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RESUMO

Isolados de Staphylococcus aureus correspondem a importantes patdgenos para humanos e
outros mamiferos, frequentemente associados a doencas em tecidos moles, tanto em
infeccOes localizadas quanto sist€émicas. Tais infec¢des por S. aureus sdo geralmente de
dificil tratamento devido a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana. Atualmente, linhagens
de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo isoladas em infeccdes e uma das dltimas
drogas de escolha para tratar essas doencas € a vancomicina, um anitbidtico glicopeptideo.
Entretanto, o isolamento de S. aureus com hetero-resisténcia e resisténcia intermediaria a
vancomicina (VISA e HVISA) tem sido descrito em diversos paises. Dessa forma, a
descoberta e caracterizacdo de novas drogas para tratar infec¢des por S. aureus é uma
necessidade urgente. Neste trabalho, hda a descricdo da atividade antimicrobiana da
violaceina, uma molécula isolada de algumas espécies de bactérias ambientais, para
linhagens VISA e hetero-VISA (HVISA) que se apresentaram resistentes a 24 antibidticos
diferentes, o que indica um fenétipo de multirresisténcia (MRD). Os dados indicam uma
atividade antimicrobiana expressiva da violaceina, sendo este efeito também observado
através da realizacdo de ensaios de efeito pds-antibidtico e curvas de tempo-morte. O efeito
antimicrobiano da violaceina para linhagens de S. aureus resistentes a 24 antibidticos
pertencentes a diferentes classes indicam um mecanismo distinto de a¢do da violaceina.
Estes resultados sugerem a violaceina como uma droga em potencial para tratar infec¢oes

por S. aureus MRD, incluindo linhagens VISA e HVISA.

Palavras-chave: acdo antimicrobiana, resisténcia a vancomicina, violaceina, Staphylococcus

aureus.

Vii



viii



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an important pathogen to human and other mammals frequently
associated with soft tissues, causing local and systemic infections. S. aureus infections are
generally difficult to treat due to antimicrobial resistance. Nowadays, methicilin-resistant S.
aureus (MRSA) strains are commonly isolated from infections and one of the last options
to treat these diseases is vancomycin, a glycopeptide antibiotic. However, the isolation of
vancomycin-intermediate or vancomycin-resistant S. aureus (VISA and VRSA strains) has
been reported in different countries. Therefore, identification of new drugs to treat S.
aureus infections is an urgent need. In this work, we described the antimicrobial activity of
violacein, a molecule isolated from some groups of environmental bacteria, to VISA and
hetero-VISA (HVISA) strains that are resistant to 24 different antimicrobials which
indicates a multi-drug resistance (MDR) phenotype. Results reported here show a
significant antibacterial activity of violacein. This effect was also observed in post
antibiotic assays and in time-kill curves. The antibacterial effect of violacein to S. aureus
strains resistant to a panel of 24 antimicrobial agents of different classes suggests a diverse
antibacterial mechanism for violacein. These results suggest violacein as a potential drug to

treat MDR S. aureus infections including VISA and HVISA strains.

Keywords: antimicrobial action, vancomycin resistance, violacein, Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO
1.1. Resisténcia Bacteriana a Antimicrobianos

A descoberta e subsequente uso comercial de antibidticos inauguraram uma nova
era para a humanidade, na qual patégenos de longa data, que representavam sérios riscos a
satide humana, passaram a ser controlados. Com o passar do tempo, a plasticidade genética
e fisioldgica bacteriana prevaleceu, o que promoveu o surgimento de linhagens resistentes
de diversos patogenos (humanos, inclusive), e a resisténcia apresentada por estes se
espalhou.

Devido ao problema crescente da resisténcia bacteriana, tornou-se necessiria a
implementacdo de defini¢cdes para descrever e classificar os diferentes niveis dessa
resisténcia aos agentes antimicrobianos, para facilitar a troca de dados epidemiolégicos
entre diferentes regides de um mesmo pais ou, até mesmo, entre diferentes paises. Portanto,
trés designacOes principais foram definidas para classificar algumas bactérias -
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.
- com alto grau de resisténcia: multirresistentes, extremamente resistentes (também
chamadas de amplamente resistentes) e as pan-resistentes (Magioraklos et al., 2011).

Dessa forma, sdo consideradas bactérias multirresistentes aquelas que apresentam
resisténcia a trés ou mais diferentes classes de antibidticos (concluidos a partir da
realizacdo de testes in vitro). Ja as amplamente resistentes apresentam resisténcia a quase
todas as classes, sendo sensivel no maximo a duas delas, enquanto que as pan-resistentes
sdo resistentes a todos os agentes antimicrobianos. Para se assegurar a classificagdo de uma
bactéria como pan-resistente, esta precisa ser testada e detectada como resistente a todos os

antimicrobianos aprovados atualmente para uso (Magioraklos et al., 2011, Falagas, 2008).



Em relacdo as infec¢des por bactérias resistentes, o Brasil carece de muitos dados
epidemioldgicos, o que ndo nos permite avaliar de maneira global o panorama nacional do
nimero de mortes por estas infec¢des, uma vez que os hospitais ndo sdo obrigados a
notificar ao governo federal (Ministério da Sadde) tais casos e nem se a doenga causou a
morte do paciente. O Centro de Controle de Doencas (do inglés, CDC) dos Estados Unidos
divulgou um relatério com os dados relativos ao nimero de mortes por infeccdes causadas
por bactérias resistentes a antibidticos neste pais no ano de 2013. Neste documento, foi
divulgado que 23.000 pessoas sucumbiram a este tipo de infec¢do durante este ano. Tal
dado serve como ferramenta para ilustrar a gravidade deste que deve ser considerado um

sério problema de satde publica (Centro de Controle e Prevencdo de Doencas, 2013).

1.2. Staphylococcus aureus: Caracteristicas, Patogenicidade Resisténcia

Staphylococcus aureus sao cocos Gram-positivos, isolados pela primeira vez na
década de 1880 e atualmente incluem 49 espécies e 26 subespécies (da Motta et al., 2014).
Seu didmetro varia entre 0,5 e 1,5um, ndo formam esporos e sdo anaerdbias facultativas -
com exce¢do de Staphylococcus anaerobius. Algumas espécies sdo produtoras de
enterotoxinas, como por exemplo o superantigeno toxina-1 do choque toxico estafilocécico
(conhecida como a sigla TSST-1) (Bannerman, 2003). Estas bactérias também apresentam-
se divididas de acordo com a sua capacidade de coagular o plasma sanguineo (reacdo de
coagulase). Os estafilococos coagulase positiva sdo normalmente as espécies mais
patogénicas e os negativos sdo geralmente comensais, sendo que algumas espécies podem
ser infecciosas. (Foster, 1996). Seu genoma apresenta entre 2.700 e 2.800 Kb, com

conteddo GC de aproximadamente 33% (Mtynarczyk et al., 1998).



Uma propriedade bioldgica fundamental de S. aureus € a sua habilidade de
colonizar assintomaticamente individuos sauddveis. Aproximadamente 30% dos humanos
sdo carreadores nasais assintomadticos destas bactérias, sendo que estes apresentam altos
riscos de desenvolver infecgdes, além de serem fontes de transmissdo para outras pessoas
(Brown et al., 2014). As vias aéreas sao os principais reservatorios primarios de S. aureus,
no entanto sdo passiveis de serem encontradas em todos os micronichos do corpo humano,
incluindo trato respiratério, gastrointestinal, sistema genitourinario e pele (Svec et al.,
2010; Hauschild & Stepanovic, 2008). A principal via de transmissao de S. aureus € o
contato direto (pele-a-pele), no entanto o contato com superficies e objetos contaminados
também pode ocorrer. Além disso, a presenca de bactérias parece estar relacionada com a
colonizagdo de outras dreas do corpo, por transferéncia pelas maos (Chambers & DeLeo,

2009).

S. aureus pode ser uma bactéria comensal ou um patdégeno oportunista. Isso
porque a colonizacao nasal geralmente persiste, muitas vezes por longos periodos de tempo,
0 que representa uma pré-disposicao para doengas futuras, como por exemplo doencas de
pele e tecidos moles, podendo também causar quadros mais graves como bacteremia e
sepse. Esta bactéria € causadora de doengas em animais, como a mastite bovina, e de uma
enorme gama de doengas em humanos, incluindo patologias causadas por toxina (como
gastroenterites e sindrome do choque toxico), cutineas (como foliculites, impetigo,
furinculos e sindrome da pele escaldada) e doencas mais graves (como bacteremia,
endocardite, pneumonia e osteomielite). Estes fatores, associados a ubiquidade, fazem de S.
aureus um dos principais agentes causadores de infec¢des nosocomiais € na comunidade

(Brown et al., 2014; Foster, 2004; Banneman, 2003).



O género Staphylococcus sp representa uma combinacdo preocupante de resisténcia
e patogenicidade. S. aureus produz uma gama de diferentes fatores de patogenicidade
incluindo proteinas de superficie que promovem a aderéncia e danos a tecidos, sistemas de
escape do sistema imune (incluindo proteinas especificas e uma cépsula de polissacarideos)
e uma série de toxinas que causam danos e destroem células e tecidos, atuando como
enzimas citoliticas ou superantigenos (Brown et al., 2014; Foster 2004; Lowy, 1998).

A resisténcia a antibidticos agrava a situacdo. Até o ano de 1940, no qual a
penicilina foi introduzida como droga para o tratamento de doengas causadas por S. aureus,
a taxa de mortalidade por estas infeccdes era de aproximadamente 80% (Chambers &
DeLeo, 2009). Apds o inicio da utilizagdo deste antibidtico, tais infeccdes passaram a ser
controladas. No entanto, dois anos apds a introdu¢ao deste medicamento, foram isoladas as
primeiras linhagens resistentes a penicilina. O mecanismo baseou-se na aquisi¢do de um
plasmideo que contem um gene (blaZ) capaz de codificar a produ¢do de uma enzima
(penicilinase) que hidrolisa o anel beta-lactimico da molécula de penicilina, fazendo com
que esta perca sua atividade (Olsen et al., 2006). Esta resisténcia se espalhou rapidamente,
sendo que em 1960, oitenta por cento dos S. aureus isolados apresentavam resisténcia a este
antibidtico e esta porcentagem ja representa 90% dos isolados (Chambers & Del.eo, 2009;

Olsen et al., 2006).

Em 1959, no Reino Unido, a meticilina foi introduzida no mercado para o
tratamento de infec¢des por S. aureus resistentes a penicilina, tendo como diferencial a
capacidade de ndo ter a atividade perdida pela acdo das penicilinases. Porém, apenas dois
anos apds o inicio da utilizacdo da meticilina para estes tratamentos, foram descritos na

N

Europa os primeiros casos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA, do inglés



methicillin- resistant Staphylococcus aureus). Esta resisténcia € de origem cromossdmica e
conferida por uma proteina denominada PBP2a - proteina de ligacdo a penicilina 2a - que
apresenta diminui¢do da afinidade aos beta-lactamicos. A PBP2a é codificada pelo gene
mecA que € carregado por um grande elemento genético integrado ao cromossomo de

amostras MRSA, designado Cassete Cromossdmico Estafilocécico mec (SCCmec, do

inglés Staphylococcal Cassette Chromosome mec) (Chambers & DelLeo, 2009).

Atualmente, s@o descritos 11 tipos de SCCmec, designados como tipos 1 a XI
(Vossenkuhl et al., 2014). Estes diferem entre si principalmente pelo complexo de genes
ccr e mec, os dois elementos mais importantes do cassete, responsdveis pela integracdo e
excisdo do SCCmec e pelo fenétipo de resisténcia a beta-lactamicos, respectivamente
(International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette

Chromosome Elements, 2009).

A vancomicina, um antibiético da classe dos glicopeptideos, passou a partir de 1958
a ser utilizado em infec¢des por bactérias Gram-positivas e até hoje representa uma
alternativa no tratamento de uma variedade de micro-organismos, especialmente S. aureus
resistentes a meticilina (Howden et al., 2010). Ela atua interferindo na sintese de parede
celular bacteriana, especificamente na etapa de transpeptidacao, por ligar-se ao terminal D-
Ala-D-Ala dos precursores de peptidoglicano, também chamado de peptidoglicano imaturo
(Kwun et al., 2013; Hong et al., 2008).

Em 1997 no Japdo foram relatadas as primeiras linhagens apresentando reducdo na
suscetibilidade a vancomicina, descritas como VISA (Staphylococcus aureus com
resisténcia intermedidria a vancomicina) e S. aureus com heterorresisténcia intermediaria a

vancomcina (HVISA) (Hiramatsu et al., 1997). No Brasil, os primeiros isolados VISA



foram descritos em amostras hospitalares no ano de 2001 (Oliveira et al., 2001). Nao ha
uma definicdo precisa para HVISA , entretanto, estas células sdo consideradas uma
subpopulagdo com diminui¢do da suscetibilidade a vancomicina em meio a S. aureus
sensiveis a este antibidtico (Howden et al., 2010).

A reducdo da suscetibilidade a vancomicina para estas bactérias se da por dois
mecanismos principais. O primeiro consiste em um aumento da sintese de peptidoglicano, o
que gera um espessamento da parede e dificulta a chegada da vancomicina ao seu alvo
(septo de divisdo). Além disso, hd nestas células uma diminui¢do das ligacdes cruzadas do
peptidoglicano, o que leva a exposicdo dos residuos D-Ala-D-Ala do peptidoglicano
maduro, tornando-os disponiveis para se ligarem a vancomicina, atuando como falsos alvos
e impedindo que as moléculas da droga alcancem o seu verdadeiro alvo - peptidoglicano
imaturo - presente na membrana plasmdtica (Hiramatsu et al., 2014; Lowy et al., 2003;
Vidaillac et al., 2013).

Em relacdo as bases genéticas do nivel intermedidrio de resisténcia a vancomicina, a
aquisicdo do fendtipo VISA parece ser um processo de vdrias etapas. No entanto,
basicamente os mesmos genes encontram-se frequentemente identificados em diversas
linhagens desse tipo ao redor do mundo (Howden et al., 2010). Associacdes entre este
fendtipo e mutacdes nos sistemas de dois componentes (SDC) graRS e vraRS t€m sido
demonstradas em vdrios estudos. Recentemente, mutacdes no sistema de dois componentes
walKR também foram identificadas como responsdveis por uma grande parte dos fen6tipos
VISA (McEvoy et al., 2013; Howden et al., 2011).

Um sistema de dois componentes € um mecanismo de transducdo de sinal, presente
em diversos organismos. O sistema de dois componentes graRS estd envolvido com a

suscetibilidade da bactéria a peptideos antimicrobianos catidnicos - muitos deles
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produzidos como resposta do sistema imune contra proliferacdo de micro-organismos - €
alguns antibidticos, dentre eles a vancomicina, através da regulacdo de dois fatores (dlf e
mprF) que influenciam na carga da superficie celular bacteriana (Falord et al., 2011). Ja o
SDC vraSR regula inimeros genes, alguns necessarios a sintese de parede celular como por
exemplo o gene murZ, responsavel pela biosintese do mondmero precursor de
peptidoglicano (Galbusera et al., 2011; Kuroda et al., 2004). O sistema de dois
componentes wakKR esta relacionado também com o controle do metabolismo da parede
celular, especialmente do peptidoglicano, além de regular a expressdo do gene da autolisina
na bactéria (McEvoy et al., 2013; Howden et al., 2011).

Ja o fenétipo resistente a vancomicina foi relatado pela primeira vez nos Estados
Unidos, no ano de 2002 (Centro de Controle e Prevencdo de Doencas Infecciosas -CDC,
2002), e é gerado pela aquisicdio do gene vanA de Enterococcus spp. (Perichon &
Courvalin, 2009). O mecanismo de resisténcia estd relacionado com a altera¢do do terminal
D-Ala-D-Ala para D-Ala-D-Lac no peptidoglicano, o que resulta na queda da afinidade da
vancomicina por este terminal em mais de 1000 vezes, por gerar uma interagdo repulsiva
entre a molécula e o seu alvo. E importante destacar que este novo precursor é sintetizado
apenas na presenca de vancomicina (mesmo que em baixas concentragdes), 0 que permite a
continuacdo da montagem do peptidoglicano (Gardete & Tomasz; 2014; Xie et al., 2011;

Lowy et al., 2003).

Em relacdo as terapias alternativas, muitos estudos relacionados com o
desenvolvimento de vacinas para S. aureus encontram-se em andamento. No entanto,
nenhuma vacina anti-estafilocécica ja foi desenvolvida com éxito. Um importante

obstaculo para a produgdo vacinal € a evidéncia clinica da capacidade de evasdo do sistema



imune por estas bactérias (DeDent et al., 2012). Além disso, outra terapia amplamente
estudada é o uso de fagos para o tratamento de infeccdes por S. aureus. Muitas delas
mostraram resultados promissores no tratamento in vitro de diversas doengas em humanos,
como por exemplo infec¢cdes oculares e pulmonares. Entretanto, alguns fatores impedem
atualmente a expansao desta estratégia para o tratamento de infeccdes bacterianas, sendo o
primeiro deles a possibilidade de transferéncia horizontal de genes por fagos lisogénicos e
as possiveis interagdes com o sistema imune do paciente, que podem reduzir a eficicia
desta abordagem terap€utica por conseguir inativar os fagos presentes na circulacdo e, no
caso de outras complicacdes mais graves, a possibilidade de ocorréncia de uma reagdo
alérgica (Kazmierczak et al., 2014). Dessa forma, a terapia antibiética ainda continua sendo

o principal recurso no tratamento de infec¢Oes por S. aureus.

1.3. Caracteristicas de Bacillus subtilis

Outra bactéria Gram-positiva amplamente estudada € Bacillus subtilis, um micro-
organismo aerdbio facultativo, formador de esporos e que habita o solo. Apesar de ndo ser
patogénica, tal bactéria € capaz de causar deterioragdo em alimentos. O genoma desta
bactéria contem 4.215 Kb e aproximadamente 4107 genes, com 43,5% de conteudo G+C.
No aspecto celular, B. subtilis apresenta uma espessa camada de peptidoglicano ao redor da
membrana citoplasmadtica, o que confere um protecdo significativa contra a ruptura destas

células (Wahome, 2008).

Devido ao grande nimero de informacdes a respeito desta bactéria e seus diversos
processos metabdlicos e genéticos, B. subtilis tem sido utilizado como um tipico

representante de bactérias Gram-positivas, por fornecer informacgdes que auxiliam na



compreensdo de diversos aspectos da biologia deste grupo de bactérias, assim como
Escherichia coli atua para as Gram-negativas (Madan Babu, 2013). Estas bactérias sao
também amplamente estudadas como um modelo de exploracdio de novos tratamentos
farmacoldgicos para alguns patégenos importantes com os quais sdo relacionados como
Bacillus anthracis e bactérias do género Staphylococcus, como por exemplo S. aureus, €
também alguns outros com os quais relacionam-se de maneira mais distante, como por

exemplo Clostridium botulinum e Streptococcus pneumoniae (Henry et al., 2009).

A enorme capacidade adaptativa de B. subtilis a injdrias e alteracdes ambientais fez
com que este organismo se destacasse tanto na natureza quanto em aplicacdes industriais.
Isso porque sua adaptabilidade a engenharia genética (devido a fatores como por exemplo o
desenvolvimento de um estado competente) e sua ampla capacidade fermentativa em larga
escala fizeram com que esta bactéria passasse a ser amplamente utilizada na industria.
Dentre os produtos gerados por B. subtilis, estdo principalmente enzimas (amilase e

proteases), antibidticos e inseticidas (Van Dijl & Hecker, 2013).

1.4. Novos Antimicrobianos

Dado o panorama grave de resisténcia bacteriana a drogas apresentado, destaca-se a
necessidade de pesquisa, descoberta e desenvolvimento de substincias que se apresentem
eficazes no tratamento de doengas bacterianas. Nos ultimos 50 anos, o desenvolvimento de
novos antibidticos baseou-se essencialmente em mudancas estruturais daquelas moléculas
que ja haviam sido descobertas, principalmente durante os anos de 1940 e 1950, conhecidos
como “Anos de ouro da descoberta de produtos antibidticos naturais”. Porém, esforcos

também devem ser concentrados no sentido de retomar o isolamento de produtos naturais



com atividade antibidtica, a partir de fontes microbioldgicas. A principal vantagem desta
nova descoberta seria a ampliacdo da possibilidade destas moléculas apresentarem
mecanismos de acdo diferentes daquelas atualmente conhecidas, o que contribui para o
aumento nas chances de combate as bactérias multi-resistentes. (Roemer et al., 2012;
Clardy et al., 2006).

Devido a necessidade urgente da descoberta e desenvolvimento de novos
antimicrobianos, a Sociedade de Doencas Infecciosas dos Estados Unidos (IDSA-
Infectious Diseases Society of America) criou no ano de 2010 a "Iniciativa 10 x 20", com o
intuito de estimular a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos, € que teve
apoio de associacdes, fundacdes e sociedades de diversos paises. Tal iniciativa consistiu na
criacdo de uma ac¢do global de pesquisa e desenvolvimento de antimicrobianos, visando o
desenvolvimento de 10 novos antibidticos seguros e efetivos até o ano de 2020 (Infectious
Diseases Society of America, 2010).

De acordo com o documento deste 6rgdo, a iniciativa foi implementada devido ao
fato de que desde a década de 90, muitas empresas abandonaram a pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas. Este abandono ocorreu principalmente
devido a uma mudanca de foco na pesquisa por parte destas empresas, uma vez que
atualmente os recursos e esforcos estdo concentrados principalmente na pesquisa de drogas
para serem utilizadas no tratamento de doencas cronicas, cujos lucros apds estes
medicamentos serem colocados no mercado sdo maiores do que os provenientes da venda

de antibidticos (Infectious Diseases Society of America, 2010).
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1.5. Violaceina

Nesse sentido, um deste produtos a ser explorado € a violaceina, um pigmento roxo
formado a partir da condensacdo de duas moléculas de triptofano. Este pigmento consiste
em um derivado inddlico caracterizado como [3-(1,2-diidro-5-(hidroxi-1H-indol-3-il)-2-
oxo-3H-pirrol-ilideno)-1,3-diidro-2H-indol-2-ona] e sua molécula encontra-se ilustrada na
Figura 1. A violaceina é produzida por diversas bactérias ambientais, incluindo
Chromobacterium violaceum, Collimonas sp., Duganella sp., Janthinobacterium lividum

and Pseudoalteromonas spp. (Duran and Menck, 2001; Ballestriero et al., 2014).

Figura 1. Estrutura quimica da violaceina (C20H1303N3) (Adaptado de Rettori & Duran,

1998).

Mesmo com a producdo da violaceina por diversas bactérias, a funcio exata desta
molécula na fisiologia de tais células ainda ndo foi completamente elucidada. Alguns
estudos descrevem que a violaceina atua na resisténcia ao estresse oxidativo (em C.
violaceum), defesa antifiingica em anfibios (producdo por J. lividum) e anti-predadores

contra protozodrios em ruminantes (Pseudoalteromonas tunicata) (Ballestriero et al., 2014).
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Apesar da ndo compreensdo da fungdo da violaceina para as bactérias produtoras,
este pigmento tem sido estudado devido o seu amplo espectro de acdes bioldgicas,
incluindo atividade antiulcerogénica (Duran et al., 2003), antiparasitiria (Tripanosoma,
Leishmania e Plasmodium) (Duran and Menck, 2001; Leon et al., 2001; Lopes et al., 2009),
antioxidante (Konzen et al., 2006), antiviral (Andrighetti-Frohner et al., 2003) e antitumoral
(de Azevedo et al., 2000).

A atividade antimicrobiana da violaceina ja foi descrita hd décadas (Lichstein and
Van De Sand, 1946; Mose and Potsch, 1954). No entanto, ao longo do tempo a sua
atividade antimicrobiana nao foi amplamente explorada. Resultados prévios do nosso grupo
indicaram que a violaceina apresenta uma expressiva capacidade inibitéria para S. aureus
(dados ndo publicados). Recentemente, sua propriedade antimicrobiana foi descrita para S.
aureus isolados de mastite bovina (Cazoto et al., 2011). Além disso, Subramaniam e
colaboradores (2014) exploraram o efeito sinérgico da violaceina com outros principios
ativos contra diferentes espécies de bactéria, mas somente uma linhagem de S. aureus foi
utilizada neste estudo e, além disso, como aqui demonstrado, a concentra¢do inibitdria
apresentada por aqueles autores foi muito maior do que a observado por nds no presente
estudo. Portanto, destaca-se a necessidade de maior compreensao da atividade da violaceina
para estas bactérias, especialmente aquelas que apresentam-se resistentes a drogas ja

utilizadas na terapéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

- Avaliagdo da atividade da violaceina para linhagens de Staphylococcus aureus que

apresentam suscetibilidade reduzida a vancomicina (linhagens VISA e HVISA).

2.2. ESPECIFICOS

- Avaliacdo da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) e concentracdo bactericida minima

(CBM) de violaceina sobre amostras VISA e HVISA;

- Andlise dos efeitos da violaceina sobre as bactérias tratadas com este antimicrobiano
(com e sem remogao do tratamento), ao longo do tempo, através da realizacdo de curva de

tempo-morte e efeito pds-antibidtico;

- Avaliar as possiveis alteracdes morfologicas nas células tratadas com violaceina por

Microscopia Eletronica de Transmissao;

- Avaliar a ac¢do antimicrobiana da violaceina para uma linhagem tipo de Bacillus subtilis,

micro-organismo modelo para bactérias Gram-positivas, abrindo perspectivas para a

realizacdo de estudos mais aprofundados do mecanismo da violaceina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. VIOLACEINA

As amostras de violaceina utilizadas neste trabalho foram provenientes da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), que a obtém e purifica a partir da bactéria
Jantinobacterium lividum. Os frascos utilizados durante o trabalho foram provenientes do
lote nimero 118K4041 e apresentam pureza > 98%, de acordo com o certificado de andlise,
que pode ser visualizado no Anexo 1. A violaceina foi ressuspendida em dimetilsulf6xido

(DMSO) puro, até se obter uma solucao estoque com concentragcdo de 20 mM.
3.2. MICRO-ORGANISMOS

Para a avaliagdo da atividade da violaceina, foram utilizadas as linhagens
bacterianas descritas na Tabela 1. Tais linhagens correspondem a uma linhagem tipo
utilizada em alguns ensaios como controle, quatro cepas que apresentam suscetibilidade
reduzida 2 vancomicina, e uma linhagem de B. subtilis. E importante destacar que esta
ultima linhagem foi incluida em todos os testes uma vez que devido ao grande nimero de
informacdes a respeito da sua genética e seu metabolismo, B. subtilis € considerado um
organismo modelo de desenvolvimento de sistemas bioldgicos e de exploracdo de novos

tratamentos farmacolégicos (Goezeler et al., 2008; Mider et al, 2012).
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Tabela 1. Linhagens bacterianas utilizadas no presente trabalho.

Linhagem Procedéncia
Staphylococcus aureus
25923 Linhagem-tipo'
V7 VISA®
V15 VISA®
HV27 Hetero VISA®
HV138 Hetero VISA®

Bacillus subtilis
PY79 Linhagem Padrio’

Legenda:

1. ATCC — American Type Culture Collection. Cedida pela Fundagio Oswaldo Cruz

2. VISA e hetero-VISA — S. aureus resisténcia intermedidria a vancomicina. Linhagens pertencentes a colecdo de
culturas da Profa. Dra. Elsa Masae Mamizuka (Depto. de Andlises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo/SP Brasil).

3. Linhagem gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Frederico José Gueiros Filho (Depto. De Bioquimica, Instituto de
Quimica, Universidade de Sdo Paulo/SP Brasil).

3.3. CULTIVO BACTERIANO

Os meio de cultura de rotina utilizado foi o meio Muller Hinton (MH) caldo ou
Agar MH (1,5%), da marca Oxoid. Culturas liquidas foram crescidas a 37°C sob agitacao
(150 rpm) e culturas em placas foram também crescidas a 37°C em aerobiose. O antibidtico
vancomicina, quando necessdrio ser adicionado aos meios de cultura, foi utilizado nas

concentragdes de 1, 3,5, 7 e 9 ug/mL.

34. INDUCAO DA RESISTENCIA A VANCOMICINA POR PASSAGEM
SERIADA

A passagem seriada foi realizada visando realizar uma pressdo seletiva sobre as
bactérias com suscetibilidade reduzida a vancomicina, podendo também ativar mecanismos

de resisténcia que por ventura encontrem-se presentes em seu genoma. Este ensaio foi
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realizado na presenca de concentragdes crescentes de vancomicina, baseado na metodologia
descrita por Shoji et al, 2011, com adaptacdes. As linhagens VISA e HVISA foram
semeadas em placas contendo concentragdes crescentes deste antibidtico - 1, 3, 5, 7 e
9ug/mL - presentes em placas de Agar MH, conforme citado em 3.3. A cada plaqueamento,
as placas foram incubadas a 30°C por 24 horas e uma coldnia isolada de cada linhagem ali
crescida foi transferida para a placa seguinte. Este ensaio foi realizado com as linhagens
VISA e HVISA antes destas bactérias serem utilizadas em todos os outros ensaios

posteriormente descritos.

3.5. AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA BACTERIANA

O antibiograma das bactérias utilizadas no projeto foi realizado através do método
de disco-difusdo (método de Kirby-Bauer, 1959), no qual realizou-se o crescimento
bacteriano em placas de meio Agar MH, a 37°C, por 18 horas. Feito isso, foram realizadas
diluicdes desta cultura em tubos contendo solucdo salina 0,9%, para que a concentracao
final bacteriana nas suspensdes fosse equivalente a 10° UFC/mL.

A préxima etapa consistiu na semeadura dessas culturas em placas de Agar MH
com o auxilio de um swab esterilizado. Em seguida, foram adicionados discos contendo os
diferentes antibidticos, de maneira equidistante, para evitar uma possivel interferéncia entre
os halos de inibicao. Esta cultura foi mantida a 37 °C por 16-18 horas e apds este periodo os
halos de inibi¢do, quando presentes, tiveram seu diadmetro determinando. Por fim, os
valores dos halos obtidos foram avaliados a fim de se classificar as bactérias como
sensiveis ou resistentes (também denominadas nao sensiveis) para cada um dos antibiéticos
testados, de acordo com as recomendagdes do CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) (Cockerill et al, 2013; CLSI, document M 100-517, 2007). Foram utilizados 24
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antibidticos, de diferentes classes e normalmente utilizados na terapéutica clinica, sendo

que estes e suas respectivas concentragdes encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Antibidticos utilizados para a determinacdo do perfil de resisténcia das
bactérias avaliadas neste trabalho.

Droga Concentracao Droga Concentracao
Acido Nalidixico 30 ug Estreptomicina 10 pg
Amoxicilina 10 g Enrofloxacino 15 ng
Amoxicilina/ Acido 30 nug Sulfametoxazol/ 25 ng
Clavulamico Trimetropim
Aztreonam 30 nug Gentamicina 10 g
Canamicina 30 g Lincomicina 2 ug
Cefotaxima 30 ng Meropenem 10 ng
Cefoxitina 30 g Oxacilina I pg
Cefpodoxima 10 pg Penicilina G 0,6 ng
Ceftazidima 30 ng Eritromicina 10 pg
Ceftriaxona 30 g Sulfato de colistina 10 g
Cloranfenicol 30 g Sulfonamida 300 pg
Ciprofloxacino Spug Tetraciclina 30 g

Ug : micrograma

3.6. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DE VANCOMICINA

Um dos principais métodos preconizados pelo Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) € a
utilizagdo de antibidticos em fitas, também conhecido como Etest (marca bioMerieux®).
Estas fitas apresentam um gradiente predefinido de concentragcdes de antibidtico na faixa de
0,015 pg/mL a 256 pg/mL, para a maioria dos antibidticos.

As suspensdes bacterianas foram produzidas e plaqueadas da mesma forma que em

3.5. Apés isto, as fitas contendo vancomicina foram entdo adicionadas as placas de MH
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Agar e estas foram incubadas a 37°C por 48 horas. A CIM foi determinada como a

concentracdo indicada na fita associada a completa inibi¢do do crescimento bacteriano.

3.7. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DE VIOLACEINA

O método de microdiluicdo seriada foi utilizado para determinar a concentragdo
inibitéria minima (CIM) da violaceina para as bactérias avaliadas neste estudo conforme
padronizacdo para testes de antimicrobianos do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2003).

As bactérias foram cultivadas inicialmente em placas de Petri contendo meio Agar
MH a 37°C durante 24 horas, e posteriormente suspendidas em meio MH liquido na
concentracio de 10° células/ mL. Em placas de microdiluicdo, adicionou-se a violaceina,
em concentracdes seriadas, diluidas em 50 pL. de meio MH liquido e posteriormente foram
adicionados 50 pL das suspensdes bacterianas. A placa de microdilui¢do contendo as
culturas foi entdao incubada a 37°C por 24 horas e a CIM foi determinado como a menor
concentracdo de violaceina capaz de inibir o crescimento visual das linhagens na placa de
microdiluicdo. Todos estes experimentos foram realizados em triplicata e também foi
testada a atividade antibacteriana do DMSO (em uma quantidade correspondente a maior
concentracao utilizada nos pog¢os), para garantir que nao houvesse influéncia do solvente na

atividade da violaceina.

3.8. CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DE VIOLACEINA
Ap6s a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de violaceina para

cada linhagem na placa de microdilui¢ao, o CBM foi determinado através do plaqueamento
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de aliquotas (25 pL) das suspensdes bacterianas tratadas com violaceina provenientes dos
pocos nos quais ndo houve crescimento bacteriano visivel. As culturas foram plaqueadas
em meio Agar MH e incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas para posterior determinagdo
da UFC (Unidades Formadoras de Coldnias). A CBM foi definida como a concentracdo da
droga que resultou na morte de > 99,9% de células em relacdo a concentracio de bactéria

que esteve presente nos po¢os na hora zero (CLSI, 2003, documento M26-A).

3.9. CURVAS DE TEMPO-MORTE

Em complementacio ao MIC e MBC, foram realizados experimentos para a
determinacdo de curvas de Tempo-Morte (time-kill), a fim de se avaliar a atividade da
violaceina sobre as bactérias analisadas ao longo do tempo, em comparag¢do com a cultura
controle. Inicialmente, as bactérias foram cultivadas em Agar MH a 37°C para a obtencdo
de colodnias isoladas. Posteriormente, as colonias foram suspensas em soluc¢do salina a 0,9%
e esta ajustada ao indice de 0,5 da escala MacFarland (correspondente a 1,5x10° UFC/mL).
Diluiu-se entdo a suspensdao em caldo MH para que fosse obtida uma densidade celular de
10° UFC/mL. Cada cultura foi tratada com uma concentracdo correspondente ao seu CIM
(determinado anteriormente) de violaceina, correspondendo a 1,07 pg/mL para Bacillus
subtilis e 2,15 pg/mL para as quatro linhagens com suscetibilidade reduzida a vancomicina.
Como controle, foram produzidas em paralelo culturas de cada uma das linhagens avaliadas
na qual a violaceina nao foi adicionada. As culturas foram cultivadas a 37°C com agitacao
(150 rpm). Aliquotas de 0,1 mL foram retiradas nos tempos 0, 02, 04, 06, 08, 10 e 12 horas
de cada tubo, diluidas em salina (0,9%) esterilizada (dilui¢do seriada) e plaqueadas (25 pL)

em Agar MH e as placas foram incubadas por 18 a 24 horas a 37°C para posterior
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determinacdo da UFC/mL. Todos os ensaios de tempo-morte foram realizados em

triplicata.

3.10. EFEITO POS-ANTIBIOTICO (EPA)

O EPA foi realizado seguindo a metodologia descrita por Craig e Gudmundsson
(1991). O inéculo inicial de 1,0 x 10% UFC/mL da bactéria foi adicionado em 5 mL de
caldo MH contendo violaceina em concentragdes equivalentes a 0.5 x CIM, 1 x CIM e 4
x CIM (1,07; 2,15 e 8,60 pg/mL, respectivamente). As culturas controle nao foram
expostas a violaceina. Apds 2 h de incubacdo a 37°C, com agitacdo (150 rpm), as
amostras foram diluidas (1:1000) em caldo MH (5 mL) para efetivamente remover a
violaceina. Aliquotas (0,1 mL) foram coletadas imediatamente apds a diluicio (0
horas) e de hora em hora até a observacdo de turvagdo do tubo controle. Estas amostras
foram entdo diluidas em solucdo salina 0,9% e plaqueadas em meio Agar MH. Apds 18-
24 horas de incubacdo a 37°C, contagens de viabilidade (UFC/mL) foram realizadas.

O EPA foi calculado como T-C, em que T € o tempo requerido para que as culturas
tratadas crescam 1 log;o em relacdo a hora zero e C € o tempo para que a cultura controle
cresca também 1 log;o. Trés replicatas do experimento foram realizadas para verificar a

reprodutibilidade dos resultados.
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3.11. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a realizacdo da microscopia eletronica de transmissdo (MET), as linhagens V7
e HV138 foram semeadas em placas de Agar MH para que fossem obtidas coldnias isoladas
ap6s 18 a 24 horas de incubacgdo, a 37°C. Posteriormente, foi produzida uma suspensao
bacteriana em solu¢do salina, contendo uma densidade bacteriana de 10° UFC/mL, e com
esta suspensao foi realizada uma dilui¢do 1:50 em caldo MH. As células foram cultivadas a
37°C sob agitacdo de 150 rpm por aproximadamente 5 horas, para que a cultura atingisse a
fase exponencial (DOgyo de ~0.7 to 0.8). A violaceina foi entdo adicionada na concentracdo

de 2 vezes a CIM (4.3 ug/mL) e incubada por uma hora nas culturas tratadas.

Um volume de 50mL de cada cultura foi sedimentado por centrifugacdo (11500 x g,
10 min, 25°C) e ressuspenso por 2 horas em uma solu¢do de 3% de glutaraldeido em 0,1 M
de tampao fosfato pH 7.4, a 4°C. Apds a fixacdo, as amostras foram novamente
centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado celular foi lavado trés vezes com
tampao fosfato 0,1 M e estas células foram pds-fixadas com solucdo de tetroxido de dsmio
1%, neste mesmo tampao, durante 1 hora. Apds este tratamento, a solugdo contendo
tetroxido de 6smio foi entdo removida e o material foi lavado duas vezes com tampao
fosfato 0,1 M e, em seguida, as amostras foram centrifugadas nas mesmas condicdes € o
precipitado foi misturado com gotas de solucdo de agarose 1,5% em dgua destilada, sob

uma lamina.

Depois de solidificado, o material foi desidratado com solugdes de 50, 70 e 90% de
etanol absoluto durante 15 minutos (3 vezes cada) e entdo tratadas com uma solugdo de
etanol e 6xido de propileno (1:1) durante 15 minutos, 6xido de propileno (100%) durante

15 minutos, 6xido de propileno com resina (1:1) por 4 horas e por fim somente resina

21



durante 18 horas (resina Epon 812, da marca Electron Microscopy Science). As amostras

foram incluidas em resina pura por 72 horas em estufa.

Ap6s trimagem do material, os cortes foram feitos em ultramicrétomo com cortes de
0,5 um e ultrafino com 600 nm. Posteriormente, estes foram contrastados em acetato de
uranila (4%) por 30 minutos e em citrato de chumbo (0,3%) por 03 minutos e depois
analisados no Microscépio Eletronico de Transmissdo da marca Zeiss, modelo LEO 906.
Tais andlises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de

Biologia, na Universidade Estadual de Campinas.

3.12. ATIVIDADE COMBINADA DA VIOLACEINA COM ANTIBIOTICOS

COMERCIAIS

Para avaliar possiveis a¢des combinadas da violaceina com antibidticos comerciais
(interagdo aditiva, indiferente, antagonismo, sinergismo), foi utilizada a metodologia de
ensaio de determinacdo do indice de concentracdo inibitéria fracionada ou FICI, como
descrito por Orhan et al.(2005). Inicialmente, as CIMs de todos os antibidticos testados
foram determinados separadamente, de acordo com os procedimentos descritos na secao
3.3. Posteriormente, foram realizados os ensaios de intera¢do, nos quais foi realizada a
preparacdo de solucdes com concentragdes correspondentes a no minimo o dobro da CIM,
tanto para os antibidticos convencionais como para a violaceina. Em seguida, 50 puL de
caldo MH foi distribuido em cada poco de placas de microdilui¢dao (contendo 96 pocgos). O
primeiro antibiético da combinagdo foi diluido ao longo do eixo vertical, enquanto que a
violaceina foi diluida ao longo do eixo horizontal. Um in6culo contendo 10° UFC/mL foi

preparado em caldo MH e 100 pL deste foi adicionado em cada pogo. As placas foram
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incubadas a 37°C, durante 24 horas. Os resultados foram interpretados como concentragdo
minima inibitéria da combinagdo, ou seja, a concentragdo minima de violaceina que,
quando combinada com uma concentracdo minima do segundo (antibidtico), promove
inibicdo do crescimento bacteriano. Por fim, o cdlculo do indice de FIC corresponde a

seguinte férmula:
FICI = CIM(Vc)/CIM(Vs) + CIM(Ac)/ CIM(As);

No qual CIM (Vc) € a concentragdo minima inibitéria da violaceina usada em
combinacdo com o antibidtico, CIM (Vs) € a concentracdo inibitéria da violaceina, CIM
(Ac) € a concentracdo minima inibitéria do antibidtico usado em combina¢do com

violaceina, CIM (As) € a concentracdo minima inibitéria do segundo antimicrobiano.

Os valores de FICI sao interpretados da seguinte forma: FICI < 0.5 = interacao
sinérgica; 0.5 < FICI < 4.0 = indiferente; FICI> 4.0 = interacdo antagdnica (Orhan et al.,

2005).

3.13. IDENTIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA A VANCOMICINA POR

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Todas as linhagens VISA e HVISA empregadas neste estudo foram avaliadas
quanto a presenca do gene de resisténcia a vancomicina (vanA). O iniciador usado para a
deteccdlo do gene wvanA apresenta a seguinte sequencia (57- 37): P1-
GGGAAAACGACAATTGC e P2- GTACAATGCGGCCGTTA, sendo que o fragmento

amplificado corresponde a 732 pares de bases (Dutka-Malen et al., 1995).
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A reacdo foi realizada com um ciclo inicial de 3 minutos a 94°C, seguidos por 30
ciclos de desnaturacdo (94°C, 1 minuto), anelamento (54°C, 1 minuto), e extensao (72°C, 1
minuto). Apds, realizou-se um ciclo de extensdo final a 72°C durante 7 minutos. As

amplifica¢Oes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1,2%.
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA BACTERIANA

As linhagens VISA e HVISA foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos
antibidticos e seus respectivos perfis de resisténcia/ sensibilidade e fendtipos de
multirresisténcia foram compilados. Neste teste, S. aureus ATCC 25923 foi incluido como
linhagem controle, sendo que esta bactéria apresentou-se resistente a 4 diferentes
antibioticos (dcido nalidixico, aztreonam, penicilina G e sulfato de colistina). Além disso, a
linhagem de B. subtilis também foi avaliada, sendo resistente apenas ao antibidtico
lincomicina. Os resultados obtidos encontram-se presentes na Tabela 4 e revelaram que
todas as linhagens de S. aureus com suscetibilidade reduzida a vancomicina foram
classificadas como resistentes para todos os 24 antibidticos avaliados, de diferentes classes.
E importante ressaltar que este experimento foi realizado com o intuito de, além da
determinacdo do perfil de resisténcia das bactérias avaliadas quanto a atividade da
violaceina, que os dados obtidos pudessem funcionar como indicativo do mecanismo de
acdo da violaceina para as linhagens testadas, uma vez que a suscetibilidade concomitante a
violaceina e uma ou mais classes de antibiético poderia indicar um mecanismo de acdo e ou
alvo celular em comum. No entanto, as linhagens VISA e HVISA foram resistentes a todos

(24) os antibidticos testados, ndo permitindo que algum tipo de correlacdo pudesse ser

realizada.
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Tabela 3. Perfil de resisténcia a antibidticos de linhagens de Staphylococcus aureus e de Bacillus subtilis PY79 utilizadas neste estudo.

S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como linhagem controle nesses testes.

Antibiéticos utilizados neste trabalho
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Linhagens

Staphylococcus aureus ATCC

25923

Staphylococcus aureus hVISA
HV27

Staphylococcus aureus hVISA
HV138

Staphylococcus aureus VISA V7

Staphylococcus aureus VISA

V15

Bacillus subtilis PY79

R: resistente

S: Sensivel
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4.2. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE VANCOMICINA

Inicialmente, foi realizada a determinacdo da concentragdo inibitéria minima de
vancomicina para as quatro linhagens VISA, sendo que os resultados encontram-se
presentes na Tabela 4. Este procedimento foi feito visando a confirmacgdo do fenétipo de
resisténcia intermedidria a vancomicina, além de auxiliar também no delineamento do perfil
de resisténcia destas linhagens. A andlise da tabela indica que as duas linhagens VISA

apresentaram valores maiores de CIM (8 ug/mL) do que as linhagens HVISA (4 ug/mL).

Tabela 4. Valores de CIM de vancomicina para linhagens avaliadas.

Linhagem CIM (ug/mL)

Staphylococcus aureus
\%/
V15
HV27
HV138

~ B~ o0

4.3. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO

BACTERICIDA MINIMA (CBM) DE VIOLACEINA

Os valores de CIM e CBM de violaceina para as linhagens avaliadas encontram-se
presentes na Tabela 5. De acordo com a anélise dos dados obtidos, pode-se notar que a
violaceina apresenta atividade antimicrobiana contra todas as linhagens avaliadas, com
valores de CIM de 2.15 ug/mL para as quatro linhagens de S. aureus com resisténcia
intermedidria a vancomicina e 1,07 ug/mL para a linhagem de B. subtilis PY79. Os valores

27



de CBM foram o dobro dos encontrados para as concentracdes inibitérias minimas (4,30

ug/mL para as linhagens VISA e HVISA e 2,15 ug/mL para B. subtilis PY79).

Experimentos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que os valores de CIM
e CBM para a linhagem padrdo de Staphylococcus aureus também utilizada no presente
trabalho foram inferiores aos obtidos para todas as bactérias com suscetibilidade reduzida a
vancomicina. Isso porque para S. aureus 25923, os valores de CIM e CBM foram de,

respectivamente, 0,11 e 0,21 ug/mL.

Tabela 5. Valores de CIM e CBM de violaceina para linhagens avaliadas.

Linhagem CIM(ug/mL) CBM(ug/mL)
Staphylococcus aureus
\'%/ 2,15 4,30
V15 2,15 4,30
HV27 2,15 4,30
HV138 2,15 4,30

Bacillus subtilis
PY79 1,07 4,30

4.4. CURVAS DE TEMPO-MORTE

Este ensaio foi realizado com o intuito de se avaliar o comportamento das bactérias
tratadas com violaceina ao longo do tempo, em comparacdo com a cultura controle. Dessa
forma, as Figuras de 2 a 4 correspondem aos graficos representativos dos experimentos
realizados em triplicatas para a determinagdo das curvas de tempo-morte obtidas das quatro

linhagens VISA e da linhagem de Bacillus subtilis PY79. A observacdo dos graficos nos
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permite notar diferencgas entre os perfis de crescimento/morte das bactérias tratadas e seus
respectivos controles. Isso porque, de acordo com a andlise dos gréficos, ha a reducdo de
vérios logs nas culturas tratadas com violaceina, em relagdo ao controle. Estas observacoes
indicam o efeito inibitdrio da violaceina sobre as linhagens avaliadas.

Além disso, outra observacdo importante que se depreende da andlise destas curvas
€ que houve diferenca de crescimento entre as linhagens perante o tratamento com
violaceina. As linhagens HV27, V7 e V15 foram capazes de retornar o crescimento
bacteriano ap6s 12 horas em culturas com violaceina (Figuras 2A e B e 3A). Por outro lado,
para B. subtilis PY79 e S. aureus HV138 ndo foram detectadas unidades formadoras de
coldnias apds 2 e 8 horas de crescimento na presenca desta droga, respectivamente (Figuras
3B e 4). Observa-se assim que todas as linhagens testadas mostraram-se suscetiveis a
violaceina sendo que B. subtilis apresentou a maior suscetibilidade, uma vez que a partir de
2 horas de cultura na presenca deste antibidtico ja nao foi observado crescimento bacteriano

e esse comportamento permaneceu desta forma durante todo o experimento.
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Figura 2. Curvas de tempo-morte das linhagens de S. aureus VISA V7 (A) e VI5_(B)
tratadas com concentragdo inibitéria minima (2,15ug/mL) de violaceina. Os dados sdo
referentes ao tempo de crescimento (horas) plotado por Unidades Formadoras de Colonias

(UFC)/mL. Cada um dos gréficos € representativo de uma triplicata.
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Figura 3. Curvas de tempo-morte das linhagens de S. aureus HVISA HV27 (A) e HV138
(B) tratadas com violaceina na concentra¢do inibitéria minima (2,15pg/mL). Os dados s@o
referentes ao tempo de crescimento (horas) plotado por Unidades Formadoras de Colonias

(UFC)/mL. Cada um dos gréficos € representativo de uma triplicata.
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Figura 4. Curva de tempo-morte da linhagem de B. subtilis PY79 tratada com violaceina na
concentracdo inibitéria minima (1,07ug/mL). Os dados foram plotados por tempo de

crescimento (horas) por Unidades Formadoras de Coldonias (UFC)/mL. Este grafico €

representativo de uma triplicata.
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4.5. EFEITO POS-ANTIBIOTICO (EPA)

Os resultados dos experimentos de efeito pds antibidtico (EPA) encontram-se
presentes na Tabela 6. Dados presentes na literatura indicam que valores de EPA acima de
30 minutos sdo considerados expressivos (Mayer & Nagy, 2000). Dessa forma, os valores
calculados e obtidos indicam que a violaceina apresentou capacidade de suprimir o
crescimento bacteriano apds a remocao do antimicrobiano, com valores que variaram entre
1 e 4 horas, para todas as linhagens avaliadas.

Os dados obtidos indicam que houve diferencas entre os EPAs obtidos com
diferentes concentra¢des de violaceina (0,5 x MIC, 1 x MIC e 4 x MIC, o equivalente a
1,07; 2,15 e 8,60 pug/mL) para as quatro linhagens VISA e para B. subtilis PY79
(concentragdes de violaceina equivalentes a 0,535; 1,07 e 4,28 ug/mL). Além disso, a
andlise dos resultados indicou que a concentragdo de violaceina utilizada para a inducdo da
fase pds-antibidtica influenciou a duracdo do efeito pds-antibiético em todos 0s casos, 0

que mostra que para a violaceina, o efeito é concentragdo- dependente.
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Tabela 6. Efeito pds-antibidtico sobre as linhagens VISA, HVISA e B. subtilis PY79 em

diferentes concentragcdes de violaceina.

Concentracao Efeito Pos Antibiotico (horas)
de
violaceina Linhagem
S. aureus V7 . S. aureus V15  S. aureus HV27 S. aureus HV138 B. subtilis PY79
0,5 x CIM 1 1 1 1 1
1xCIM 2 2 2 1 3
4 x CIM 3 3 3 3 4

4.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Este ensaio foi realizado com o intuito de se avaliar possiveis alteragcdes
morfologicas e ultraestruturais nas células bacterianas tratadas com violaceina, quando
comparadas as células bacterianas da cultura controle (ndo tratadas). A concentracdo de
violaceina utilizada foi correspondente a 2 x MIC (4.3 pg/mL) para as duas linhagens
testadas e a Figura 5 ilustra os resultados (fotomicrografias) obtidos. De acordo com a
andlise das imagens, as culturas tratadas apresentaram alteracOes no septo de divisdo
bacteriano (esta estrutura apresentou-se com formato andmalo ou irregular para ambas
linhagens). Além disso, foram também notadas alteracdes na estrutura da parede celular de
algumas células tratadas, comparadas com o controle. Algumas fotomicrografias sugerem a
ocorréncia de destrui¢do parcial da parede celular de células tratadas. Andlise da Figura
também indica diferencas no citoplasma das células tratadas, em compara¢dio com o
controle, uma vez que o citoplasma das bactérias controle é mais granular, enquanto que o

das células tratadas com violaceina pode-se observar um aspecto mais fibrilar.

36



E importante justificar a realizacio deste ensaio com apenas duas linhagens. Isso
ocorreu devido ao fato de que um volume maior de cultura precisa ser utilizado para a
obtencdo de maiores quantidades de células bacterianas. Com isso, seriam necessdrias
quantidades de violaceina também maiores, somado ao fato de que as concentracdes deste
antimicrobiano que foram utilizadas corresponderam ao dobro do normalmente utilizado
(concentragdo inibitéria minima). Portanto, devido ao alto custo do miligrama da
violaceina, foram escolhidas duas linhagens (V7 e HV138), uma VISA e uma HVISA,

para a realizag@o destes testes.
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Figura 5. Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo das linhagens de S. aureus
VISA V7 e HVISA HVI138. A e B sdo bactérias isoladas de culturas controle (sem
tratamento) de V7 e HV 138, respectivamente. J4 C e D correspondem as linhagens V7 e
138, respectivamente, tratadas com violaceina em uma concentragdo equivalente a 2 x CIM
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(4.3ug/mL). Asimagens E e F correspondem a linhagem V7, tratada (fotomicrografia E) e
controle (fotomicrografia F). As imagens A, B, C e D foram capturadas com aumento de

100.000x, enquanto que as E e F foram capturadas com aumento de 60.000x.

47. ATIVIDADE COMBINADA DA VIOLACEINA COM OUTROS

ANTIBIOTICOS

Para a realizac@o deste experimento, foram utilizados nove antibidticos, de classes
diferentes, que posteriormente seriam combinados com a violaceina, sendo eles:
Tetraciclina, cloranfenicol, amoxicilina, gentamicina, trimetropim, estreptomicina,
polimixina, canamicina e ampicilina. Neste experimento, a linhagem de B. subtilis nao foi

avaliada, apenas as 4 linhagens de S. aureus VISA.

No entanto, uma dificuldade inicial encontrada para a realiza¢do deste experimento
foi a determinacdo do CIM para os antibidticos. Foram realizados diversos ensaios de
determinagdo de CIM, inicialmente com 100 pug/mL de concentracdo mdaxima inicial,
posteriormente com 200 pg/mL e em seguida concentragdes sucessivas ainda maiores, até 1
mg/mL. E, para todos os nove antibidticos avaliados ndo foi possivel a determinacdo da

CIM uma vez que todas as quatro amostras demonstraram crescimento positivo.

Entretanto, mesmo sem conseguirmos determinar as concentragdes inibitorias
minimas dos antibidticos com os quais desejava-se combinar a violaceina, tentou-se ainda
assim interagir estes 9 diferentes compostos com a violaceina, utilizando-se solugdes de 1

mg/mL de cada antibidtico. O resultado obtido foi o de inibi¢cdo de crescimento bacteriano
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em concentragdes iguais as da violaceina avaliada sozinha. Portanto, pode-se concluir que

para este ensaio nao houve interacdo da violaceina com nenhum dos antibidticos avaliados.

4.8. IDENTIFICACAO DE GENES DE RESISTENCIA A VANCOMICINA POR

PCR

A reacdo em cadeia de polimerase foi realizada visando possivel detec¢do do gene
vanA nas linhgens VISA e HVISA. Este gene ndo ¢ normalmente encontrado em linhagens
VISA, no entanto, recentemente houve a verificacdo da presenca de vanA para linhagens
com este fendtipo (Banerjee & Anupurba, 2012). De acordo com as andlises realizadas, o
iniciador do gene pesquisado ndo foi encontrado em nenhuma das quatro linhagens
avaliadas, mesmo com a amplificacdo deste gene presente na bactéria controle
(Enterococcus faecalis ATCC 51559, dados ndo mostrados) o que eliminou a hipétese de

problemas com os iniciadores ou mesmo com os reagentes / condi¢des de reagao.
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5. DISCUSSAO

5.1. INDUCAO DA RESISTENCIA POR PASSAGEM SERIADA

Em relacdo a selecdo/ inducdo de resisténcia das bactérias com concentracdes de
antibidtico, este tipo de abordagem foi utilizada baseando-se em duas hipéteses principais.
A primeira seria que, no caso das hetero-VISA, por exemplo, apesar de haver um nimero
relativamente pequeno de bactérias com reducdo de suscetibilidade a vancomicina em uma
cultura - provavelmente ndo a quantidade suficiente para que a resisténcia fosse detectada -
caso esta cultura seja exposta a concentragdes crescentes deste antibidtico, as bactérias
fenotipicamente resistentes ali presentes apresentardo uma vantagem seletiva (Silveira et
al., 2006). Além disso, a presenca de antibidtico pode muitas vezes ativar mecanismos de
resisténcia presentes nas bactérias, o que funcionaria como um gatilho para o
desenvolvimento da diminui¢do da suscetibilidade a vancomicina. Esse dltimo mecanismo
¢ bastante relatado em Enterococcus spp., em que determinados genes de resisténcia
somente sdo expressos na presenca de glicopeptideos, e que a transducdo de sinal é
mediada por um sistema de dois componentes. Tal sistema consiste em um sensor de

quinase (VanS) e um regulador de resposta (VanR) ( Hong et al., 2004).

5.2. AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA BACTERIANA

Nos ultimos 40 anos, a vancomicina tem sido a principal droga de escolha no
tratamento de infecgdes causadas por amostras MRSA. Entretanto, com 0 uso constante
deste antibidtico, linhagens bacterianas passaram a apresentar suscetibilidade reduzida a

vancomicina, ou até mesmo se tornaram completamente resistentes a este antibidtico. Dessa
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forma, alguns autores passaram a sugerir a substituicdo da vancomicina por outros novos
antimicrobianos, com a justificativa de que esta nova abordagem possa resultar na melhora
dos tratamentos, diminuindo a mortalidade, o tempo de internagdo e os custos para tratar as

infec¢des nos pacientes afetados (Hal & Fowler Jr., 2013).

Antibiéticos que atualmente apresentam-se como eficazes na eliminacdo de uma
determinada infeccdo, podem ao longo do tempo se tornarem ineficazes e, dessa forma,
perderem a atividade contra as suas bactérias-alvo. Com isso, torna-se imprescindivel a
pesquisa visando a descoberta de novos antimicrobianos, especialmente aquelas moléculas
cujos mecanismos de acdo sejam capazes de eliminar bactérias que ja& apresentam

resisténcia a outros antibiéticos (Silveira et al., 2006).

Os antibidticos sdo classificados de acordo com diversos critérios, como por
exemplo, origem (ex: produgdo por bactérias, tais como actinomicetos); mecanismo de acao
(bloqueadores de sintese proteica, inibicdo de cofatores enzimdticos), quanto a acio
predominante (que atuam em Gram-positivos ou em Gram-negativos, em micobactérias, de
amplo espectro). Porém, a classificacdo mais comumente utilizada € a divisdo em classes
principais, na qual ainda assim ha diversas delas. Uma delas classifica os diferentes
antibioticos da  seguinte forma: penicilinas, cefalosporinas, = monobactamas,
carbapenémicos, anfenicdis, tetraciclinas, polipeptideos, macrolideos, aminoglicosideos,

lincosamidas, quinolonas, sulfonamidas, glicopeptideos, rifamicinas e diversos.

No caso deste trabalho, considerarmos as classes de antibioticos com base na
composi¢do, estrutura e mecanismos de acdo. Assim sendo, os 24 antibidticos avaliados

para compor o perfil de resisténcia das bactérias utilizadas na avaliacdo da atividade da
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violaceina sdo correspondentes a 9 diferentes classes de antibidticos, sendo elas e seu
respectivo nuimero de drogas testadas: Beta-lactamicos (11), quinolonas (3),
aminoglicosideos (3), sulfonamidas (2), macrolideos (1), tetraciclinicas (1), anfenicéis (1),

polimixina (1) e lincosamida (1).

Dessa forma, a andlise do perfil de resisténcia/suscetibilidade das linhagens de S.
aureus mostrou que as mesmas foram resistentes a todos os antibidticos avaliados
apresentando, portanto, um perfil de resisténcia mais acentuado do que a cepa ATCC
25923, utilizada apenas para critério comparativo. Dos 24 antibidticos testados, as
linhagens V7, V15, HV27 e HV138 foram resistentes a todos eles, enquanto que a
linhagem ATTC 25923 foi resistente a quatro desses antibidticos, sendo eles: 4cido
nalidixico, aztreonam, penicilina G e sulfato de colistina. Assim sendo, as linhagens de S.
aureus neste estudo podem ser consideradas multirresistentes a drogas (MDR) . J4 a cepa

de B. subtilis PY79 apresentou-se resistente apenas a lincomicina.

5.3. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO

BACTERICIDA MINIMA (CBM)

O CIM € o parametro mais comumente usado para se avaliar a eficdcia de um
agente antimicrobiano contra uma determinada bactéria. Em 2006, o CLSI alterou os
valores limites nos quais cada linhagem se enquadraria como apresentando resisténcia
intermedidria a vancomicina - de 4 para 8 pg/mL - devido a queda na efetividade dos
antibidticos para o tratamento de doengas infecciosas causadas por S. aureus (Tenover &

Moellering, 2007). Ainda de acordo com o CLSI, para valores de CIM acima de 16pug/mL,
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estas bactérias poderiam ser consideradas resistentes a vancomicina. De acordo com os
resultados obtidos nos ensaios de determinacdo da CIM de vancomicina para as linhagens
VISA e HVISA, é possivel verificar que estes valores encontrados sdo compativeis com a
classificacdo das bactérias pelos 6rgaos regulamentadores. Portanto, as linhagens V7, V15,
HV27 e HV138 apresentam um perfil de resisténcia intermedidria a vancomicina quando

selecionadas sob condi¢des de crescimento com este antibidtico (Weigel et al., 2007).

Ja os valores menores de CIM (2,15 pg/ml) para violaceina obtidos com as
linhagens de S. aureus com suscetibilidade reduzida a vancomicina avaliadas sugerem que
esta molécula apresenta potencial in vitro para ser utilizado como agente antimicrobiano no
tratamento de infec¢Oes causadas por amostras VISA e HVISA. O CBM, ou seja, a
concentracdo bactericida, foi o dobro (4,3 pg/ml) da CIM, porém ainda assim sao
concentracdes relativamente baixas. A diferenca entre as atividades da vancomicina e da
violaceina para as linhagens avaliadas pode ser causada por uma maior atividade da
violaceina ou por um maior nimero de moléculas capazes de alcancgar o sitio ativo, uma vez
que os pesos moleculares destes dois compostos sdo consideravelmente diferentes (343,3

g/mol para violaceina e 1449,2 g/mol para vancomicina).

Outro importante parametro a ser levado em conta para a pesquisa de novos
anitimicrobianos € a toxicidade. Dados sobre a toxicidade da violaceina ja foram descritos
(Andrighetti-Frohner et al., 2003; Duran et al., 2007). Entretanto, experimentos realizados
com modelos animais demonstraram que este composto quando administrado in vivo
(modelo murino) nas concentragdes terapéuticas sdo bem tolerados (Lopes et al., 2009).
Deve-se destacar também a possibilidade do uso dessa molécula em nanoformulagdes, a

fim de otimizar a atividade a atividade e reduzir a toxicidade (Martins et al., 2011).
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5.4. CURVAS DE TEMPO-MORTE

Em geral, ha dois tipos de curvas de tempo-morte, baseado no perfil de
concentracdo usado nesses modelos in vitro: curva estitica e dinamica. Os modelos de
concentracdo estdtico representam um sistema com concentracdes em estado estaciondrio,
enquanto que o modelo dindmico tenta simular uma situagdo in vivo, no qual hé alteracdes
nas concentragdes do antibitico ao longo do tempo. Entretanto, um estudo avaliando os
impactos das diferencas entre os experimentos estaticos e dindmicos mostraram que a maior
parte dos ensaios dindmicos para a determinacdo da curva de tempo-morte foram
relativamente semelhantes aos resultados dos experimentos estdticos, o que indicou uma
certa equivaléncia entre eles (Nielsen et al., 2011). Desta forma, foi escolhido o modelo

estdtico de experimento para a determinacao da curva de tempo-morte em nosso trabalho.

Durante a realizacdo de experimentos para a determinagcdo de curvas de tempo-
morte na presenca de diferencas drogas, o retorno do crescimento a partir de 8 horas de
incubacgdo € um fendmeno comumente observado. Este fato pode ocorrer devido a diversos
fatores, como baixa solubilidade do composto, perda da atividade da molécula por
modificagdo ou degradacao ao longo do tempo, adaptacdo do organismo (desenvolvimento
ou selecdo de resisténcia), ou uma combinacdo destes fatores (Aeschlimann et al., 1999).
No caso dos experimentos desenvolvidos pelo nosso grupo, foi observado retorno do
crescimento a partir de 10 horas para 3 linhagens avaliadas (V7, V15 e HV27). Dessa
forma, foram realizadas novas determinacOes dos MICs de violaceina para colOnias
reisoladas da cultura apds 12 e 24 horas, e os testes indicaram que os valores das
concentracdes inibitorias minimas permaneceram iguais (2,15 pg/ml), o que descartou a

hipétese de surgimento de linhagens mutantes resistentes.

45



Além disso, ao compararmos os perfis das curvas de tempo-morte exibidas pelas
linhagens VISA com resultados prévios de nosso grupo para linhagens MRSA (N315 e
BEC9393, dados ndo publicados), foi possivel observar o mesmo perfil de crescimento, ou
seja, dependendo da concentracdo de violaceina adicionada a cultura, o crescimento
bacteriano retorna apds algumas horas de cultivo. De qualquer forma, da mesma maneira
que para as linhagens VISA, estes resultados ndo parecem ser devido ao surgimento de
mutantes resistentes. J4& o comportamento da curva de crescimento observada para B.
subtilis PY79 diverge daquele observado para as linhagens MRSA (N315 e BEC9393) e
VISA (V7, HV27 e VI15), mas foi semelhante a HV138, uma vez que ambas nao

apresentaram o retorno do crescimento observado pelas demais, a0 menos nos tempos

avaliados neste estudo.

5.5. EFEITO POS-ANTIBIOTICO

O efeito pds antibidtico é um fendmeno que representa a supressdao continua do
crescimento bacteriano apds uma breve exposicao a uma agente antimicrobiano. Apesar dos
mecanismos exatos causadores deste efeito ainda ndo serem completamente elucidados,
muitas hipdteses como, por exemplo, a persisténcia das moléculas nos sitios de agdo
presentes no interior da célula, uma lenta recuperagao celular proveniente de um dano ndo
letal causado a bactéria e um intervalo de tempo necessario para que ocorra a sintese de
novas proteinas ou enzimas que mantém o metabolismo celular bacteriano funcionando da

maneira correta (Aeschlimann et al., 1999).
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Os resultados obtidos na determinagdo do EPA da violaceina para as linhagens
avaliadas neste estudo mostraram que, quando utilizadas concentracdes 0,5 CIM, os valores
de tempo obtidos foram relativamente curtos (1 hora), enquanto que para 4 vezes o CIM
foram obtidos efeitos maiores (3 horas). Isso indica que hd uma correlacio entre a
concentracdo utilizada para a inducdo da fase pds-antibidtica e a duracdo desta. Além disso,
até duas horas apds a remocdo da violaceina, as culturas de V15 e HV27 tratadas com
concentracdes equivalentes ao CIM e as demais linhagens tratadas com 4xCIM nao
apresentaram contagem de UFC (unidades formadoras de colonias). Dessa forma, pode-se
inferir que grande parte das bactérias foram mortas, ou seja, a violaceina em certos casos

apresenta intensa atividade bactericida.

5.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As imagens obtidas a partir das andlises de MET encontram-se resumidas na Figura
5. De acordo com esses dados, podem-se observar claras diferencas entre as células
controle e tratadas com violaceina, especialmente na regido correspondente ao septo de
divisdo celular. Entretanto, outras estruturas apresentaram-se afetadas nas bactérias

tratadas, como por exemplo o citoplasma e a parede celular.

Estas alteracdes morfoldgicas sdo similares, mas ndo idénticas as mudancas
ocorridas em S. aureus e linhagens VRE (E. faecalis resistentes a vancomicina), quando
estas sdo tratadas com o antibiético daptomicina (DAP). Este antibidtico ¢ membro de uma
familia recentemente descrita, conhecida como lipopeptideos ciclicos e apresenta atividade

antimicrobiana em cocos Gram-positivos, incluindo S. aureus e E. faecalis, como também
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para Streptococcus spp. (incluindo linhagens resistentes a diversos antibidticos
habitualmente empregados no tratamento destas), além de alguns bacilos Gram-positivos,
como por exemplo Listeria spp. € Corynebacterium spp e algumas espécies anaerdbias
(Araos et al., 2012). No entanto, esta molécula ndo apresenta atividade contra bactérias
Gram-negativas, por ndo ser capaz de penetrar na membrana externa destes micro-
organismos. Além disso, é importante destacar que a daptomicina apresenta um mecanismo
de acdo que ndo se assemelha a nenhuma outra molécula conhecida (Araos et al., 2012;

Humphries, 2013, Randall et al., 2013).

5.7. IDENTIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA A VANCOMICINA

POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Este ensaio foi realizado a fim de promover a busca pelo gene vanA, ja amplamente
descrito como presentes em Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina (VRE) e que
poderiam ter sido transferidos as bactérias em estudo. Esta ideia baseou-se no fato de
diversos autores terem descrito como o principal mecanismo de resisténcia a vancomicina a
transferéncia do gene vanA de E. faecalis para Staphylococcus aureus ( Chang et al., 2003,
Perichén & Courvalin, 2012, Qureschi et al., 2014). Existem seis tipos de resisténcia a
glicopeptideos (sendo a vancomicina o principal representante deste grupo) descritos em
enterococci, que diferem entre si na sequéncia do gene estrutural que codifica proteina
ligase necessdria para a resisténcia. O primeiro tipo,citado anteriormente, é o gene vanA,

cujas linhagens que o apresentam sdo caracterizadas por altos niveis de resisténcia a

o

vancomicina e teicoplanina. J4 a presenca do gene vanB torna as bactérias resistentes
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vancomicina em diferentes niveis, porém sdo susceptiveis a teicoplanina; a linhagem vanD
apresenta resisténcia moderada a vancomicina. Por ultimo, as linhagens com os genes
vanC, vanE e vanG correspondem a baixos niveis de resisténcia a vancomicina, apenas

(Departieu et al., 2004; Courvallin, 2006).

No caso do presente trabalho, foi realizado a PCR (reacdo em cadeia de polimerase)
para a detecc¢do do gene vanA, o Unico ja descrito na literatura como presente em S. aureus,
nas quatro bactérias com suscetibilidade reduzida a vancomicina avaliadas neste estudo.
Conforme citado anteriormente, ndo foi identificada a presenca deste gene para nenhuma
das linhagens de S. aureus avaliadas. De acordo com a literatura, a grande maioria das
linhagens VISA e HVISA ndo apresenta nenhum dos determinantes van presentes em VRE
(Liu & Chambers, 2003; Howden 2010), com excec¢ao de algumas linhagens descritas em
trabalhos recentes (Banerjee & Anupurba, 2012). Portanto, o mecanismo pelo qual tais
bactérias apresentam resisténcia intermedidria a vancomicina ndo € devido a presenca do

gene vanA.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a
violaceina apresenta atividade antimicrobiana para as quatro linhagens de S. aureus com
suscetibilidade reduzida a vancomicina (VISA e HVISA), e também para a linhagem de B.
subtilis. Os valores de CIM da violaceina observados para as linhagens VISA e HVISA
(2.15 ug/mL) sdo inferiores aos obtidos na determinacdo da CIM de vancomicina para as
mesmas linhagens (8ug/mL para V7 e V15 e 4 ug/mL para HV27 e HV138), o que reforca

a atividade antimicrobiana da violaceina.

Além disso, ensaios visando a identificacdo do gene de resisténcia a vancomicina
(vanA) indicaram a auséncia deste gene para as quatro linhagens de S. aureus avaliadas
(VISA e HVISA), o que descartou o mecanismo de resisténcia a este antibidtico pela
presenca de vanA. Desta forma, estudos continuardo no sentido de realizar mais ensaios
com a violaceina para que se possa desvendar o modo de agcdo deste novo antimicrobiano.

Neste sentido, o uso de B. subtilis, uma bactéria modelo para Gram-positivos, pode ser

bastante util.
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8. ANEXOS

Certificado de analise da Violaceina (Sigma-Aldrich)

Certificate of Analysis

SiGMA-ALDORICH"

Violacein from Janthinobacterium lividum,

P N
roduct Name >98% (violacein (minimum 85% violacein) and deoxyviolacein, HPLC)

Product Number V9389

Product Brand SIGMA

CAS Number 548-54-9

Molecular Formula C20H13N303

Molecular Weight 343.34

Storage Temp 2-8°C

TEST SPECIFICATION LOT 118K4041 RESULTS
APPEARANCE DARK BLUE TO VIOLET DARK BLUE POWDER

POWDER

CLEAR DARK BLUE SOLUTION
SOLUBILITY AT 10 MG/ML OF CONFORMS
DIMETHYLSULFOXIDE

CONSISTENT WITH

PROTON NMR SPECTRUM STRUCTURE CONFORMS
CARBON 69.32 - 70.32% (AS IS) 69.50% (AS IS)
NITROGEN 11.73 - 12.73% (AS IS) 12.20% (AS IS)
PURITY BY HPLC > OR = 98% 100%
RECOMMENDED RETEST 3 YEARS SEPTEMBER 2011
QC RELEASE DATE DECEMBER 2008
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