glicose 0,5%

Extrato de Levedura 0,2%
Peptona 0,5%
Agar 1%
Sangue heparinizado 5%
Agua destilada gsp 100%

Todos os reagentes acima, exceto o sangue sdo misturados, autoclavados a121°C.

Aguarda-se o resfriamento do meio até uma temperatura aproximada de 45°C. No
fluxo laminar adiciona-se entdio o sangue, homogenizando bem e distribuindo em

placas de Petri estéreis.

Prova do Vermelho de Metila (VM)

Alguns microrganismos, gragas ao seu complexo enzimatico, tém a propriedade
de provocar um grau de acidez wvariavel, quando crescem em meio glicosado e
fosfatado. E uma reagdo lenta do tipo desmoélise. A adigio de vermelho de metila

permite detectar a queda do pH do meio.

e Meios de Cultura e Reativos Usados

Meio de Clark & Lubs

Peptona 50g
Fosfato dipotassico 50¢g
Glicose 50¢g
Agua destilada gsp 1000 mL

Os constituintes do meio foram aquecidos para facilitar a dissolugdo e o pH foi

ajustado para 7,5. O meio foi filtrado em papel de filtro e distribuido em tubos, os

quais foram a seguir esterilizados a 121°C durante 15 minutos em 3 dias consecutivos.
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A bactéria foi cultivada durante 2 a 5 dias no meio de Clark & Lubs, a 30°C. Ao
final do periodo de incubagdo foram adicionadas ao tubo algumas gotas do indicador

(solugdo hidroalcoolica de vermelho de metila a 0,1%).
e Interpretagdo dos Resultados:
Reagdo VM positiva: coloragdo vermelha (pH 4,5);

Reagdo VM negativa: coloragdo amarela (pH 7,0).

Prova de Voges Proskauer (VP)

O meio de cultura utilizado € o caldo glicosado (descrito em 3.1.1). Essa reagdo
se processa pela agdo do complexo enzimatico do microrganismo agindo sobre o
substrato (O’ Meara, 1931)

O microrganismo foi cultivado em caldo glicosado a 30°C durante 24 he a 2 mL
dessa suspensdo foram adicionados 1 mL do reagente de Barrit (Solugdo de KOH em
a-naftol (1:3)), agitando em seguida.

e Interpretagdo dos Resultados:

Reag¢do de VP positiva: coloragdo vermelha;

Reagdo de VP negativa: auséncia de cor vermelha.

Crescimento de Bactérias Mes6filas

A bactéria foi inoculada em um agar glicosado e incubada a 37°C durante 24 h,

observando se houve o crescimento apds esse tempo.

Crescimento de Bactérias Psicrofilas

A bactéria foi inoculada em um agar glicosado e incubada a 4°C durante 7 dias,

observando se houve o crescimento apds esse tempo.
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Reducdo de Nitratos

O termo redugdo de nitratos inclui todos os processos pelos quais o mnitrato
desaparece do meio de cultura sob a influéncia da agdo bacteriana, aparecendo o
nitrogénio em produtos com estado de oxidagdo menor. A redugdo dos nitratos se faz

somente sob condigdes anaerdbias.

e Meios e Reativos Usados:

a) Caldo Nitrato:
Nitrato de Sédio 10g
Caldo simples 100 mL

Esterilizar em autoclave.

b) Caldo Simples

Extrato de carne 40¢g
Peptona 10,0 g
Cloreto de s6dio 40¢g
Agua destilada 100 mL

Aquecer para dissolver. Ajustar o pH a 7,4 - 7,6. Deixar ferver por 10 minutos.
Filtrar em papel e completar o volume para 100 mL com agua destilada. Esterilizar em

autoclave.

¢) Reagente para Detecgdo de Nitritos:

Solugdo A: Solugdo B:
Acido sulfanilico 0,8 g o, naftilamina 05¢g
Acido acético 30 mL Acido acético 30 mLI1

Agua destilada 100 mL Agua destilada 100 mL
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Os tubos contendo o meio de nitrato foram inoculados com as bactérias e
incubados a 30 °C durante 24 h. A formagéo de nitritos ¢ detectada apds adigdo de 3 a
4 gotas da solugdo A na superficie do meio de cultura, seguida da adigdo de 3 a 4 gotas

da solugédo B.

A presenca de nitrito ¢ indicada pelo aparecimento de uma coloragdo vermelha.
Resultados negativos serdo confirmados pela adigdo ao tubo de cultura de uma
pequena quantidade de p6 de zinco que promove a redugdo dos nitratos a nitritos (NO;-
— NO,). O aparecimento da cor vermelha € indicativo de que os nitratos ndo foram

reduzidos.

Producdo de Acido Sulfidrico

Essa prova permite verificar se a bactéria, através de um complexo enzimatico,
promove a degradagdo de aminoacidos (cistina) dando como produto final gas
sulfidrico (Kolmos & Schmidt, 1987).

A bactéria foi inoculada em caldo glicosado simples, sendo que dentro do tubo de

cultura havia uma tira de papel de filtro embebida em solugdo de acetato de chumbo
presa na rolha de algoddo por uma das extremidades. A incubagdo foi a 30°C durante

24 h.

A reagdo positiva € evidenciada pela formagdo de manchas negras no papel

reativo, que indicam o aparecimento de gas sulfidrico (H,S).

Prova da Urease

Trata-se de uma reagdo na qual o microrganismo por meio da urease hidrolisa a
uréia, dando como produto final a amonia. Como produto da alcalinidade desenvolvida

no meio ha uma viragem do indicador de pH (Lautrop, 1960).

O microganismo foi inoculado em meio contendo uréia e o indicador de pH azul
de timol, a incubagio foi a 30°C, sendo observado entre 24 h até 5 dias apos a

incubagdo. A reagdo positiva é observada pelo aparecimento de uma cor violacea.
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Fermentacdo de Carboidratos

A capacidade fermentativa de carboidratos por um microrganismo € verificada
através da formnagdo de produtos finais da reagdo, tais como: alcoois, acidos, CO,, NH,
e H,. O meio mais empregado € a agua peptonada, podendo ser na forma liquida ou
semi-solida. Os meios semi-sélidos sdo distribuidos em camada alta e a semeadura é

feita em picada profunda.

Adiciona-se ao meio de cultura um indicador, o vermelho de fenol, para revelar a
acidez, produto da fermentagdo (Hugh & Leifson, 1953).

Foi utilizado um meio de cultura basico (agua peptonada) adicionando-se a este

as solugdes estéreis do agucar teste € do vermelho de fenol ambos em wuma
concentragdo final de 1,0%. A seguir a bactéria foi inoculada a 30°C entre 24 a 48 h.
¢ Interpretagdo dos Resultados:

Se ha turvagido do meio sem modificagdo da cor, indicando que a bactéria nio

fermentou o carboidrato e o resultado € negativo,

Se ha mudanga da cor do meio, com produgdo de gas, a bactéria desdobrou o

aguicar e a reagao € positiva,

Se ha mudanga da cor do meio, sem produgdo de gas, a reagdo € positiva sem gas.
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ANEXO I1I
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Figura 1 A: Espectro de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H da Violaceina.

Uma amostra foi dissolvida em DMSO e o espectro foi registrado em 300 Mhz.
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Figura 2A: Espectro de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H da Prodigiosina

25-C. Uma amostra foi dissolvida em Cloroféormio deuterado tendo como referéncia
interna TMS e o espectro foi registrado em 300 MHz.



