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SUMARIO

Neste trabailho forum estudadas aignmas condigBes de cultivo da Chromobacterium
violaceum (cepm BB-78) com o objetivo de aumentar o produgfio da violaceins, um
pigmento produzido pela bactéria, que apresents afividades fripanocida e antibibtica
Verificou-se que glicose e frutose sfio fontes de cerbono que inibem a producfio de
violacefna, embors favorecam a produgfo de massa celular. Baixas concentragles de
glicose ¢ autilizagfio de fontes de carbono de dificil metabolismo, tais como amido, lactose,
manitol e sacarose, favoreceram a produgio de violaceina, porém o crescimento celular foi
bastante reduzido sob tais condi¢@es. Observou-se que a produgfio de violaceina chega a ser
até 36 vezes maior na presencs de meios s6lidos, quando compsarada aos meios liquidos
correspondentes, sendo marcadamente maior na presenca de grios de arroz cozido.
Metabélitos indélicos, tais como: friptefane, dcido 3-indel acético e S-hidroxifriptemina
produzidos pela bactéria, aumentaram 2 eficidncia da producfio de violaceina, expressa
como a razfio enire a concentragfio de violaceina e o peso seco da massa celular, em até
40%, como foi o caso do triptofeno. A isatine fambém produzida pela bactéria, nfio teve
efeito .estimulatério sobre a eficidncia da biossintese de violaceina, embora tesha
spresentado um efeito indutor sobre esta via na auséncia de outros compostos indélicos'no
meio de cnltura, axmentando a eficidéncia de produgfio de violacefna 20 vezes em relagfio ao
controle. Ensaios de incorporacfio do dcido 3-indol acético (IAA) & molécula de violacefna,
mostraram que este é integralmente incorporada s pigmento. Foram sintetizadas duas
carboxiamidas, CBX-1 e CBX-2, sendo a primeira a partir da condensagio do IAA a 5-
hidroxitriptamina e a segunda a partir da condensagfio do JAA 4 triptamina  Enquanto a
primeira foi capaz de aumentar a eficiéncia da biossintese de violaceina em 42%, indicando
que esta seja um importante intermedidrio desta via, a CBX-2 néo teve efeito algum sobre a
biogzintese de violaceina Devido s semelhan¢a estruturais das carboxismidas com a
“ violaceina ambas foram testadas quanto @ afividade tripanocida A CBX-2, além de se
apresentar bastante efefiva contra formas amastigotas e tripomastigotas de Tryparosoma
cruzt {(cepa Y), foi também menos téxica sobre células V79 de hamster chinds que
nifirtimox e metilol viclaceina, se constituindo num composto promissor a ser melhor
testado como quimioterdpico. Por outro lado, a CBX-1 foi ponco efetiva contra 7. cruzi.



SUMMARY

Violacein is a pigment produced by Chromobacterium violaceum that has shown
trypanocide and antibiotic activity. To improve the violacein biosynthesis, the bacteria
gfow!h conditions were studied Glucose and fructose were shown to inhibit the pigment
production although they have stimulated the cellular mass production. Low concentrations of
these sugars and other carbon sovrces slowly metabolized by this bacterium have shown to
increase violacein production although cellular mass was reduced in such conditions.
Violacein production increased until thirty six fold when C violaceum was grown in solid
medium, being much higher in cooked rice grains. Violacein production efficiency
_{expressed as the rafio of violacein production and cellular mass, dry weight) was increased
by indolic compounds such as tryptophan, indole acetic acid and S-hydroxyiriptamine until
forty percent, as did fryptophan Izatin had no stimuli on violacein biosynthesis, but it
increased twehty fold its efficiency when no other indole sources were present in the
medium. From experiments with labelled 2-14C and 1-14C-indole acetic acid (14C-1AA), it
was concluded that these compounds were incorporated info violacein molecule. Two
carboxamides were synthesized, N-sthyl-(5-hydroxy-indol-3-y1)-2-indolylethyl amide (CBX-
1) and N-ethyl-(indol-3-yl)-2-indoliethylamide (CBX-2). CBX-1 increased the violacein
efficiency production in forty two percent, this is indicative that this is sn important
intermediate in violacein biosynthesis. CBX-2 had no effect on violacein efficiency
production. Due the structural's similarities between the CBX-1, CBX-2 and violacein, the
carboxiamides were assayed to trypanocide activities. Only CBX-2 has shown significant
activity on amastigotes and trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi (Y strain). It
exhibited lower toxicity than nifirtimox and metilol viclacein, on V79 chinese hamster cells
being a promissory compound to Chagas desease chemotherapy.
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I. INTRODUCAO

1.A - Caracteristicas do metabolismo secundério de microrganismos

O crescimento de microrganismos ocorre as custas do conpsumo de fontes de
carbona simples ou complexas de alio pese Mmolecular. Este processo requer g acgho de
enzimas catabolicas. Os produtos finais do catabolismo originam intermedidrios
DTiMarios, _tais cOMmo, aminoacidos, nucleotideos, vitaminas, earboﬁdra%os € ééic‘os
graxos. Estes produtos sfo, afravés de processos anabdlicos, incorporades em
compostos essenciais complexos, responséveis pela estrutura e fungdes bioldgicas do
organismo. Estas atividades metabdlicas mi:er{iepéndentes fazem parte do denominado

metabolismo primdrio. Os compostos e enzimas do metabolismoe primério dezempenham

um papel bem definido e essencial na manutengdio do crescimento e reprodugiio do

é

MICTOrZansmo.

Diferente do membolisme primario, no qual os inﬁennedié.ries estio envolvidos na
sintese de estruturas celulares e produgio de énergia, OCOITeITL, NoS micrdrganiémos,
uma série de processos que levam a sintese de uma classe de compostos, nio

essenciais ao seu crescimente e metabolismo reprodutive. Estes compostos s#o

. denomir=:dos de metabdlitos secundanos e os processos envolvidos nas suas sinteses,

de metabolismo secundario.

Os metabélitos secundérios tém estruturas quiricas diversas. Estes compostos
costumarn ser produtos caracteristicos de um grupo particular de microrganismos, e as
vezes apenas de urha tnica cepa (Vining, 1990). Sio sintetizados através de multiplos
passos, a partir. de precursores que sdo usualmente mtermediarnios do metabolismo
primario {Drew e Demain, 1977). Os precursores gque compordo os metabdlitos

secundarios, costurmam ser  ativados pela formagiio de dertvados adenilados,
. : )
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fosforilados ou jigados a coenzima A (CoA), que sdo finzlmente unidos para formar o
produto final (Martin ¢ Liras, 1981). Os wvirios passos da biossintese dos metabélitos
secundarios sfo catalisados por enzimas especificas para cada metabolito. No entanto,
algumas das enzimas envolvidas na biossintese de metabdlitos secundirios tem uma
especificidade ampla pelo substrato, o que leva a produgic de uma familia de
compostos relacionados. Campbell (1984) analisou vérias reagdes envolvidas no
‘metabolismo secunddrio e concluiu que estas siio semelhantes &s do metabolismo
primério em seu mecanismo, porém, caracterizam-se por apresentarem maior variedade
nos tipos de -rea.gﬁes e mator mimero de etapas. Estas reagdes nfo apresentam: tendéncia |
a economiz e simplicidade, como as que caracterizam o metabolismo primério.

Os processos envolvidos no metabolismo secundério, requerem energia,
competindo, portanto, com a energia necessaria ao crescimento do microrganismo

(Zamenhof and Eickhom, 1967; Luckner, 1980).

&

A formagio de um metabolito secundario esta sujeita a um controle fistologico
geral que responde a fatores ambientais (Dsmam et. al., 1983; V!mng, 1986). Quando
cultivados em meios artificiais balanceados e ricos em mtrientes, microrganismos
selvagens, nio sintetizam metabdlitos secundérios, ou o fazem bem abaixo do seu
potencial. Embora a glicose seja frequenternente utilizada como a principal fonte de
energia e de carbono para o crescimento microbiano, este carboidrato € pouco utilizado
para obtengio de metabolitos secundarios. A glicose e oufras fontes de carbono
facilmente utilizivets, tém sido consideradas como supressoras da biossintese de vérios
metabdlitos secundarios tais como, neomicina, bacitracina, alcaldides do Ergot,
cefalosporinas, penicilina e violaceina (Drew e Demain, 1977).

Em alguns casos, glicose e outras fontes de carbono parecem causar inibigio de
algumas enzimas emrvolvidas na biossintese de metabdlitos secundérios. A produgiio dos



antibidticos neomicing - ¢ penicilina, por microrganismos, £ inibide pela adigic de
glicose (Demain, 1972; Drew e Demain, 1977). Kennel (1978) estudando a produgiio de
antibidticos P-lactimicos, (peniciina N e cefalosporina C) por céufes do
Cephalosporium  acremonizm, observou que guando aglcares rapidamernde
metabolisiveis (glicose, maltose e frutose) eram utilizados, ocorria menor produgio de
antibidticos ﬁ%astﬁmicos que no caso de acglicares mais lentamente metsbolisdveis
(sacarosé e galactose). Seus experimentos demonsiram que quanto maior & concemragio
de glicose, menor & produgiio de antibidtico. Embora niio tenha obtido evidéncias de
répressﬁo da sintese de enzimas envolyidas na biossintese dos argibidticos, pelo
carboidrato, ele detectou uma inibigic de enzimas pré-formadas, causadas pels
presenga de glicose e aménio, no meic de cultura (Kemmel, 1978).

I.B - Producio de violaceina por Chromobacterium violecenr:

C. violaceum ¢ uma bactéria flagelada, Gram-negativa, em forma de bastonete,
sem estado de repouso ou laténcia conhecidos e que produz um pigmento violeta, o qual
geralmente a caracteriza. Ela pode ser encontrada nos solos e nas aguas de ambientes
tropicais (Corpe, 1951; Koburger and May, 1982). No Brasil, C. violscewm foi
encontrada com alta frequéncia na regiio Amazdnica em solos do leito do Rio Negro
(Caldas, 1977; Caldas et al. 1978). Algumas cepas estiio relacionadas = infecgiio em
vegetais (Bettelhein et al., 1968) e animais (Jolnson et al.,, 1971).

C. violaceum foi isolada pela primeira vez por Boisbaudran em 1882, a partir de
pasta de amido umedecida. Foi este autor também, o primeiro a registrar o espectro de
absorgio do pfgnento prodnzido pela bactéria, embora tenha side observado que cepas



pigmentadas da C. viclacewm, guando cultivadas em melos artificials, possam produzir
variantes incolores (Sivendra e Lo, 1975).

Estudos sobre o metabolismo da bactéria tém revelado que esta apresenta
metabolismo respiratorio (oxidative) ou fermentative, produzinde écidos orgfnicos a
partir de glicose e alguns outros carboidratos. £ anaerdbica faculiativa {Breed et al.
1957} e produz, como metabdlito secunddric, cianeto a partir de glicina (Knowles,
1976; Bazvhinski et al; 1986).

O isclamento e purificagio do pigmento violeta produzido pela bactéria tem sido
dbj@tc de estudos desde 1913 Irvestigadores como Hari%ey (1913}, Reilly e Pyne
{ }92’?), Tobie (1934}, Wrede e Raothaas '(1 ©24% Sartory et al. (1938} Strong (1944},
Riveros el al. (1988) e outros foram pmg.ressivamenié aumentando o grau de pureza do
pigmento isolado at€ sua crisia%izagﬁo'_

DeMoss e Evans (1959) ac isolar violaceina pre tuzida por C violaceum
observaram a presenga de um pigmento analogo minoritério. Enquanto a violaceina
apresentava-se de cor violeta o pigmento minoritario era piirpura. A partir dos dados de
caracterizagio, apresentados por Ballantine et al. (1958a). deduziram que o produto
majoritaric era violaceina (derivado S-hidroximdelil) (Fig. 1) e o minoritario
desoxiviclaceina {derivado 5—{3-indoi.i_l)-:%-’SQGxindoliiideno}-z~ox<>pirrolidona) (Fig.2).

A elucidagiio da estrutura da violaceina (3-[1,2-diidro-5-(S-hidroxi-1H-indol-3-
il}-2-0x0-3H-pirrol-3-ilideno}-1,3-diidro-2H-indol-2-ona) {Fig.l)- iniciou-ge com OS
estudos de Ballantine et al. (1958b), sendo deduzida a partir de reagbes de degradagio e
posterior sintese do composto. Estes estudos foram confirmados por dados

espectroscopicos apresentados por Laatsch and Thomson (1984).

Jn



As Figuras A9 e A.10 do apéndice I mostram os espectros de IH-RMN e de
infravermelho da wviolaceinz purificada e extraida pelo método descrito por Strong
(1944) produzida pela cepa BB-78 de C. viclaceum.

A C violaceum produz varios metabdlitos derivados do aminodcido L-triptofano
(Fig. 3). Entre estes incluem-se, S5-hidroxitriptofano (Mitoma et al. 1956), 6-
hidroxitriptofano {Contractor et aI.lQﬁdj, indol (Sebek e Jager, 1962), produtos do
metabolismo do indol, violaceina e indigo (Ballantine et al. 1958a; DeMoss & Evans,
1959; DeMoss ¢ Evans, 1960; Sebek e Jager, 1962} além de produtos de transaminagéo

comc;o acido 3-indol acético e o dcido 3-indol prrivico (DeMoss e Evans, 1957).
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Figura 2 - Estrutura quimica da desoxiviclaceina
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A partir de expenmentos de incorporagio de triptofano radioativamente marcado,
DeMoss e Evans (1960), concluiram que, c¢om excecio do grupo carboxilico do L-
triptofano, todo o restante da molécula era incorporado intacto 2 estrutura dz violaceina.
Estes mesmos antores testaram também a incorporagio de metabdlitos derivados do
indol, suposiamente envolvidos nz biossirfese do pigmento, incluindo indol e 5-
hidroxiindol. Porém niio obtiveram resultados concludentes acerca da biossintese de

violaceina a partir de tais metabdlitos.

i

. E
cemntemente & pesquisa sobre & biossintese de violaceina foi retormada (Hoshino

et al., 1987a; Hoshino et al., 1987b; Riveros, 1?89'; Hoshino e Ogasawara, 1990 ¢
Hoshino et al. 1993). Experimentos usando 2-13C e 3-13Cdriptofano, realizados por
Hoshino et al. (1987a), levaram a conclus@o de que o esquelefo carbdnico da porgao
pirrolidona da violaceina seria consfruido pela candensaé“a’a da cadeta lateral de duas
moléculas de friptofano, isto €, a formacgdo de ligagdes C3-C3 e C2-N-C3, e que um dos
dois anéis ind6licos migraria do carbono B para o carbono o (reamranjo 1-2 do anel
indélico) do aminoacido (Fig.4).

Em um trabalho posterior, Hoshino et al. (1987b) determinaram, através de
analises espectroscopicas de metabdlitos isotopicamente marcados {espectroscopias !H,
13C.RMN e de massa), as crigens dos dtomos de hidrogénio, nitrogénio e oxigénio, no
anel pirrolidona da violaceina. Os experimenitos, realizados por estes antores, revelaram
que o hidrogénio do anel pirrolidona seria derivado dos protons metilénicos da posigio |
3 do triptofano, que o atomo de nitrogémio se originaria do o-amino grupo do triptofano,
enquanto todos os #tomos de oxigénio desta porglio da molécula, se originariam do

oxigémio molecular. Desta forma, estes autores deduziram que todos os atomos de



hidrogénio, nitrog€nio e carbono da violaceina seriam denvados exclusivemente do

triptofano e, os de oxigénio do oxigénio molecular.
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Figura 4 - Esquema para a biossintese da desoxiviolaceina
proposta por Hoshino et al. (1987a), com um rearranjo do tpo
1,2 do grupo inddlico da molécula de triptofanc.

Mais rﬁcmzeznzeﬁte, Hoshino ¢ Ogasawara (1990) demonstraram que o primeiro
passo na biossintese de violaceina seria a hidroxilago do triptofano.

Riveros (1989) isolou alguns compostos inddlicos do meio de cultive de C.
vilaceum, enire estes, isalina e dcido 3-indol acético, provéveis precursores da

biossintese de violaceina. Realizou também expe.imentos de incorporacio de 2-12C-



&cido 3-indol acétice & violaceina e estabelecen uma rszlo &cido 3-indol acético/
violaceing gl & 1. Além disso, Riveros (1989) induziv mmtagio em C. violaceum, por
radiagio UV, isolando um mutante que spresentava mnibig#o da biossintese de violaceina
¢ acumulo de isatina. Estes dados sugerram que o &cido 3-indol acético poderia ser
integralmente Incorporado & estrutura da violaceinz © que isatina deveria ser um
intermediario na biossintese de violaceina.

O efeito de L-triptofano sobre & biossintese de violaceina em diferentes cepas de
C. violaceum, fol estudado por Kimmel e Maier (1969). Estes observaram que parz as
nove capaé estudadas, em meios de cultma complexos, triptofeno estimmlava a |
procucio do pigmento e que a adiclo de glicose a0 meio de cultura, contendo este
aminodcido, aumentava consideravelmente a produciio de pigmento. Além disso, &
violaceina podia ser sintetizada em um kﬁ&aliéadc de caseina, deficiente em triptofano,
indicando que outros aminoécidos podem substituir o requerimento de Eriptofanoé péra a
produgdo do pigmento. Observaram mnda que todas as cepas eram anaerdbicas
facultativas para o crescimento celular e aerébica estrita para a produgﬁ;) de violaceina.

Recentemente Pemberton et al. (1991) realizaram o isolamento e clonagem de um
* "cluster” de cromossomos de C. violaceum, responsivel pela biossintese de violaceina.
Este "cluster” foi clonado em FHscherichiu coli, que adquiriu a propriedade de
biossintetizar violaceina. Observou-se que assim como na C. . violaceum:, a bactéria
clonada nio produzia pigmento na suséncia de oxigénio. |

O papel bioldgico da violaceina para a fisiologia do microrganismo permanece
desconhecido), observou-se, porém, que a adigdo de violaceina em suspensio de células
nfo pigmentadas estimulava a atividade respiratoria (Friedheim, 1936). A partir do
conhecimento de que a violaceina possui um alto coeficiente de extingfio molar na regifio

visivel do espectro (e=1,7.104 Lmol’l. cm-1, 2= 577 mm;, DeMozz, 1967) e baixa



solubilidade em sistemas aguosos, foi sugerido que a produgiio do pigmento poderia
estar relacionada & protecfio contra efeifoz de radiagio sobre o microrganismo (Duran
and Faljoni-Alario, 1980). Sugeriu-se também, que o pigmento poderia desempenhar um
papel de estoque de residuos inddlicos, ou seja, como uma fonte de precursores de
triptofano; ou zinda, uma vez que a concerragiio de triptofano deve ser mantida em
nivel relativamente baixo, nfo téxico, a produgiio de violaceina podena estar envolvida
na regulaciio da concentracio de triptofano (DeMoss, 1967).

Tem sido relatado que, em condigSes de laboratdrio, ou seja, na presenga de
meios de cultura complexos, a produ¢io de pigmento nio 6 requerida para a
sobrevivéncia do microrganismo, ¢ o desenvolvimenio de variantes incolores € bastante
frequente. Sendo assim, a viclaceina inclui-se numa classe de compostos produzidos

pela bactéria classificados como metabdlitos secundérios.

I.C - Efeito de viclaceina e derivados sobre Trypanosema crazi

A doenga de Chagas é um mal crdnico resultante da infecgio pelo Trypanosoma
cruzi. Estima-se em 20 milhdes o mimero de pessoas afetadas pela doenga, a qual ¢
causa importante de mortalidade nas areas end8micas das Americas do Sul e Central
(particularmernte no Brasil, Venczuela e Argentina). A amal {erapiz da doenca ¢
insatisfatéria. As dnas drogas em uso corrente, nifurtimox e bemznidazol, ajudam a
amnenizar 2 parasiternia na fase agnda da doencga, porém, siio menos efetivas nos estigios
crénicos. Alémn disso, ambas produzem um grande mimero- de efeitos colaterais nas
doses terap8uticas usadas (Brener, 1984, Gﬂr?a et al., 1989; Teixeira et al.,, 1990). Os
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efeitos agudos colaterais causados pelo uso de nifurtimox sio bem conhecidos, tais
como, neurctoxicidade e desordens digestivas (Boaziarmain, 1979; Cangado e al, 1975;
Laplumé et al. 1983). Algims estndos tém indicado um perigo genotSxico desta droga
argichagésica, uma vez que estz gpreseniou efeito mutzgénico sobre Escherichia coli
(Ofmishi et al., 1$80) e sobre Sabnonella typfryrmerium (Nagel and Nepormmaschy, 1983;
Ferreire and Ferreira, 1986). Gorlz et al. (1989) verificaram um aimento de treze vezes
no munero de aberragdes cromossomEcas em Hnfbcitos do sangne periférico de crisngas
tratadas com nifurtznox. Estndo semslhante mostrou que benrnidazol suments em duas

g

ucas em hinfdcitos de pactentes tratados com

vezes o rimere 26 abesragles cromosson
este quimioterdpico (Gorle etal; 1988).

O corhecimento da atividede antibidtice de violadeine sobre diversos
microrganismos, seu potencial fototerapéutico (Darén ard Faljoni-Alario, 1980; Durén
et al., 1983} bem como, o5 dados prelimimzres de Caldzs et al. (1978), mostrando que
75 pg/ml do extraio bruto de violaceina produzida pela cepa BB-78 de C. violaceum,
isclada do Rio Negro. (Brasil) ers capaz de induzir 100% de morte dc T. eruzi {cepa Y),
levaram o grupo de Durén e colaboradores & mnicizrem o estudo e desenvolvimento de
compostos com atividade antichagasica, derivados da violaceina (Durin et al., 1983;
Durén et al. 1989). Foram sintstizados algrns derivados da violsceina (sal de sédio,
bromo, metilol e zcetil viclaceina), com o objetivo de tomd-la sohivel em sistemas
acprosos € menos {éxica (Duran et al. 1989; Riveros; 1989; Durin, 1990). Dentre estes
derivados, o metilol foi que se mostrou mais eficiente na imobilizagio de formas
amastigotaé da cepa Tulzhmen de T crwzi (Durdn, 1990). Os testes de. atividads
tripanocida "in vitro” sobre as formas epimzstigotas, amasfigotas e tripomastigotas da
cepa Y de T. cvuzi, realizados, com a mstilol violaceina, mostraram que uma dose
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elevada (750 mM)} fol necessaria para levar a lise total de tripomastigotas (Durén,
1990).

Os estudos da bioguimica do 7. cruzi, tém se concentrado na definicio de
diferencasz metabodlicas entre o parasita e 0 hospedeiro mamifero e, a partir destes, tém
sido definidos alvos tmportanies no desenvelvimenio de drogas menos fixicas e
especificas contra 2 doenga de Chagas (Stoppani, 1983; Henderson e Fairlamb, 1987,
Humder et al., 1990}

Os compostos nifurtimox e benzmidazol (Fig.SA e B} parscem exercer sua ag3o
por produzirem espécies ativas de exigénh}: tais como, perdoxido de hidrogénie, &nion

superoxido e radical hidroxila (DoCampoe & Moreno, 1986).

)
— CHzCONHCH; ()
N O /CH—*:}'&%—N' [ N ) N o et
1] — o o2
H3C | i
(A} ®)

Figura § - Estruturas quinticas {(A) do nifurtimox e (B) do
benznidazol _ ‘

Enquanto nas c¢lulas de mamiferos, baixos niveis de superdxido e de peréxido
de hidrogénio, s#o mantidos pe%é acio sequencial das enzimas superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e glutationa reﬁu%ése, nos tripanosomas, a remogic do perdxido
de hidrogénio, processa-se, apenas, pela aglo ciclica da tripanctiona peroxidese e
tripanotiona redutase. A ftripanotiona peroxidase € a enzima responsével pela

manutenglo da tripanotionas (Fig.6) (N1, NE8-bis (glutationil espermiding)) ne forma
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reduzida. A tripanotiona fol isolada por Fairiamb et al (1985). Esle conjugade,

giutatione-espamuding, substitul o papsl de glulationa na resisiéncia celular ao "stress

oxidativo em tripenosomatidsos (Henderson e Fairtamb, 1987, Hunler ef al | 1990).

coe:» 7 © ?oo- a ig
R\/k ©
ﬁzM %\N/Y = VY ! R
E f RADP+  NADPH / e s
.* i\ 5 {CH?":%
ks "z -%MM—‘-“——————* ;[\Q.f.
TRIPANOTIONA -
f'25{2 REDUTASE, § &E)
SE{ 1! 4 A \ 204
. S o (T la
+ P
M. H y H
: \/\)\, \)% =8 AAAA A
| H | i |
CO0- * COO- '
(A) =)

Figurz € - Estruturas da tripanotiona redurida (A) e da
Tripanotiona oxidede (@) < esquerna daz reaglo csizlisads pela

tripanotiona redutzase.

¥t

Trsbalhos recentes {€m meostrado gue salguns derivados de nitrofurancs e

- nafloquinonas so polentes inibidores da tripanotiona redutase ¢ que cfcilos semelhanies

nfo 580

{Jockers-Scherubl et al.

observados sobre & enzima andloga, glutations redulase -de mamiferos
1989). Sendo assim, o estudo de inibidores da mpansﬁ{ma

redutase se constitui um dos mais promissores alvos para o desenvolvimento de

quirrdolergpicos pars o ralamento da doenga de Chagas.
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II. OBJETIVOS

- Estabelecer condig¢des de cultivo para C violaceum em que a produgio de violaceina

seja méxima, pouco dispendiosa ¢ com baixa incidéncia de variantes incolores.

- Compreender quais s#o as condigSes ambientais que propiciam a produgio méxima
de violaceina, uma vez que o pigmento € um metabdlito secundério, dificilmente

produzide em meios complexos e ricos. L

- Verificar se os metabdlitos encontrados normalmente nos caldos de cultivo de .
violaceum, tém um papel importante na indugéo e estinmilo da sua biossintese.

&

- Sintetizar um composto intermedidrio da biossintese de violaceina a partir de trés
metabdlitos constantemente encontrados nos caldos de cultive de C. violaceum;, :

serotonina, triptamina e dcido 3-indol acético.

- Testar o papel destes intermedidrios sobre a biossintese de violaceina por C.
violaceum. -

- Testar a atividade tripanocida destes novos compostos indélicos quimicamente
sintetizados, tendo em vista que suas estnurturas se assemelham & da violaceina, a qual
_possui comprovada atividade tripanocida.
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III. PARTE EXPERIMENTAL
HLA. Cultive da C. vislaceon

C. violaceum (cepa BB-78) foi oblida originalmente do laboratéric de
Fotobiologia RMolecular do Institito de Biofisica da UFRJ e mantida sob
replicagio mensal em tubes inclinados contendo 4gar nutriente.

LA 1. Meios de cultivo utilizados . .

IILA.1.1. Agar nufriente.

Exirato <e levedura (BBL) . 0,2g . e
Peptona (Difco) ' 0,5g

Glicose {Carlo Erba) o 05g -

Agar-dgar (Sigma) . 1,0g

Aguadestiladaaté . . 100mlL

O pH foi ajustado-pars 6,8.¢ o meio de cultura foi distribuido em tubos de -
ensaio. (20x1 cm) esterilizado em-autoclave.a 1,0 atm. e 120 OC por 15 min. Apés
esterilizades, os tubos foram. inclinados e deixados resfriar. -Os tubog assim .

preparados, podem ser guardados em geladeire
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F11.A.1.2. Caldo nutriente

Extrato de levedura 0,2g
Peptona 0,5g
Ghcose 0,5g
Agna destilada até, 100mL

Vinte & cinco mililitros de meio foram transferidos para Erlenmeyers de 125
mL e esterilizados em autoclave a 1,0 atm e 1200 C por 15 min.

Nos testes de efeito de agicares sobre a produgio de violaceina, a glicose
foi substituida pelos diferentes  aglicares, cujas concentragdes sfio indicadas

nas legendas das figuras ou tabelas.

&

111.A.1.3. Agar manitol

Extrato de levedura 0,2g
Peptona 0,5g
Agar-dgar 1,0g
Manitel {Carlo Erba) 2,0g
- Agua destilada até 100 mL

O meic foi transferido para Erlenmevyer de 250 ml e esterilizado em
autoclave a 1,0 atm. e 120 °C por 15 min Antes de resfriar-se o suficiente
para solidificar, 20 mL foram transferidos  para placas de Petri previamenfe

esterilizadas, e deixadas resfiar e solidificar.
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IIL.A.1.4. Agar batata dextrose

Batata mglesa 200.0g
Peptona 5,0g
Extrato de levedura 3,0g
Agar-agar 10,0g
Glicose {Carlo Erba) 5,0g

As batatas foram lavadas, p‘ioada_s em cubos de 1 om {(sem serem
descascadas) e fervidas em um bequer de 1000 mL com 500 mL de agua destil da
por 30 min. Depois de resfriadas, foram filtradas atraves de gaze. Ao filtrado
foram adicionados peptona, extrato de levedura, glicose e agar-dgar. O volume da
solucio foi commpletado até 1000 mL, o pH ajustado para 6.8, Aliquotas de” 100
mlL foram distribuidos em garrafas de Roux de 1000 ml e estenlizade em

autoclave a 1,0 atm. e 1206 OC por 15 min.

HHI.ALLS Czldo de batata

O caldo de batata foi preparado de modo semelhante ao descrito acina

(I.A.1.4), porém na auséneiza de agar-dgar.
Neste caso, aliguotas de 25 ml do meio foram distribuidas em Erlenmeyers

de 125 ml e esterilizadas em autoclave 2 1,0 atm. e 120 °C por 15 min.
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ITT.A.1.6. Meio de saix e aminoacidos

Soluczo A:
Fe804.H2O (Ecibra) 0,5 mg
MgCla {Carlo Erba} 100 mg
KoHPQOy4 (Carlo Erba) 600 mg
Ks504 (Cario Erba) 50 mbL
Agua destilada até 90 mL
Solucio B:
DL-glanina  (Sigma) 1473 mg
' L-trecmna " 80 1mg
L-lisina. : 2.0 mg .
DL-metionina " 106,6 mg
L-felalamina " 6,6 mg
L-leucima " 8,6 mg
L-tirosina " 6,6 mg
DL-valina " 6,6 mg
L-arginina " 9.3 mg
Glicose " 0,5 g
Agnia até 10 mL

Em 10 Erlenmeyers de 50 ml, foram distribuides 9 ml da solugo A e
esterilizados em autoclave. A solugho B foi estenlizeda por filragdo em filtro
Millipore (HIVLP 0.47 p). A cada Erlenmeyer contendo a solugdo A esteniizada,

foram adicionados, em congdigdes estéreis, 1 mL da solugiio B estenlizada.
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II1.A.1.7. Agar Tioglicol

Meio tioglicolato (Merck) 1,5g
Agar-agar (Difco) 1,5g
Apua destilada até 100l

O meio foi esterilizado como descritc anteriormente.

Observacio: O meio tioglicc;iaia obtido comercialmente ¢ constituido de
peptoma 1,5%, extrato de levedurn 0,5%, glicose 0,55%,
l-cisteina 0,05%, cloreto de sddio 0,25%, tioglicolato de sodio
.0,05% e dgar-dgar 0,075%.

g

IT1.A.1.8. Caldo tioglicolato

Um grama e meio de meio tioglicolato -(Merck) foi dissolvido em 100 mL
de agua destilada, aliquotas de 25 mL foram distribuides em Erlemmeyers de 125
ml, e esterilizados. (

H1.A.1.9. Mcio grios de airoz -

Em Erlenmeyers de 125 mL foram pesados 2 g de griios de arroz, acs quals
foram adicionados 15 mL de dpua destilada. Os frascos foram fechadoz e

estrilizadoz em autoclave a 1,0 atm. ¢ 121 ©C por 15 min.
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Para o inSculo destes frascos foram utilizados 200 pL caldo de cultura com

24 horas de incubagic a 30 °C e 150 rpm em agitador rotatério.

YI1.A.2. Cultivo da C. vislacerzn em minifermentador

Para o culfivo da baciéiia em runfermentador foi utilizado o sistema

ﬁs@ﬁﬁ;&ﬂ}:ﬁdﬂ na Fig. 7.

EHNTRADA
DE THOCULO

N AMOITRA

P B -
LA T T /
Gl T

AGITADOR
WAMIETICO

FIGURA 7 - Esquema do minifermentador utilizado para cultivoda C
viclacenrm.

Foram utilizados 500 mL de caldo mutriente contendo glicose 0,25 % (p/v)
os quais foram colocados no fermentador, este foi fechado tendo seus orificios para
inéculo e enfrada de ar sido fechados com salgodiio, coberfo com gaze e papel
aluminio, para evitar contaminagio. A agitagio foi feita com o auxilio de um

agitador magnético.
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Foi borbulhado ar contimuamente no fermentador com o auxilio de uma
bomba de ar de aquario. O ar mjetado no sistema era previamente passado atraves
de uma solugic de permanganato de potdssio 10 % (p/v) para ser estenlizado. Nio
foi feito controle da vazio de ar.

Forem utilizados 10 mL de inéoulo de 24 horas de oultivo para 500 mL de
meio. Amostras de 5 ml foram recolhidas a intervalos de tempo de 24 horas,
atraves do orificio de coleta de amostra, para deferminagiio da massa celular e
prodicio de violaceina, como descritos nos itens IILAJ3 e IILA4.

;espesti#menﬁe N

IT1.A.3. Avaliacio do crescimento microbiano,

&
E

Cinco fiascos contendo 25 ml de caldo mufriente esterilizado, foram
inoculados com 1 algada de C. violaceusn e cultivados a 28 OC e 150 ipm, em
agitador rotatério, por 48 horas. Apés este periodo, 10 mL de caldo de cultivo-
foram recolhidos de cada frasco e filrados em filtro Millipore (HVLP 0,47 p)
previamente pesados. Estes filtros foram colocados em estufa a 50-9C por 3 dias e
pesados. Afravés deste procedimenio. sstabeleceu-se o valore médio das
absorbéncias correspondentes aog pesos secos da massa celular.

O valor medio encontrado foi-ds 2,9 + 0,3 mg de peso seco/ml de meio
comrespondendo & ums absorbincia A7p¢™ 5,85 * 0,63. Desta forma estabeleceu-
se que:

Pezo seco em = [2.9 x A73¢/ 5,85] mg/ml

Nos experin

da leitura da sbeorbinciz dos caldos de cultive - 720 mm. Da amostra de cada -
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frasco, foi feita a determinaglo da sbsorbinociz a 720 nm em um especirofotdmetro
Becloman DU-70. O aumentc ds absorbincia neste compnmenio de onda ¢
diretamente proporcional ao crescimento celular e consequente turbidez do meio de
culiura. Estes walores foram utilizados  para expressio dos resultados, ou
transformados através da equac@ic acima erm peso seco. Como controle para as
ie ifuraz, utilizon-se o caldo de cultive nZo moculado. Para este procedimento, um
frazco, contendo um melo 1déntico e estéril, fol mantido nas mesmss condigdes dos
ensaios e amostras foram recolhidas, nos mesmos intervalos de tempo, para

servirem como cantrode.

111, A 4. ExtracBo e guantificacio de violaceing nos caldoes de cultive

Em tempos pre-estabelecidos, 1 mbL de caldo de cultive foi recolhido num
tubo de ensaio, ac qual foram adicionados 2 ml de acetato de etila (Merck). Apds
agitagio vigorosa, a suspensio foi demxada decantar. Com auxibio de uma pipeta
Pasteur, a2 faze orgénica foi retirada, transferida para um tubo de ensaic contendo
sulfato de sédio anidro e posteriormente filtrada. A absorbancia do fltrado fo1 lida
a 577 om (Amax de zbsorglo dz violaceina em acetato de etila), psando como
controle acetato de efila. Para calcular a concentracgiio de violaceina, considerou-se
avalorgeeg=1,7. 104 L. mol-l cm! {DeMoss, 1967).

No caso dos melos de culturz sdlidog, estes foram raspadoes das placas de
Petni e adicionado 25 mL de acetato de etila para extragio do pigmento, filtrados e

feitzs ze leihuras das absorbincias em 577 om.



T~ *

i11LLA.5. Efelic de alguns metabdlitos indolices sobre a biossiniese de

violaceinz

Em diferentes Erlenmevers de 125 ml. contendo 10 mL de meio de sais ¢
aminoécidos, foram adicionados, sob condicBes estéreiz, 20 ul de cadz uma das
seguinies solugles, separadamente: isatina (Fluka) 30 mM, acido 2-indol acético
(Merck} 30 mM, triptofane 30 mM {Sigma‘} S-hidroxitriptamming  {sercloning)
(Sigma) 30 ™M e agua destilada.

Foram utihzados 200 pL de mdculo | preparade como descritc no dem
I11.A.1, em cada um dos frascos.

Imediatamente apds 8 adiglo dga indculoe, uma aliguota de | ml, £ni retirada,
em condigles estéreis, para delerminacdes da massa celular e producfo de
viclaceina, como descrito nos iens H1.A.3 e 111 A 4., respectivamente. Os frascos
foram ncubados em agitador orbital (150 rpm), a 28 ©C. Novas coletaz de
amostras foram feitas a cada 24 horas por 72 horas para as mesmas

determinagdes.
Observacoes:

1- As solugBes de acido 3-indol acético e isatina foram preparadas em
etanol absolute (Merck), enguanto triptofano foi preparado em agua
destilada.

Ee

2- Os ensaios foram repetidos  rés vezes e em triplicata.

P
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culivo, aguecido em banho fervenie pa};“ 5 mun., resfriados e cenirifusados por 14

ran. a- 5000 rpm. Umsa aliguota de 200 ul, foi aplicads numa placa de
cromatogralia de camads delgade, preparada com silicz-gel (10xX3 om - placa de
ajuminio da Merck). Foi utilizada para eluicio uma mustura acetona/benzeno (3:1).
A regio contendo o pigmento foi raspada e transferida para um tubo de ensaio, ao
qual foi adicionade 1 mlL de metanol, filtrada atreves de papel de filro (Watman
13, A gbsorbancia desta selugdo fo1 ide ermn comprimento de onda de 577 mn, em

espectrofotdmeire Beckmann- DU-70. Em seguida, esta  solugho foi transferida

fa's]

para um frasco de cintilaglo, coniende 5 mL de liguide de cintilago {Instagel}, e

Y

contagem da radjoatividade {cpm} foi feita em um aparetho de cintilagBo liguida

ER-106000C Beckimann,

Para a detemmunacdo da concentragdo de dcido 3-indol acelice remanescente
no meic de cultura, foram recelhidos 200 ul. do scbrensdante da centrifugacio e



#cido 3-indol aceético fol raspada da silica, transferida para um tubo de ensaio, ao
qual foi adicionado 1 mlL de metanel, filtrado e 2 sua absorbéncia lida a 280 nm.
Esta solugio foi transfenda para 5 ml. de Instagel e realizada a contagem da
radioztividade da amosira como descrito acima.

Para os estudos de incorporagiio de 2-14C-dcido 3-indol acético, foi seguido

o mesmo procedimento.

ITLB. Sintese da carboxiamida (CBX-1)

O composto N-etil-(5-hidroxiindol-3-il)-2-indoliletilamida ou CBX-1 (vide
Fig.10) foi sintetizado a partir do coloridrato de 5-hidroxitriptamina (serotonina) e
écido 3-indol acético, segundo o método descrito por Huang et al., 1984.

Foram utilizados 4,6 pmol de serotorina (Sigma), 4,6 pmol de dcido 3-indol
acético (Merck), 1,2 umol de trietilamina (Aldrich) e 5,0 pmol-de iodeto de 2- -
cloro-1-metil piridina {Aldnich) em 0,5 ml de acetonitrila (Riedl). A mistura
reaciopal foi mantida sob agitagio magnética, por 4 horas sob atmosfera de
nitrogénio seco.

O desaparecimenio dos reagentes (serotoninz e acido 3-indol acético) foi
acompanhado por cromstografia de camada delgada em gel de silica, utilizando

como eluente acetona/hexano (2:1). .

Terminada & reagiio, o solvente foi evaporado e feita uma cromstografia ds

placa preparativa de gel de silica, usando como eluente acetona (Merck)/hexano
(Merck) (2:1). A ﬁﬁ{}ﬁ{;, cuja migragio-foi ckfersme das. dos reagenfes, foi
recolhida e e eluida em acetona. O solvente desta fragiio fo; -evaporado rendendo .

uma massa g 3;8 mg de um produto. que cristalizon mfm&m&ée CoF- -
clars que escureceu apds alguns dias.. -
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111.C. Sinteze da carboxiamida-2 (CBX-2)

O composto N-etil-(indol-3-il)-2-indoliletilamida ou CBX-2 (vide Fig. 11),
foi sintetizado, também baseado no método descrito por Huang et al. (1984).

A uma soluglio contendo de I mumol de 4cido 3-indol acético, 3 mL de
acetonitrila e 1,1 mmol de iodete de 2-clore 1-metil piridina, foram adicionados
uma solucgio 1 mmol de triptamina (Fukla) e 2,2 mmol de trietilamina em 1 mlL de
acefonitrila e mmantida sob agitagio magneética, por 4 horas sob atmosfera de
nitrogénio seco. |

O  consumo dos reagentes {fmiptamina e &cido 3-indol acético) foi
acompanhado por cromatografia de camada deigacié em gel de silica, utilizando
como eluente acetona/hexanc (2:1).

Terminada a reagdo, a acetonitrila fm? evaporada em evaporador rotatdrio
sob presjsﬁe reduzida. Realizou-se cromafografia de columa (30 x 1,5 cm) em
gel de silica (Tipo H-60, 70-230 mesh, Merck), sende eluida em acefona/
hexano (3:2). O produte majoriténio foi recolhido. O solvente foi evaporado

rendendo de 230 mg do produto majoritirio na forma de uma espuma que

cristalizou-se posteriormente.

111.D. Estimulo da blossintese de violaceina por: édcido 3-indol acético, isatina,
triptofano, S-hidroxitriptamina, CBX-1e CBX-2.

Em FErlemmneyer de 125 mlL contende 10 mL de calde nutnente, foram
adicionados 2 pl de uma das segmintes solugles (30 mM): cido 3-indol acético,
icating, triptofanc, S-hidroxitriptammina {serotonina), CBX-1, CBX-2, mistura de

carboxdammida + 1satina, ou apenas agua destilada.
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Aos frascos contendo os meios descritos acima, foram adicionados 200 ul.
do indoulo. Imediatamente apds a inoculagiio, uma aliquota de 1 mL de amostra foi
coletada de cada frasco, para deferminacgdes da massa celular e produgio de
violaceina, comna descnto nos itens IILA.3 e 111 A.4., respectivamente. Os frascos
foram, entfo, incubados sob agitagdo ermn agitador orbital (150 rpm), a 28 °C.
Novas amostras foram coletadas a 24, 48 e 72 horas de cultivo.

Observacdes:
N
1- Foi feito um controle utilizando 2 pl. de etanol, em 10 mL de caldo nutriente.
A diferenga entre este controle e o realizado apenas com dgua foi desprezivel.
2- As solugdes de isatina, CBX-1 & CBX-2 foram preparadas em etanol
absoluto, enquanto a selugio de triptofano foi preparada em dgua destilada.
¢

3- Ot ensatos foram realizados por trés vezes e em triplicata.

II1.E. Efeito da CBX-1 sobre 7. cruzi

Os ensaios das atividades tripanocida das carboxiamidas 1 e 2 foram
realizados no Departamento de Ulfraestrutuira e Biologia Celular da FIOCRUZ pela
Dra. Solange de Castro e colaboradores. A metodologia utilizada encontra-ze

descrita no Apéndice IL
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A citotoxicidade foi determinada através de-curvas deprolifre odS celular .
de oslulas V-79 de hamster chinés, como descrito por Haun ot al. (1992). |

Em piaqﬁ;: de mmiltiplos pogos, forarn colocadas 30.000 céi;_.;las por pogo em
meic Eagle Modificado por Dulbecco (DME), contendo: 100 U/mL de penicilina, |
1{){};11, /ml de estreptomicina, suprida cormn soro fetal bovino 10% {p/v), e foram cultivadas
por 44 horas & 37 ©C em atmosfera Gtmida de CO9 (5%). Apds este periodo as
células foram fratadas com o composto preparado em meio de cultura nas _
éiferéntes conceriiragbes por 24 horas. Para determinagio da taxa de proliferagio,
ag células foram cuidadosamente lavadas por-duas vezes com tafnpﬁo PBS-Calcio
1 mM, fixadas com dcido tricloroacético ($%:) e submetidas a hidrélise alcalina. A
absorbiincia, da suspensiio-obtida, foi medida em 260 mm para quantificagio de
acidos mcleicos. O ID45q fo1 expresso em pmol/células e significa a concentragiio
da droga necessaria para reduzr em 50% a taxa de crescimento celular,

Todos o8 compostos foram dissolvidos em DMSO (Merck) 99,99%, gran

espectroscopico, e diluidos em meio de cultura.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ

IV.A. Cuitive ds C. vielaceum

A partir do conhecimento de que a violaceina e seus derivados apresentam
importante atividade fripanocida contra & cepa Tulahuén de 7. cruzi, mas uma
atividade pequena sobre a cepa Y (Duran, 1990), um dos objetivos iniciais deste
trabalho foi 2 otimizagio da produgiio de viclaceina per%’. violaceum, tendo-se em
vista que um bom rendimento do pigmento, permitiria modificé-lo quimicamente
para se obter derivados mais eficazes e menos tdxicos pams quimioferapia da

doenca de Chagas.

IV.A.1. Efeito da fonte de carbono sobre o crescimento e producie de
violaceins por C. vielaceunt.

Embora a literatura nio trate claramente a violaceina como um metabélito
gsecundario, produzido por C. violaceuns, niio sfo rarzs as obs&ﬁgées de que a
:_éﬁ"ﬂdugﬁo do pigmento nio ¢ essencial 2 sobrevivéncia do microrganismo (Sivendra
e Lo, 1975). Por esta razio, neste irabalhq fmmr feitos alguns ensaios sobre as
condig8es de cultivo da baciéria visando maximizar sua -p;‘-oemgio: |

Nos trabalhos spresentados na literatura -em que se faz o cultivo de C.

violaceum, ¢ descrita 8 utilizagho de wma variedads . de fontes de carbono no ..

cultivo da bactéria, entre eles glicoss, glicerol (DeMoss,-1967), manitol (Sivendra
e Lo, 1975) e lactese (Strong, 1944). Por essa raziio foram testados o efeito de
algms agiicares sobre a produglio da-vielaceina.. .
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As curvas de crescimento de C. violacewm e produgio de violaceina, na
presenga de diferentes fontes de carbono, todas na concentragio de 2% (p/v), siio
mostradas nas figuras 8A a F. Nestas figuras o crescimento celular ¢ expresso
come a absorb&ncia do caldo de cultive em 720 i (A4,;). Neste comprimento de
onda € possivel avaliar o crescimento celular pelo aumento da turbidez do meio de
cultura, sem urerferenciz da mudanga de cor provocada pela produgio de
violaceina. Quarnte malor o crescimento celular, malor sera a turbidez do meio e
consequentemente da absorbiincia em A= 720 nm (A-,,). A produgiio de violaceina
foi avaliada pela leitura da absorbancia a A=577 nm (As44), do extrato de acetato
de etila, considerando o cocficiente de extingfo molar da violaceina, €, igual a
17.000 L.mol-1 cm-1 (DeMoss, 1967).

Cbserva-se, na Fig. 8, que na presenca de fiutose {A) e glicose (B), os
crescimentos celulares sdo o= maiores dentre os aglcares testados, sendo A5,
apos 96 horas de cultivo, iguais a 2,20 e 2,65, respectivamente. Nestas condigdes
a produgiio de violaceina foi bastante reduzida, sendo que na presenga de frutose
Asyy for 1gual a 0,012 e na de glicose foi de 0,013, comespondendo a 0,71 uM e
0,76 uM, respectivamente, apds 96 horas de cultivo.

Na presenga de mamtol (Fig. 8C), observa-se a maior produgio de
violaceina (As5+). dentre os meios testados. O valor de  Agq4, apds 96 horas de
cultivo, foiigual a 0,38, o qual corresponde a concentragdo de violaceina de 22,65
M.

Confudo, o crescimento celular na presenga de manitol, nfo ulirapasson um
valor de A+,q ignal a 0,60, sendo pelo menos 3,5 vezes menor gue o crescimento

na presenga de glicose.
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FIGURA 8 Curvas de crescimento e producfo de violaceina na
presenca de: (A) Frutose, (B) Glicose, (C) Manitol, (D) Amido, (E)

Sacarose ¢ (F) Lactoge.

O meio bésico utilizado foi caldo nutriente, na presenga de cada um
dos sgucares descritos, todos ne concentragBo de 2% (p/v). A masss
celular ¢ a producglio de violaceina foram determinadas como descrito
nos flens JILA.3 ¢ TILA.4 respectivamente.
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Observa-se que na presenga de amido (Fig.8D), sacarose (Fig.8E) e lactose
{Fig.8F) os crescimenios celulares também foram bem inferiores aos cbservados -
na presenga de ghoose ou frutose, sendo Ass,, apds 96 horas de cultivo, ignaig,
respectivamens, z 0,61, 0,56 e 0,49. Estes agiicares prepiciaram mator produgio
do pigmento que frutose ou glicose, sendo que, 8pos 96 horas de cultivo, foram
produzidos 7,71, 12,58 ¢ 3,4 uyM de via%ac&inaz na presenga de smudo, sacaross e
lactose, repectivamenie.

Observa-se que o comportamento da produgiio de violaceina, na presenga de
diferentes fonles de carbeno, pela cepa ds «C,s’ﬁom:?z, €BB;;_?8), a mciaﬁmj

como wm -metabolito secundéirio, de acordo com as . observagSes da Lteraturs. . .
(Kermal, 1978; Drew e Demain,1977). O crescimento celular foi reduzido frente &

fortes de carbono de mmis dificil-metabelizno, .como foram os tasos de manitol,
amido & sacarose -(Fig. &8 .C B 8 E},.g}@‘ém apme%;;gﬁia de violaceina fgg(__"
significativamente maior. Observa-se, por ouitro lado, que glicose 6 frutose, embora -
promovam maior crescimento. celular, dimimuem-a produgio de pigmento, além de
possibilitar uma maior incidéncia-de vanantes incolores. Além disso, verificou-se §

que, a produgio de violaceina ocorre na fase estaciondria do crescimento celular, .

de 48 a 72 horas de cultive. Estes resultados reforgam a idéia de q&xe a wviolaceina,
como metabolito secundario que €, nio estd envolvida com.o Crescimento -6
metabolismo reprodutivo da bactéria. . |

- Na p;egem;a de ma@; gacarose, asmda e iactose;i o'f}H  do msio de

cultirz sumertoun -de 6,6 (no micio do cultivo) pams, 9 {zpoe 96 horas de cultivo) -

e dimimuiu de 6,6 para 6,3, durante .o -mesmo periodo, na presenca de frulose e
glicose (dados nfio apresentados). Estes resultades indicam que o metabolismo de .
carboidratos, a partir dos quais sio produzidos cidos orginicos, o que leva @ .
dimimmigiio do pH do meio de cultura, estd direcionado 20 crescimento celular e
nio & produgio de violzcsina. O sumento do pH. do meio de culturs pode estar
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relacionado a wm desequilibrio enfre o crescimerdo celular e 8 morte celular, na
qual ocorre-hidrdlise de proteinas e de amincacidos. Nesta situaglio, houve um.
aumento da produgio de violaceina, sugerindo que esta pode ser wm mecan=mo de
protegio contra & morte celular.

O faio de haver uma pequena produgio de violsceina :mr.presenqa de
glicose e frutose parece indicar que ocerre repressio de alguma enzima esvolvidas.

na biossintese de viclaceina, uma vez que apds o a@nﬂm de glicose do meio ds -

cularra, ou na fase estaciongna do crescimento. celular, aipimrﬁor passz & sef -

produzido. Por esta '_s“az;%?.@_ foi testado ¢ efeito da. concentraghio de glicose sobre a .

produgio de violaceina.
A tabelz I mostra o efeito da concentragéo de giémse-soéfé 2 eficiénoia da -

produciio de violaceins e suaser. eelular, por C.. vioksoeum em caldo milrients,

EXpresso -como o pesc seco ds massa celular. A medids que se sumena & - -

concerdragio de glicose, observa-se wsn aumenio da massa celular € wma . .
dimirtigio na. preduglio do violaceina. A eficiéncia de p%a&;gﬁq de violaceina
{(violaceina/ peso seco da massa celular) d;rmzm: drasticamente com o munenio da
concentragiio de glicose. Estes dados concordam com as observagles de que
glicose - inbe a produgio de metabSlitoz secundarios (Demain, 1972, Diew e |
Dernain, 1977).
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TABELA I Efeito da concemiracio de glicose em caldo
nutriente sobre a produgiio de violaceina e massa celular.

Violaceina | Crescimento celular | Eficiéncia
Glicose (M) (g de peso secole VA (punol/mg peso seco).10 3
(%)
0,25 10,5 290 36,2
0,50 9,9 570 17,4
1,00 2,1 600 35
2,00 0,7 1.130 0,6

C. violaceum foi cultivada a 28°C e 150 rpm, em 25 mL de caldo rutriente
contendo glicose nas concentragdes descritas. Eficiéncia é ignal a raziio enfre a
concentragiio de violaceina (UM) e o peso seco da massa celular produzida, como
descrito nos itens IILA. e IILA.2, respectivamente, ambos apés 96 horas de
cultivo. Os desvios médios siio menores que 10%.

&

VL A.2. ProdugZo de violaceina em minifermentador

Na tentativa de aumentar a produgiio de violaceins, utilizou-se um
minifermentador de 1000 mL com caldo mitriente, contendo 0,25% de glicose. Esta
concentragiio foi escolhida porque corresponde aquela em que houve maior
produgio de violaceina (Tabela I).

Nestas condigbes, observa-se que, embora a produgiio de violaceina tenha
sido maior (13,96 uM), a produgiio de massa celular também cresceu (971 mg de
peso seco/L). Sendo assim, a eficiéncia da produgio de violaceina foi igual a
14,37 . 10-3 pmol/mg de peso seco, apSGs 96 horas de cultivo. A eficiéncia na
produgio de violaceina foi, neste caso, aproximadamente 60% menor que a obtida
em Erlemneyer (Tabela I). Observou-se também, que a produgiio de violaceina
nfic ocorre simultaneamenie ao crescimento microbiano. O microrganismo

apresentou um crescimento exponencial até 48 horas de cultivo, apés este periodo
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iniciou-se a fase estecionana. A produgio de pigmento ocorre a partir do inicio da
fase estaciondria de crescimernto microbiano, e foi crescente até 96 horas de
cultivo. Estes resultados demonstram a wviabilidade da produgiio de violaceina em
maior esczla emn fermentadores. Porém para tal processo, serd necessiria a
otimizagiio das condigbes de cultivo, tais como, velocidade de agitaghio, aeragiio,
ternpo de__cﬁli:ivc, ajustes do pH do meio, entre oufras. .

GLICOBE 8.26%

Tempo (b}

FIGURA 9 - Curva de crescimento e produgfio de
violaceina por C viclaceun em
minifermentador. .

A bactéria foi cultivada a 280C em- minifermentador de 1000

mL (esquematizado na Fig. 7, ftem HLA.2)-em csldo nutriente

contendo glicose 0,25% (p/v). A cada 24 horas apds a

inoculaglo foram recolhides aliquotas de 5 mL, das quais foram

lidas suag A720 ¢ As77 do extrato de &Getato de eula para -
determinaglo do crescimento celular ¢ produciio de violaceina,
como descrito nos itens IILA3 ¢ FILA4.
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IV.A.3. Crescimento celular e producio de violaceina por C. viglacexrn e £em

difererstes meios de cultivo.

A observagio de que C. violaceum, quando cultivada em meios artificials
deixava de produzir pigmento, levou ao estudo dos fatores que estimulariam ou
inibiriam a biossintese do pigmento. Com este objetivo, foram testados diferentes
meios de cultivo, visando a escolha de um que fosse eficiente em estimular a
biosgintese de violaceina e no qual a ocorréncia de variantes incolores fosse menos
incidente. Neste san’ﬁdo testamos alguns dos meios descritos na lliaratlml

Moss et ai (1978) para estimmlar a ngmentagae das cepas de C
vz'oézmezzm, comi as quais trabalharam, utilizaram agar batata dextrose e agar manitol
+ extrato do levedura, © que sugeriu a ufilizagio destes meios. |

A observac;ao de que C. violocem fm isolada pela primeira vez de uma
pasta de arrudo (Boisbaudran, 1882) e o fato de que Corpe {1951) isolon esta
bactéria de ameostras de solo utilizando grdos de arroz umedecido, tendo sido
identificada através do aparecimento de  pontos aznis nos grios, tambem
conduziram & tentativa de utilizagio destes substratos.

O meio tioglicolato foi testado, uma vez que este ja era utilizado no
laboratério emi trabalhas prévios do grupo, tendo resultado eficiente para a
produgéo de violaceina (Riveros, 1989).

Além disso, a produgio de pigmmento parecia estar sempre relacionada a
utilizagio principalmente de meios sélidos e por esta raziio foram comparados 08
ofeitos de meios liquidos e os correspondentes meios solidos (com adigiio de agar-
agar) sobre a produgio de violaceina.

Na tabela II $ apresentada uma relagéo dos meios de cultura testados e a
correspondente produgéio de violaceina em pmol/L. O pigmento foi extraido com

acetato de etila, tanto dos meios liquidos quanto dos meios sdlidos. A avaiiagéd‘
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da produgiio de violaceina, foi feits pela. leiira de-Agy9 do exirato.de acetaio.de. -

etila, apée 72 horas de cultive.

Nos meios de cultura liquidos, caldo. mutriente (0,5%. de glicose), ...
tioglicolate {0,5% de _ gliaas_a),r-s&lda.-mmh(l—% de m&tal) e caldo .de -batata .. ..

dextross (0,5% -de giim); B prodix
2,66 uM, respectivaments.
glicose), agar batata (0,5% de ghcese) ager tioghcolato (0,5% de glicose) agar
manitol (2% de manitol) e em grios de arroz cozido, as produgdes de violaceina

foram de 87,50, 96,21, 189,57, 203,37 e 435,18 uM, repectivam%me. Cbserva-se

uanto.-nos. meios solidos, w rufriente (0,5% -

um aumento do rendimesnto na produgio de violceina, quando se utiliza meio
sdlido, que varia de 8 até 36 vezes (para caldo mﬁ*iars&a~égar nutrierds e caldo
batata-dgar batata, respectivamente) quando comparado a0 comespondente meio
liquido. ‘o ‘

Em grio=s de amroz cozido fol alcangada a mxiai produgiio de violaceina.
Este meio propiciou uma extracio do pigmento bastanfe simples e rapida
utilizando-se apenas acetona ou mesmo etanol como solventes. A fommﬁ;iio de
violaceina em um meio que comntem principalmente amido, confirma o estimulo que

fontes de carbono de dificil metabolismo t&m sobre a produgéo de violaceina.
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' cultivo.

& £ i

ABEL A Il Producio de violaceina em diferenies meios de

R eto de cultura Violaceing
{umol/L)

Caldo Mutriente 1087 £ 1.44
Agar Nutriente 87.50 + 1,64
aldo Tiselicolato 873 +1.23
Agar tioglicolato 180,57 £ 2,02
Caldo manital 612 2116 .,
Agar manitol . 203,37 +2.,072
(Caldo de Batata 2.66 £1.02
A gar Batata 96,21 +1.83
Graos de arvoz 435,18 +2.45

C. violaceum foi cultivada & 289C por 72 horas, nos micios
descritos, preparados como descrito em III. A.1. Apés este
periodo foram adicionados 25 ml de acetato de etila a0z 25 ml
de caldo de cultive ou ao meio sdlido utilizado. A
quantificaglio de violaceina foi feita como descrito no item

cuifivo

IILA. 4. Os resultados apresenttados s8o a média de trés

experimentos T o desvio padriio.

56

- Estes resultados sngér&m gque ocorre uma maior produgHo de violaceina, em
meios solidos, devido 4 menor disponibilidade de nutrientes na superficie destes
meios comparado com o interior do caldo de cultura. Esta menor disponibilidade
de nuirientes, principalmente a de fontes de carbono, favorece a producgio do
pigmento. Além disso a produglo de violaceina requer oxigenagio ﬁios};ine el al.,

1987b), a qual € mais favorecida na superficie, do que no interior dos caldos de



Embora haja viabilidade para a produgiio de violaceina em meio liquido, a

partir dos resultados obtidos, conclui-se que a produgio em meio sdlido tem um -

rendimento muito maior- (Tabela II), fafto este que justificaria estudoz de

othnizax;iodd processo utilizando este meio de cultivo.para produgiio do pigmento . - .

em maior escala. Neste caso, a utilizagiio do meio gio-de arroz seria um excelente

pordo de partida para estes estudos.. -

A produgiio de violaceina mostrou-se independerte da presenga de pigmento . ..
no mdaulo, -tendo .ocomido -tanto a pmhrde m!os_ pig;@tados quanto réo \

pigmentados.

IV.B. BIOSSINTESE DE VIOLACEINA

¢ :
IV.B.1. Incorporagio do icido 3-indol acético i violaceina

A participagio do &cido 3-indol acético, ‘como -possivel precursor da

biossintese de wiolaceina, foi testada através de ensaios de mcorporagiio deste
composto_fisolopicamt‘e marcado aopxgnemo Através deste experimento, foi -

possivel deterrminar -que a razio viclaceina/ icido -3-indol -mcético -foi

aproximadamente 1, tanto para os isétopos no carbono 1, quanto no 2 (Tabela III).

Estez resultados confirnam dados prévios de Riveroz (1989) mostrando a

participacpagio do dcido 3-indol acético na biossintese de vioclaceina, sem a . .

descarboxilagio -do #écido durante neste processo.

9
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Tabels [XI - Incorporagio dos icidos 2-14C-3-indol acético.e 1-.

14(:-3- indol acetﬁm 3 violaceina

' " Atividade Especifica " Razfio
IsStopo {cpm/imol) Violaceina/subsirato
Substrato -  Violaceina '
2-14CjaA 446,6 + 397 4747+107] 1,06
1-14C1aa 90,1+ 5,3 98.8 + 4,5 1,10

TV.B.2, Sintese éac ik

C. violacewm foi cultivada por 96 horas em 10 mL de meio de sais
minerais ¢ eminodcidos como descrito em ILA.1.6, sem glicose ¢ na-
presenga de écido 3-indol scético 0,3 mM mais 10,4 nmol de 2-14C-
dcido 3-indol acético (2-14C-1AA) ou 10,4 nmol de 1-14C-dcido 3-
indol acético (1-14C-IAA), totalizando uma contsgem de 55.000

cepm/ml de meio de culturs. A determinagio da incorporaglio do dcido %
3 violaceina, foi feita como descrito em ITLA.6. A stividade

especifica expressa a cpm de 200 pl. de um soluclo de violaceina ou

IAA isolados do meio de cultive pela @mﬁm de violacefna ou IAA
{umol) presentes nesta soluclio. O termo substrato refere-se 8. um dos
indtopos. Os resultados apmemadas sfo a média de dois experimen-
tos realizados em triplicata.

hariembd a_,,r (CBXL 1) > .

Uma vez quic a partir dos ensaios de incorporaglio do dcido 3-indol acético

marcado (IAA), verificou-se sua mcapora;:&o & molécula de violaceina ¢ o
conhecimento de que alguns outros compostos indélicos derivados do triptofano
foram isolados de caldos do cultive de C. violaoeum, entre estes serolonina, foi-
feita a sintese quimica de um provavel intermediério da biossintese de violacefna
que envolvesse estes dois compostos. Este intermedidrio, uma carboxiamida [N-
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etil-{S-hidroviindal-2-1-2-indoliletilenamida (CBX-13], foi sintelisada a partir da
condensacio de 1AA e S-hidroxiniptamina (serofonina) vhilizando-se comoe agente
de condensagEc o composto lodeto de 2- clore metil pindinmium |, como

ezguematizade na figura 10,

07 ~
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FIGURA 10 - Esquema da sintese da CEX-IV a partir da
condensacio da serotonina (5-HT) e o acido 3-indol acético
(1AA).

A carboxiamida-1 (CBX-1) sintstizada, como devuito em HIB. {(pag. 25),
cristalizou-se na forma de cristais finos amarelados, soliveis em acetona, etanc! ou
dimetil sulféxido (DMSO), sendo caracterizada através dos espectros de
ifravermelho V), TH-RMN, UVrvisivel e massa, mostrados nos apéndices A.1,
A 2.A%eAA4 respmin amente.

Na tabela IV estio relacionados os principais dados espectrais da CBX-1.

Observa-se, através dos dados da espectroscopia de infravermelho (V) da CBX-1,
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que esta apresemta banda forte a 1627 cml devida ao estiramento C=0 da
carbonila amidica e outra 8 1575 oml devida a deformagiio N-H de amidas
secundarias.

O espectro de 1H-RMN da CBX-1 (em dg,-DMSO) apresenton  um
multiplete que Itegra para 2 H em 6 2,75 ppm, devido aos protons metilémicos do
carbono P ao nitrogémio amidico; outre mmltiplete que infegra para 2 H em § 3,3
ppm, devido mos protons metilénicos do carbono o a0 nitrogénio amidico; um
singlete em & 3,5 ppm devido aos prétons metilénicos do carbono adjacente a
carbonila %snidica; railfipletes devidos ao prétons ammz*ﬂéas enO74ad 6.6
ppm que integram para 9 H.e singletes devidos aos prétens ligados sos nitrogémios
indélices em 6 10,5 ppngy em & 10,9 ppm apresenta-se um singlete devido 20
nitrogénio amidico e um sinal largo em & 8,6 devide ao préton do grupo hidroxila
g sinsis em O 2,5 devido a DMSO e

(Sllv&rsﬁ;am et al., 1981) C*E}sarvﬁn;
outros devidos 2 umidade e mgmmms da amostra. -

O espectro de sbsorbincia UVivisivel da CBX-1 em etanol absoluto,
mosirou um pico de absorgio maximo em A = 282 nm.

A espectroscopia de massa apreserstou pico em m/e = 333, referente ao ion
molecular esperado para a carboxiamida. .

Apesar da presenga de impurezas no cemposto obtide, detectado pelas
andlises fisico-quimicas, nfo foi possivel maior purificaglio, devido ao baixo
rendimento da reagiio. A comparagio entre os especiros dasnrg&gemes utilizados na

sirtese (4cido 3-indol acético e serotonins) descartam a presenga destes como

contaminardes. da carboxiamida obiida e consequentemente o efeifo que. estes

reagentes leriamn sobre os ensaios bioldgicos. Ax principaiz contaminagbes

detectadas foram a presenga de dgua e  solventes oginicos, utilizados na reagiio e
na etapa de purificagio, os quais foram eliminados por evaporagio. sob pressie .

reduzida. Embora os compostos utilizados nos ensaios biolégicos apresentam grau
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de pureza superior ao dos compostos analisados, seria necessdrio a eliminagio ou

a determinagio precisa das mmpurezas para se que se soubesse qual o seu efeito
real zobre a biossintsse de violaceina, bem cemno sobre T orwzi, o qual sera ..
discutido posteriormente. '

TABELA IV - Dados espectrais da carboziamida -1 (CBX-1)

Anglise vV IHRMN | Esp. Massa Absorglo
emly 5 (ppm) m/z UV/ivistvel

Composto - o Arnay (log £)

CBX-1 1627, 2,75- HB- - | MY 333 282 (1,93)
estiramerdo ‘

C=0 (armuda) 3,3- H®

° 1575,
daformacio
secundiria) .
66a74
H{zromaticos)
8,6 (OH)
10,5
2H(ndolicos)
10,9H {zmidico)

O espectro de infravermetho (IVY foi feito em pastila de KBr. O
espectro de IH-RMN foi feito em dimetil sulféxido deuterado (1,5 mg/
mL) utilizando como padrio intermo tetrametil silano (TMS). Para o
espectro de sbsorbéncis, a amostra Foi dissolvida em etanol sbsoluto,
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Uma outra consideracic a fazer € a de que oz dados experimentatais
mosiram que apenss compostos nddlicos estio diretamente envolvidos na via de
biossintese de violaceina e as andlizes especirais nfio indicam a presenga de oufros
compostos indolicos além da carboxiamida.

Os dados espectroscopicos indicamn fortemente que o composto sintetizado
apresenta & estruvura mostrada na Fig. 10.

IV.B.3. Sintese da carboxiamida - 2 (CB3-2)

Com o objetivo de saber =8 durante o processo de biossintese de
violaceina haveria a hidroxilagio do suposio miermedidnio CBX-1, afzteé Oll Bpas 2
=ua formagio, foi sintetizada uma carboxiamida de maneira semethante & primeira,
a N-etil-(indol-3-il)-2-indoliletilenamida (CBX-2), a partir da condensagiio do IAA
e triptarmina como esquermnatizados na figura 11.

Os principals dados especirais da CBX-2 sio apresentados na tabela V. Os
espectros sio apresentados nas figuras A5, A6, A7 e AR a;ﬁrewntadaz no
apéndice. .

O espectro de infravermetho da CBX-2 apresentoun uma banda forte a 1635
cmrl devida zo estiramento C=0 da carbomnila amidica e outra a 1540 cirl devida

a deformagio N-H de amidas secundanas.
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Figura 11 - Esquema da sintese <a carboxiamida-2 (CBX-2)
a parir da condensagc@io do acido 3-indol acético (1AA) e
triptamina, ' ' :

‘No-espeétro de lH-RMN da CBX-2 observa-se um multiplete que integra
para2 Hem & 2,8 pp:ﬁ, devido aos prétons metilénicos do carbono B ao nitrogénio
af;rﬁdico; um multiplete que integra para 2 H em 3 3,3 ppm, devido aos prétons
métilénicos do carbone a ao nifrogénio arnidico; um singlete em & 3,5 ppm devido
aos prétons metilénicos do carbono  adjacente carbonild; multipletes devidos ao
prétons aromaticos em & 6,9 a & 7,55 ppm que integram para 10 H aromaticos;
gingletes devidos aos prétons ligados ao nitrogénio, dos anéis inddlicos em & 108
ppm ¢ & 10,9 ppm e multiplete da amida em & 3,0 ppm. Os outros sinais
observados na espectroscopia siio atribuidos 4 presenga de umidade e de solventes
na amostra,

A espectroscopia de absor¢lio UV/visivel da CBX-2 em etano] apresentou A

max 8 280 nm, caracteristicos de compostos inddélicos,
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A ezpectroscopia de massa desta caboxiamida mostrou o ion molecular em
m/z=317. Os dados obtidos indicam que a. carboxiamida sintetizada tern a estrutura
esperada e mostrads na figura 11.

Tabela V - Dados espectrals da carboxiamida -2 (CBX-2)

Anglise v IHRMN | Espect. Absorglio
| viem-1) 8 (ppm) Masse UV/Vis

Composto : (m'z) . | Amax{logs) |

CBX.2 1635, 28 HB | 317 1Y) (280(230) |
estiramerto :

C=0 (amida) | 3,3 Hex
1540, 3.5-

- deformagto | H{adjacente 4 |
N-H(zmida | carbonila)- )
gecunddria) . : :

69 a 7.5 -
H(gromaticos)
8,0-
H(amidico)
108 2.10,9.

H (inddlicos) - -

O espectro de infravermelho (IV) foi feito em pastilha de KBr. O
espectro de LH-RMN foi feito em dimetil sulféxido deuterado (1,5 mg/
mlL) utilizando como padrio iﬁtemd'-te&mnetil silano (TMS). Para 0
espectro de absorbéncia, a amostra foi diszolvida em etanol absoluto.
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IV.B.4. Estimuzlo da biossintese de violaceina por triptofano, isatina, 5-
hidroxitriptamina, dcido 3-indol acético, CBX-1 e CBX-2

Uma vez que se supunha que as carboxiamidas, CBX-1 e CBX-2, poderiam
ser moléculas precursoras na biossinfese de violaceina, o passo seguinte a suas
sinteses foi testar seus efeitos sobre a biossintese de violaceina. Além das CBX-1
e CBX-2, foram testados oufros compostos: (i) o triptofano que 6, segundo a
literatira o principal precursor da biossintese de vielaceina; (if) o dcide 3-indol
acetico, que se mosirou capaz de ser incorporade integralmente na molécula de
violaceina {dados apresem;adﬂs. em IV.B.1; (ii1) 1satina, que ¢ acwmulada ao invés
de violaceina, quando C. viclscewsm foi uradiada com luz ultravioleta (Riveros,
1989) e (iv) S-hidroxitriptamina (serotonina), que segundo Hoshino et al. (1991)
niio participa na biossintese de violaceina, mas que foi identificada em caldos de
cultivo de C. violacewm (Riveros, 1989). Paraial, foram adicionﬁdos a0 meio de
cultura cada um dos compostos individualmente e a2 CBX-1 mais isatina, para
verificar se o efeito inibidor da isatina sobre a biossintese de violaceina poderia ser
revertide pelo provivel intermedidno CBX-1.

Na tabela VI, sfo mostrados os efeitos de triptofano (TRP), isatina (ISA),
dcido 3-indol acético (IAA), S-hidroxitriptamina (5-OH-triptamina), CBX-1 e CBX-
2 sobre o crescimento celular e & produgiio de violaceina.

Quanto ao crescimento celular, observou-se que o dcide 3-indol acético
dAA), triptofano {TRP) e S-hiroxitriptamina, estimulam o cresimento celular.
Porém, a produgdc de violaceina ¢ estimulada, nHo apenas por estes compostos,
mas tambem pela CBX-1. A eficiéneia, que é a razfio entre produgfio de violaceina
e crecimento celular, é aumeniada na presenga de IAA, TRP e CBX-1. A isatina
mibi tanfo crecirmento celular, quanto a produgio de violaceina, mostrando-se o

composto menos eficiente no estimulo da produgio de violaceina. A associagio de
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CBX-1 e izatina produzin um fello mibitdno ainda maior no crecimenio celular,

berm come N3 producio de violaceina,

Tabela VI- Estirnnlo da biossintese de violaceing por alguns compostios

irngidslicoes,
Compostosg Crescimento Violaceina Eficiéncia
celular (ol (jmol/mg peso sece).103
{mg peso geco/ mL)
Controle 0,63 — 13.53 21,47
TAA , 0,68 17,65 25,95
Izatina (.46 7.65 16,63
TRP 0,66 15,28 30.27
S.OH.riptamina | 0,73 - 16.47 22,56
CBX-1 0,48 17,65 36,77
CBX-2 0,58 | 10,59 18,25
CRX-1+Isatina 0,40 8,82 22,03

C. violaceum foi cultivada em caldo nutriente, por 72 horas a 28
OC, como descrito em IILA.1.2° na auséncia (controle) ou na
presenga de um dos compostos relacionados na concentragio final 6
uM. As determinagdes do crescumento celular e producio de
violaceina foram feitos come descrito em IHLAJ3 e IILAM4
respectivarnente. Os valores apresentam um desvio médio menor
que 10%.

Dados anteriores do grupo (Riveros, 1989) mostraram que o efeito de izatina
sobre o estimulo da biossintese de vielaceina foi dependente da sna concentracio
assimcome do ternpo de cultive. Quando uma concentracio de 6 uM de isatina fo1

utilizada, observou-se um estimulo maximo de 30 % na bicssintese de violaceina;



porém, observou-se também, que apds 24 horas de cultivo, a presen¢a de isatina
induziu uma dréastica diminuigdo na produgio de violaceina quando comparada ao
controle {sem 1isatina) (Riveros, 1989) Os resultados apresentades neste trabalho
{Tabela VI) mostram ume inibigio da biossintese de violaceina de 22% na
presenga de isatina, apos 72 horas de cultivo. A mnibigio observada pode ser
devida a uma refroinibigio induzida pela isatina, uma vez que supd-se que esta
participaria mima das {ltimas etapas de biossintese da violaceina (vide esquema
Fig. 12).

Des compostos testados, CBX-1 {carboxiamida hidroxilada) foi o mais
eficiente, cornfirmmando a suposigdo de que este pf:}dehsar .um infermedianio
importante na biossiniese do pigmento; enquaﬁie CBX-2 {carboxiamida nfo
hidroxilada) n#c estimulou nem o crecimento nem a produgdoc de violaceina,
indicando que & hidroxilagio da molécula de violaceina antecede & biossintese do
intermediano CBX-1.

Estes resutltados concordam com os dados da literatura com relagdo ao fato
de que triptofano € um miermedidrio na biﬂssﬁ}tase de violaceina. Além disso,
demonstra-se que o acido 3-mdol acético pode ser utilizado mo processo de
biossintese de violaceina, provavelmente porque pode dar origem ao aminodcido
triptofano como ocome em alguns microrgamismos (Allison et al, 1.9?4).

Cabe ressaltar que o meio de cultura utilizado, neste caso, caldo mutriente,
contém outrog compostos nitrogenados (aminodcidos, mclusive triptofana), que

podem servir como fonte de compostos inddhicos, ou originarem tais compostos.

IV.B.S. Efeito de metabdlitos de . vicleceum como precurssores da
biossintese de violaceina
Uma vez que o meio de cultura utilizado para testar o estimulo da

biossintese de wiolaceine continha  peptona, fornte de mtrogénio rica em



amunoscides, e denire estes tnptofano, fol necessario verificar se os compostos
mddlicos utilizados anferiormente, tenam o mesmo efeifo se foszem as tnicas
fontes de grupos mddlicos. Para isgo, a bacteéna foi cultivada por 72 horas em
meio contende diversos amunoacides, exceto triptofano, e cada um dos compostos
a seguir: acido 3-indol acético, isatina, S-hidroxitriptamina, triptofano e CBX-1.

A Tabela VII mostra que, denfre os compostos testados, apenas a  isafina
ndo foi capaz de estimular o crecimento celular. Além disso, todos estimularam
significativamente a prodogio de violaceina, sendo que o triptofanc fol o mais
eficiente. E umiporianie notar que, neste césc, a isatins. for um bom indutor da
biossintese de violaceina demonstrando assim a possibilidade de sua participagio
na bicssintese de vinlaceina. Como mostrado anterionmente, o mesmo nio ocorray
quando a bactéria for cultivada na presencga de cutras fontes de grupos mdoélicos
(Tabelz VI).

Verifica-se que composto CBX-1, apresentou tanto efeito mdutor (Tabela
VII} quanto estimulante (Tabela VI) na eficiéncia da biossintese de violaceina.
Com relagio ao estimmlo da biossintese do pigmento, a CBX-1 teve um sfeito
mailor gue o triptofano. Este resultado sugere que a CBX-1 ¢ um intermediario que
participana de wma etapa posterior a utilizagio de triptofano, sendo, por esta razdo,
capaz de promover uma malor prodiugio de violaceina nmo mesmo intervalo de
tempo. Quanto a indugdo da biossintese de violaceina por CBX-1, observa-se que
sua eficiéncia é menor que a do triptofano. Isto podenia ccorrer porgue, neste caso,
a CBX-1 poderia ser desviada para oufras vias que nfio a biossintese de violaceina.
E provivel que friptofano nfio possa ser utilizado nestas mesmas vias, sendo entio
utilizade apenas para a biossintese de violaceina.

Uma vez gque C vivkwewm produz também a dﬁ*&’iﬂﬂﬁiau&iﬁ& pigmerto
minonitario, que difere da viclaceina, pela zuséncia de um grupo hidmmia na

posigio 5 do anel mnddlico, foi feita a sintese quimica também de uma
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carboxiamida sem o grupo hidroxila, através da condensaciio de triptamning e acido

3-indol acetico, 8 TBX-

.t\«..)

Tabela VII- Efeito de compostos inddlicos sobre 3 biossiniese de violaceina.

Composto Crescimento celular | Violaceina Eficiénoia

{mg peso seco/ml) {unol/Ly | {umol/mez peso sacod 107
Conirole N 2 0.23 0.37
IAA ' ] (.68 4,53 5.66
TRP N 0.73 6,35 8.70
5-OH-Tripltamina (3,584 2,70 2.87
54 0.52 382 735 .
CBX-1 0,73 | 312 | 4.27

C. violaceusr: Fol cultivada por 72 horas 8 289C, em meio de saiz minerais,
glicose 0,25% e aminoacidos, na auséncia (controle) ou na presenga de um
dos compostos re!ac:ianadas‘, na concentragio Gnal de 6 M, como descrifo

~em (IILAS). A determinacic de viclaceina na culiura foi feita’ como
descrito em {11LA4) e o creqmmema celular foi estimado e calculado
como desocnito em. (JILA3) A eficiéncia na produgio de violaceina € a
razdo (violaceina/ crescimento celular). Os valores apresentam desvios
medios menores que 10%.

Cs resultados com a CBX-2, sobre o estimulo da biossintese de viclaceina,
mostraram que esta ndo tem efeito alpum sobre a formagio do pigmento, o que
sugere que o composto desidroxilado ndc pode ser utilizado pela € viekceum e
que z hndroxilagio da CBX-2 ou do tripiéfane £ 1M passo Necessano na biossintese
da violaceina. O efeito indutor desta carboxiamida ndo foi testado, porque sua
sinteze foi alcangada posteriormente zos ensaios bioldgicos com of outros

compogios; porem & provavel que como outros compostos inddlicos seja capaz de

mduz;r biozsinteze de violacemna.

¥
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I¥V.B.6- Uma viz proposta para a biossintese da viclaceina por C viefaceum

Experimentos  anteriores mostraram  gue além de vielaceina outros
compostos indolicos s@o produzides nos caldos de cultive de O violsceum
{DeMoss e Evans, 1957} Os dadoz de incorporagho do acide 3-indel acético
isolopicamente marcade ne carbonc 1 quario no 2, apresenfados na Tabela [T e

o= resuliados de Riveros {1989), mostrarm gque a razfic dcide 3-indol acético

o]

marcado/ viclaoeina g izual 2 1,0 %E digso Rﬁeruc {1989} mostron que guando
' & bactéria era nradiada com }uz ultravicleta a produgio de violaceina cessava e
que izatina passava a se acumular no meio de culfura, conferindo 3 bactena
coloragio vermelha caracteristica desie camﬁm‘m O mesmo autor observou que a
adigio de isatina exdpena ac meio de cultura da cepa nativa de C violceum,
estimulava a bwtszme*'e de E’}Giﬁ eina, oom relagio ac controle e fue este efeito
era dependente da conceniragiic de isatma, sugerindo que esta Gltima pode exercer
;grﬁ efeito retro-inibidor sobre a via. Além destas observagdes, oz dados
experimentais deste frabalho, mostrande ¢ efeito estimulatério da CBX-1 e dcido 3-
indol acético, sobre a produgio de violaceina, bem como a incorporagiio do 4cido
3-indol acético, isotopicamente marca;ic no carbono 1 na molécula de violaceina,
demonstrando gue nfo ocorre descarboxilagfio desta molécula no processo de
biossintese do Vpigmeﬂm, slgerem um esqueima hipotético para & biossintese de
violaceina como descrito a seguir e esquemnatizado na (Fig.-12). ‘
O dcide 2-mndal acetico (V) seria transformade parte em indol (VIID através
do passo A (Yonata e Soda, 1986}, ¢ parte em L-triptofano (I) através do passo B,
O L-inptofano € subsequentemente CQHV&It‘idﬂ a2 S-hidrosatnptofane {I0), atraves do
passo C (Mitemna et al., 1956). A condensagio do S-hidroxitriptofane {0) e deido 3-
indalacético (ﬁr} atraveés do passo D é = suida peia descarboxilagio do

mntermediano formado {composte II), levando a CBX-1 (V), através do passa F.
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Easte amnda & possibilidade de que através de uma reagao semelhante 4 que

frequenternenie em vegetais ¢ bactérias, haja a producio do dcide 3-indol

SIS
acetico, a partir do metabolismo parcial de  triptofanc, come mostrade na passo (G
{Davig et gl 1976),

Um miermediario radicalar {VI) seriz formade & partir da CBX-1 (V) pela
agho de uma peroxidase, que agiria sobre o dtomo do carbono o ao nitrogénio
(Duran e Faljoni-Alano, 1978}, através do passo L produzindo o compoeste VI Este
Glumo sofreln um rearranjo do tipo 1.2, como sugeride por Hﬂshrw et al (198%a),

formana o derivado 1 3-hidroxi-2H-pirrol-2.ona (0 e o radical iﬁéﬁ? {VII}, atraves
C [ . e
3

do passo 1. o gual por oxigenagho, ciclizagio e quebra do mtermedianio produziria
sating, atraves do passo K Isating podena ser ;:&r«::éuziéa tambem a partir do indol
(VIO através do passo K, o qual produziria didroxindel (DD {Sebek g Jager,
1962), através do passo L (Fujioka ¢ Wada, 1968) e finalmente a isatina (X seria
pmduzi-&a, airaves do passo M. Sugere-se zinda, que um passo im;mri&nte na
biossintese de vialaceina deva ser a gﬁﬁd&ﬁsagie da l,i-diidm-pirmi-;?,-ana I
com 1satina, passo N, de uma maneira similar 4 que ocorre na sintese quimica da
violaceina realizada por Ballantine et al. {1960).

Existe, ainda, a possilbilidade de que o mntemediario (VD) sofra uma redugiic
e posteriormente uma ciclizagio, passo P, produzindo o intermediario (XI) o gqual’
por oxidagio pelo oxigénio molecular, resulte na molécula de violéceina} atraves
do passo Q, comne sugerido por Hoshino et al. (1987b).

O papel da CBX-1 (V) como um intermediaric metabdlico fica evidente &
partir doz dados da tabela VI, em que ¢é mostrado o estimulo que esta
carboxiamida tem sobre a biossintese de violaceina,

0O actmulo de isatina por O viclscesm quando iradiada por um g}eni:&dg
curto de tempo emn comprimentos de onda maiores que “?‘sii THR, £ UmE LﬂaLa de

Petri, e cultivadas em meio liguido, 4o invés da producio da viclaceina, demonstra
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a parficipegio desie composio nz Diossiniese do pigmento. Presume-se gue o

acumulo de izaiina ocorra porgue um dos processos enzimaticos eavelvide na

biossiniese de violaceina teria sido afetado, o gue levaria ao blogusio do passoNe
consequents acurnulo da isatina.
T~

Embora Hozhpe et al. {1987b) =sugira uma viz para & biossintese de-

vielacema na qual participam duas molécoulas de triptofane, seus resuliados nic
copcordam com dados anteriores (DeMoss e Evans, 19537 em gue a razio
violaceing/ triptofanc marcado € de 1. Os resulizdos obtidos por DieMoss e Bvans,

sugerem que apenas 1 molécula de E‘ﬁpif‘?‘;ﬁﬁ periicipa na brossiniese de

.—»

i
iclaceing,

o+
o

Os resultados obtidos neste trabalho concordam com as observagbes da
participagio do tripiofano, bem como do acido 3-indol acético na biossinteze de
violacéina, ;}s:zré:m nfo estic de scorde com as observagdes de Hoshino et al
{1987a) quanto A s:v”w::m dog atomos de c;.%:;genm da molécnla. Estes autores
trabalharam na presenga de uma atmosfera de O,!5- ebservando marcagic na
viclaceina sintefizada sob estas condicbes, porém os autores nfio consideram a
possibilidade de trocas enire os atomos de oxigénio da dgua e desta com os atomas
de oufros compostos oxigenados. Desta forma tanto o passo N?. em que nic se
observa a participagio direta de oxigémo molecular, quante o passo Q sHo vidveis.
Alem disso, a participagio essencial do oxigénio para a biossintese de violaceina,
pode estar mni-to maie relacionada ao metabolismoe oxidativo, que ac sua
participagio direta nas reage de biossintese desta. E provével que a formagiio do
pigmento esteja associada 2 protegiio contra um "stress” oxidativo induzido pela
presenga de oxigénio.

As tentativas de 1solar o mtermediario CBX-1, do meio ée cultive ndo foram
bem sucedidas, pmvzweiménﬁe por causa de sua baixa ésiabi!idade, observada,

também, para o composto sintetizado quimicamente.
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Figura 12 - Esquema proposto para a biossintese de violaceina
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IV.C. Efeito de CBX-1e CBX-2 sobre T.orszi

Um dos principais inferesses na ofimizaglo da produglo de violsceina por
C. violoczum é devido ac fato desie composto apresentar atividade {ripanocida
significative, frente & cepa Tulshuén de 7. crwzi (Durdn, 1990). Por riiz raziio
compostos  derivadoz da violaceina ©u -que apresenlem grupos sstruturais
semelhantes mos da violaceinm tém sido testados quanfo as suas sfividades
tripanocidas. Além disso, Sofina et al. (1978) d&mans&m que composios
indélicos apresentam atividades biologicas interessanies, como antifumnorais. Estas
observagbes prévias, e a semelhangs estrutural das carboxiamidas 1 e 2 com a
violaceina, ‘incentivaram & que s tesiasse os efeitos bicldgicos das carboxiamidas
sintetizadas, quanto ao sen efeito mipanooida.

A tabela VIII mostra os dados comparativos entre nifurtimox {(fripanocida
que é utilizado na quimioterapia da doenga de Chagas), metilol violaceina
(derivado da violaceina com melhor efeito tripanocida e menar citotdxicidade),
CBX-1 e CBX-2 (Haun et al. 1992). Estes dados foram fomecidos pela Dra.
Solange de Castro da FIO-Cruz -RJ, sendo comentados a seguir.

A CBX-1 mostrou-se pouco eficiente como tripanocida. A presenca do
grupo hidroxila na molécula, tomando-a mais polar, diminuiu sua atividade; sendo
necessarias doses acima de 1,2 mM para obter efeifos semelhantes aos da CBX-2. .

Verificou-se que CBX-2 tem atividade tripanocida maior que a metilol
violaceinz sobre as formas amastigota e tripomastigota, sendo inferessante notar
que z concentiragiio de CBX-2 necesséria para causar 50% de morte de formas
‘amastigotas, igual a 239 pM, foi menor gue a metade da concentragiio de metilol
violaceina {500 ph).
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Tabelz Vili-

2 e outros comipostos.

Afividades fripanocida e de ciiotoxicidade de UBX-1, CBX-

Composto Epimastigotas | Amastigolas Tripomastigota | Célules V-79
Gope  * Gape ¥ (e *! (pmol/ cél)P

Metilol- 75 500 750 0,048

violaceing

CBX-2 325 239 607 7,0

ChX-1 >1200 > 1200 > 1200 N.D.

Nifurtimox 10 100 100 0,12

7

& representa s concentra¢io dos composios necessaria pars causar

30% d= morte dos parasites em suas diferentes formas, como

descrito em (JILE.2). |
. brrepresenta & quantidade dos compostos necessana para mbir a

taxa de proliferagio celuiar em 5084, como descrito em (JILF).

* Dados fornecidos pela Dra. Solange de casiro (FioCruz- RJ).

A figura 13 mostrz as curvas de mortalidade de formas amastigotas

(Fig.13A), epirnastigotas (Fig. 13B) e tripomasstigotas (Fig. 13C) em fimgio da
conceniragiio de CBX-2. Observa-se que, para causar 50% de mortalidade sobre as

formas epimastigotas, amastigotaz e

tripomastigotas,

concertragbes iguals a 325, 239 e 607 pM de CBX-2 respectivamente.

foram necessirias

A CBX-2 se apresgnia menos efetiva que nifurlimox, frenfe as diversas

formas de T' crwzi, porém menos {6xca, o gue pode ser cbrorvado pelo fato de

gue forzm mecessénos 7,0 pmol de CBX-2/céluls, para intbir 50% dz izxa de
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pmol de nifurtimox/célula e apenas 0,048 pmol de metilol viclaceing/ célula
confimando o efeito t6xico de nifurtimox & de metilol violacsing
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Figura 13- Efeito de CBX-2 sobre a mortalidade das
diferentes formas de T, cruzl.

Estes experimentos foram realizados no departamento de
Ultraestrutura ¢ Biologia Celular da FIOCRUZ - RJ sob a
supervisic da Dra. Scolange de Castro.
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Estes resultados foram interessantes uma vez que dsterminou-se que 8 CBX-
2 6 um composto com stividade fripanoccida maior que o derivado, metilol
violaceins, sobre as formas amastigotas e iripomastigotas de T cruzi, slém de ser
significativamerde menos toxico. A metilol violaceing havia sido, =ié entiio, © mais
eficienie dos derivados de violaceins sintetizados.

Os efeitos de CBX-1 e CBX-2 sobre 71 Cruzi, sugerem que &
desaxiviaiéoeiﬁa, por ser uwm anglogo menos polar da violaceina, pode ser um
composto com mator afividads tmpanocida que ests. Esta suposiglio p&zde ger - .
confirmada. pela observagio de Caldes et el. (1977) de que 75 pg/ml do ‘s}d:ram
 bruto de violaceina causou 100% de morte em T, cruzi ¢ as ébsemgéas recenies
de qus sproximadamente 300 uM (217mg/ml) de violscsine 6 necessdrio para
caussr o mesmo efeito (Durén, 1990). Fica evi&eme que com & pumnficagio perdeu-
se parte da atividade frpanocida. -
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V. CONCLUSOES:

A violaceina ¢ um-metabdlito secundinic - produzide- pela C. violaceum,
sendo -por esta razio ‘verificado que sua biossinfese ¢ mibida na presenga de

acticares de f&ciim&zbg%imgﬁgs porém estimulada por fonfes de carbono de mais - .

dificil metabilizaglio ou ainda por babxas conceniragies de glicose.

. A biossintese de violaceina foi favorecida em meios sOlidos, nos quais a
< ) _
acessibilidade aos muinerfes do meio € menos favorecida. Uma evidencia foi a

maior produgiio de pigmento quando utilizamos o meio grios de arroz.

- Viérios compostog mnddlicos foram capares de estimular & biossintese de
violaceina, confirmando a participagiio de triplofano, &dcido 3-indol acetico,

gerofonina e isatina nesta via.

-A carboxiamida-1, sintetizada a partir da condensagfio da serotonina com o
acido 3-indol acetico mostroun-ze mais eficiente que o friptofano em estinmlar a

biosszintese da violaceina.

-A carboxiamida-1 parece ser um intermedidrio importante na biossintese de
violaceina e sua forrmagdo envolve a partficipagio do tnptofano e dcide 3-mndol
acético, o qual fol idegralmente incorporado & molécula de wviolaceina como

meostrado na tabelz 11l e esquematizado na figura 12.
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-A observagiio de que a carboxiamida-2, sinfetizada a partir da triptamina
com ¢ écido 3-indol acético, nfio estimula a biossiniese de violaceina, indica que o

mtermediario carboxiamida é hidroxilado previamente a sua formagfo.

- A carboxiamida-2, menos polar que a CBX-1, mostrou-ge wm composto
mais efetive na indugio da mortalidade de formas tripomastigotas e amastigotas de
T. cruzi (cepa 'Y) que a metilol viclaceina; além de ser menos toxica que nifurtimox
e metilol violaceina. Este composto ¢ bastante promissor para a quirmoterapia da
doenga de Chagas, principalmente pela sua bézxa toxicidads.
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VI. PERSPECTIVAS

-Oz resultados obtidos a partir deste trabalho sugerem uma via para a
biosszintese de viclaceina a qual nio é conhecida até o momento. O conhecimento
de um precursor da biossintese pode favorecer o isolamento deste e/ ou de outros
intermedidnios da suposta via, levando a sua elucidagio.

-O conhecimento de vias de biossintese de metabdlitoz secundérios é
iﬁq::srtante néio spenas para a obtencio de wm metabélito especifico, mas contribuil
para a produgio de vanos oufros metabdlitos secundarios produzidoz por
Mmicrorganismos que apresentem atividades bioldgicas imferessantes, como por
exernplo, antibidticos.

-A otimuzagio da biossintese de violaceina aftraves da selegio de meios de
cultivo favoraveis possibilita a obtengio de uma maior quantidade do pigmento,
propiciando a maior sintese de outros derivados de violaceina com atividade
tripanocida, além de ensaios das atividades citotoxicaz e genotdxicas destes
compostos. As nitrages da violaceina e do seu derivado metilol seriio o passo
seguinte deste trabatho, uma vez que a maiona das. compostos ufilizados nma
quimioterapia da doenga de Chagas sdo nitro compostos
sintese de outros de derivados ainda mais ativos.

-Além disso foi publicado recentemente que virias cepas de C. violweum
sido capazes de produzr homo polimeros de #cidos hidroxialcandicos (PHA), com
nieresse como plasticoz biodegradaveis. O conhecimento do metasbolismo da
bactéria pode favorecer a obtengiio deste outro metabdlito interessante produzido - -

por sla.
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FIGURA A.1 - Espectro de infravermelho da carboxiamida-1
(CBX-1) em pastilha de KBr.

O espectro foi obtido em espectrofotémetro Perkin-Elmer (series
1600 FTIR). - :
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FIGURA A.2 - Espectro de 1H-RMN da carboxiamida-1 (CBX-1 em dg- -
DMSO usando como padriie interno tetrametil silano (TMS). |

O espectro foi determinado em espectrémeiro ‘Varian Gemini (300 MHz), tendo . -
sido utilizado 1,5 mg de amostra.
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FIGURA A3 - Espectro de absorbancia UV/visivel da
carboxiamida-1 (CBX-1) em etanol absoluto.
O espectro foi feito no espectrofotémetro DU-70 Beckmman. A

concentragio da amostra nfio foi de lerminada.



FIGURA A.4 - Espectroscopia de massa <da carboxiamida-1.
(CBX-1) Ty

O espectro foi obtido em um espectdmetro de missa Varian MAT
311A. Energia dos elétrons igual - 70 eV, corrente idnica total de-
0,3-1,0.
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(CBX-2) em pastilha de KBr.
O espectro foi obtido em espectrofotémetro Perkin-Elmer (series

1600 “TIR).

¢

FIGURA A.5 - Espectro de infravermelho da carboxiamida-2
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FIGURA A.6 - Espectro de IH-RMN da carboxiamida-2 (CBX-2) em dg-
DMSO usando como padrio interno tetrametil silano (TMBS).
O espectro foi determinado em espectrOmetro Varian Gemini (300 MHz), tendo

sido utilizado 1,5 mg de amostra.
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FIGURA A.7 - Espectro de ab;orbﬁncia UV/visivel da
carboxiamida-2 (CBX-2) em etanol absoluto, (A) na prt;senc;a e
(B) na auséncia de NaOH (10 uL., 1N)

O espectro foi feito no espectrofotSmetro DU-70 da Beckmman. A

concentrag#o da amostra niio foi determinada.
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FIGURA A.9 - Espectro de IH-RMN da violaceina em dg-DMSO usando
como padrio interno tetrametil silano (X' MS).

O espectro foi determinado em espectrémetro Varian Gemini (300 MHz), tendo
sido utilizado 1,5 mg de amostra.



442,73

1387.6 —

i2p3.2

3 B4 " :
1000 ca* 509

H EER H ! !
Fieleie] as00 3000 2560 2000 1500

FIGURA A.10 - Espectro de infravermelho da viclaceina em -

‘pastilha’ deKBrw
O espectro foi obtido em espectrofotdmetro Perkin-Elmer (series

L3

1600 FTIR). ’
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A 11. Efeito da CBX-1 sobre T. cruzi

Os ensaios -das atividades tripanocida das carboxiamidas 1 e 2 foram
realizados no Departamento de Uliraestrutura e Biologia Celular da FIOCRUZ pela
Dra. Solange de Castro e colaboradores. A metodologia utilizada ¢ descrita a -

Seguir.

~ A IL1. Obtengdo das formas de T. cruzi '
»

' Foi utilizada a cepa Y de T cruzi. As formas tripomastigotas foram obtidas
a partir de carmindongos infectados no pico de parasitermia. As formas amastigotas
foram obtidas do sobrenadante de macréfagos_]’??{l&& e as formas epimastigotas
recolhidas durante a fase e)épenencial de crescimento em me‘io LIT. Segundo a
metodologia descrita por Caxﬁargo, 1964. |

AIL2. Efeito direto da CBX-1 sobre T. crezi

Os parasitas (5x106 células/ml) fm incubados a 4°C ou 29 °C em DME -
{Dulbecco’s modified Eagle's medium) mais soro fetal bovino 10% ou em meio LIT
na presenga ou auséncia da droga. A cmnageni de celulas foi realizada apos 24
horas de exposigio a droga em hematocitdmetro. A concentragiio da droga que

causa eliminagdo de 50% dos parasitas fol expressa como ID50.
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