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RESUMO

A violaceina é um pigmento violeta extraido da bactéria Gram-negativa
Chromobacterium violaceum. Diversos trabalhos atribuiram a violaceina diferentes
atividades bioldgicas tais como bactericida, antiviral, fungicida e antitumoral. Os efeitos da
violaceina também foram observados contra protozodrios patogénicos, como Leishmania sp
e Trypanossoma sp. Neste trabalho, avaliamos a atividade antimaldrica da violaceina in
vitro € in vivo contra Plasmodium humano e murino, respectivamente. Neste sentido, a
violaceina se mostrou tdo eficiente quanto o quinino em eliminar P. falciparum (3D7), mas
trés vezes menos eficiente que a cloroquina. Além disso, ndo encontramos diferenca na sua
atividade contra formas jovens e maduras, mostrando uma atuacdo similar nos diferentes
estdgios de desenvolvimento do parasita. Os experimentos in vivo utilizando camundongos
infectados com PcchAS tratados por 11 dias consecutivos (0-10) revelaram uma potente
atividade desta droga, inibindo o desenvolvimento parasitirio em até 86% no pico da
parasitemia. Também foi encontrado 60% de inibi¢do quando o tratamento iniciou-se 5 dias
apos o estabelecimento da infecc@o. Quando administrada em animais infectados com uma
cepa murina letal (PcchAl), a violaceina protegeu 80% dos animais, em contraste a 100%
de mortalidade dos animais ndo tratados. A comparacdo do EDsy demonstrou que a
violaceina € tdo eficiente quanto o artesunato e 2 vezes mais ativa que a cloroquina, sob as
mesmas condi¢des de tratamento. Finalmente, animais naive tratados com a violaceina
durante 11 dias consecutivos ndo mostraram alteracdes na densidade de glébulos vermelhos

e no peso. Também ndo foi observado nenhum dano morfol6gico nos cortes histoldgicos.

Coletivamente, estes resultados demonstram claramente o potencial antimaldrico da



violaceina e abre perspectivas para o entendimento dos mecanismos envolvidos na inibi¢ao

parasitdria por este composto.
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ABSTRACT

Violacein is a violet pigment extracted from the bacteria Gram-negative
Chromobacterium violaceum. Growing bodies of evidences have implicated violacein as an
antimicrobial, antifungal, antitumoral, and a moderate trypanocidal and leishmanial activity
has also been observed. Herein, we evaluated the anti-malarial activity of violacein against
murine and human-derived Plasmodium. Indeed, violacein showed to be efficient in killing
P. falciparum (3D7 strain) as much as quinine, but 3 fold less pronounced than
chloroquine. Moreover, this anti-Plasmodial activity detected was direct against both
young and mature stages of this human parasite. In vivo experiments in P. c. chabaudi AS
(PcchAS) infected mice treated during 10 consecutive days after infection (0-10) revealed a
powerful activity of this drug, by inhibiting parasite burden up to 86%. Also, 60% of
inhibition was noticed when violacein was administrated 5 days after infection
establishment. When administrated in mice infected with a lethal strain of murine-derived
Plasmodium (PcchAlJ) violacein protected 80% of these mice, in contrast to 100% of
mortality reported to the non-treated animals. EDsy comparisons demonstrated that
violacein was efficient as much as artesunate and twice more active than chloroquine.
Finally, naive mice inject with violacein during 10 consecutive days did not display
alterations on red blood cell density; weight and neither morphological damages were
noticed in spleen and liver histological sections. Collectively, these data clearly
demonstrated the anti-malarial effect of violacein and open perspectives to understating the

mechanisms involved in killing this parasite by this compound.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACT Tratamento combinado a base de artemisinina

CQ Cloroquina

EDs Dose necessdria para reduzir a parasitemia em 50% em relacdo ao
controle

El Eritrocitos infectados

HE Hematoxilina-Eosina

ICs Concentracdo necessdria para inibir em 50% o desenvolvimento
parasitdrio em relagdo ao controle.

i.p. Intraperitoneal

MQ Mefloquina

PcchA)J Plasmodium chabaudi chabaudi AJ

PcchAS Plasmodium chabaudi chabaudi AS

QN Quinino

SpP Sulfadoxina- Pirimetamina
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1. Parasita e Ciclo de vida

A maldria é causada por um protozodrio intracelular do género Plasmodium, sendo
que existem quatro espécies capazes de infectar o homem: Plasmodium malariae, P. ovale,
P. vivax e P. falciparum. Dentre estes, o P. falciparum é o mais importante no tocante a
taxa de mortalidade, uma vez que sua infec¢ao estd associada as formas graves de infecgoes
maldricas, tais como; maldria cerebral e maldria gestacional, decorrentes da citoadesdo de
eritrocitos infectados (EI) nas microvasculaturas cerebrais ou no trofoblasto placentario,

respectivamente (Costa et al., 2006).

Nas quatro espécies de Plasmodium que afetam o ser humano, o ciclo de vida é
essencialmente o mesmo. Apresenta a fase sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado,
o mosquito do género Anopheles e a fase assexuada (esquizogonia) com a multiplicacdo no
hospedeiro vertebrado. Esta ultima é composta de um ciclo pré-eritrocitico (assintomatico),
que ocorre nas células hepaticas, e o ciclo eritrocitico, que se desenvolve nos glébulos

vermelhos e € responsdvel pelos sintomas, inclusive da malaria grave (sintomatico).

Em individuos nao imunes com infeccao por P. falciparum o periodo assintomatico,
desde a picada do mosquito até a invasdo dos hepatdcitos, € em geral cerca de 14 dias. No
entanto, este periodo depende da carga parasitiria injetada e do grau de imunidade e
nutricional do individuo. Os sinais clinicos da maldria ocorrem devido a ruptura dos
esquizontes e destrui¢do dos eritrécitos. A maioria dos pacientes apresenta febre, dor de
cabeca, calafrios e sudorese. No entanto, outros sintomas como tonturas, dores abdominais,

nduseas, diarréia e vomitos também podem estar presentes (Trampuz et al., 2003).
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O ciclo de vida do protozodrio causador da doenca inicia-se pela inoculacdo de
formas esporozoitas apds picada de uma fémea do mosquito do género Anopheles. A fase
pré-eritrocitica, assintomadtica, ¢ marcada pela infec¢do de hepatdcitos por esporozoitas
inoculados a partir da glandula salivar do mosquito. Recentemente, Amino et al. (2006),
utilizando sistema de microscopia confocal em tempo real, mostraram que somente parte
dos esporozoitas inoculados penetra nos capilares sangiiineos, enquanto que outra parte é
drenada para os linfonodos mais préximos. Posteriormente, 0 mesmo grupo mostrou que

apo6s a infeccdo hepdtica os parasitas induzem morte celular e sdo liberados dos hepatdcitos

por meio de formacgdo de vesiculas ricas em parasitas (Thiberge et al., 2007).

Na fase seguinte, eritrocitica, os merozoitos livres aderem e penetram no eritrocito,
onde come¢am a degradar a hemoglobina celular. A hemoglobina ¢ digerida pelo parasita
gerando aminodcidos para o seu desenvolvimento. Este processo resulta na producdo do
grupo heme, que é extremamente toxico ao Plasmodium. O actimulo do grupo heme pode
resultar na inibicdo das proteases do vacuolo digestivo, interferir na geracdo de radicais
livres e eventualmente pode provocar a lise do parasita. Por esse motivo, para evitar a sua
intoxicac¢ao, o Plasmodium transforma o grupo heme em um polimero insoldvel, inerte e
ndo toxico (Carney et al., 2006), a hemozoina, através de uma atividade bioquimica
especifica do parasita (Slater & Cerami, 1992). Apds a liberagdao dos merozoitos pelos
eritrocitos, a hemozoina é deixada como um corpo residual e acumula em niveis

significativos como pigmento malérico (Martiney et al., 2000).

Nos glébulos vermelhos inicia-se um processo de divisdo assexuada, seguido do
desenvolvimento do parasita em vdrios estdgios desde anel, trofozoita, esquizonte jovem

até esquizonte maduro, o qual é responsdvel pela liberacdo dos merozoitos na corrente
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sanguinea, o que d4 inicio a novas invasdes dos eritrécitos. Alguns parasitas diferenciam-se
em gametdcitos femininos e masculinos, que sdo encontrados principalmente no sangue
periférico. Durante o repasto sanguineo, 0 mosquito ingere os gametdcitos, que migram até
o intestino, aonde vao se fundir formando o zigoto, o qual apds passar por transformacoes
origina o oocineto. Esta forma penetra na parede das células intestinais, onde se encista na
camada epitelial do intestino, passando entdo a ser chamado de oocisto. O oocisto se divide
assexuadamente em inimeros esporozoitas, até seu rompimento e liberacao destes no meio
extracelular. Os esporozoitas migram até a glandula salivar, fazendo com que os parasitas

sejam eliminados durante o repasto sanguineo dando a continuidade ao ciclo (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo da Malaria. (Adaptado de: www.who.int)
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2. Malaria no contexto mundial

A maldria é, mundialmente, um dos maiores e mais antigos desafios da satde e
desenvolvimento da humanidade, e juntamente com o HIV e a tuberculose, ¢ uma das
maiores causas globais de morte por doencas infecciosas (Nature Outlook, 2004) e a
principal doenca parasitdria do mundo, causando morbidade e mortalidade nas regides

tropicais e subtropicais em mais de 100 paises (Figura 2).

[ERSYE BT N AP IR WP § EERIY)

(1) BOOZ Y81 UOISSILISUEL BUS|ELW 0 UMINGUISP [eqojn "L degy

Malaria endemicly }
I oy high 0
SN L
B Voderate
] cow

Mo malana

Figura 2: Mapa da distribuicao global do risco de transmissiao da malaria.

(Adaptado de: http://rbm.who.int/wmr2005/html/map1.htm)

Estima-se que a maldria coloque em risco 2,4 bilhdes de pessoas, principalmente
aquelas expostas a infeccdo por P. falciparum e P. vivax, responsaveis por cerca de 100—

300 e de 130-435 milhdes dos casos anuais respectivamente (WHO, 1997; Mendis et al.,
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2001; Baird, 2007). Por ano ocorrem cerca 1,5 a 2,7 milhdes de mortes, sendo que 80%
delas na Africa Sub-Saariana, acometendo principalmente criancas e mulheres grividas
(Hay et al., 2004). Além das mortes, criancas sobreviventes dos casos de maldria severa
podem ficar com seqiielas neuroldgicas irreversiveis, tais como paralisia parcial ou total,
perda de funcdes cognitivas como memoria, atengdo e dificuldades para falar, podendo
permanecer em estado vegetativo (Holding et al., 1999).

Recentemente foi constatado que 40% dos casos reportados nas Américas se
referem ao Brasil. No ano de 2005, foram registrados cerca de 600.000 casos de maldria,
principalmente na regido amazonica (Figura 3), sendo aproximadamente 75% registrados
por P. vivax e 25% por P. falciparum (Secretaria de Vigilancia em Satdde — SVS, Ministério

da Satde, 2000).

Incidéncia Parastina Anual (IPA)

B Akosisco (IPA >= 50)
Médio nseo (IPA 10 - 40

B Baonsco(IPADL.- 9
IPA=0

[0 Areanio endémuca

Figura. 3: Areas de risco de infeccoes malaricas no Brasil. Fonte: ww.sucen.sp.gov
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Apesar da maior parte dos casos de malaria no Brasil ser devido ao P. vivax, nos
ultimos anos, tem-se notado o crescimento percentual de casos de maldria por P.
falciparum, principalmente nos estados do Amazonas, Maranhdo, Pard e Ronddnia. Tal
incremento € preocupante visto que os casos de maldria grave e de 6bitos decorrem
principalmente de infecgdes por esta espécie de  Plasmodium  (http://

portalweb05.satde.gov. br/portal/ arquivos/pdf/be.malaria01_2005.pdf).

Além disso, tem-se observado, que em algumas infec¢des por P. vivax a doenga
pode evoluir para casos graves semelhantes aos que ocorrem em P. falciparum. Neste
sentido, ja foi descrita a deposicio de pigmento maldrico em placentas oriundas de
mulheres infectadas por P. vivax (McGready et al., 2004), aspecto caracteristico de maldria
grave em mulheres grdvidas infectadas por P. falciparum (Duffy & Fried, 2005).
Recentemente, além das complicagdes relatadas em mulheres gravidas, estudos de casos de
individuos com maldria vivax origindrios de diferentes pafses endémicos fora da Africa
Sub-Saariana foram capazes de diagnosticar trombocitopenia severa, maldria cerebral e

sindrome respiratéria aguda (Makkar et al., 2002; Ozen et al., 2006; Lomar et al., 2005).

3. A problematica

Durante décadas, a malaria vem sendo alvo de intensas campanhas com o objetivo
de erradicar a transmissao do parasita por meio de inseticidas e quimioterapia. No entanto,
essas estratégias nao tém sido muito eficazes devido ao surgimento de cepas de parasitas
resistentes as drogas convencionalmente usadas, tais como cloroquina, mefloquina, quinino
e sulfadoxina-pirimetamina (Wernsdorfer & Payne, 1991; Le Bras & Durand, 2003)
(Figura 4). Além disso, ndo existe nenhuma vacina antimaldrica comercial e até entao,

nenhum estudo com vacina antimalarica obteve sucesso (Hoffman, 2006).
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Figura 4. Mapa de distribuiciao global de resisténcia a drogas antimalaricas.

(Adaptado de: http://rbm.who.int/wmr2005/html/map1.htm)

O extensivo uso da cloroquina (CQ) nos ultimos 50 anos propiciou uma enorme
pressdo seletiva para o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia as formas
sanguineas do parasita. Em 1977, a CQ foi substituida pela sulfadoxina-pirimetamina (SP).
Entretanto, a resisténcia a SP também aumentou desde os fins dos anos 80, especialmente
na Africa Oriental, onde havia sendo utilizada em grande escala como medicamento de
primeira linha, e em certas 4reas da Africa Ocidental (Onyiorah er al., 1996; Trigg et al.,
1997; Ogutu et al., 2000). Em 1980, depois destas duas drogas (CQ e SP) terem sido
consideradas ineficientes, os pacientes com maldria falciparum passaram a ser tratados com
quinino (QN). No entanto, a resisténcia ao QN foi constatada logo apds a sua introducdo e

em 1981 foi iniciado um tratamento combinado com quinino e tetraciclina (Trigg &
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Kondrachine, 1998). Todavia, um dos problemas associados a esta combina¢do de drogas
era a necessidade de longos periodos de tratamento para a completa eliminagdo do parasita,
dificultando o monitoramento do tratamento. Sendo assim, em 1984, foi introduzido um
regime de tratamento a base de mefloquina (MQ) administrada em dose tnica. Entretanto,
nos anos 90, casos de resisténcia a MQ comecaram a ser constatadas na Tailandia,
principalmente nas dreas de fronteira com o Camboja e o Vietna (Nosten et al., 2000).
Nesta regido do sudeste asidtico a tnica forma de combate ao parasita € o tratamento a base

de artemisininas (Trigg & Kondrachine, 1998) (Figura 5).
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Figura 5. Mapa da distribuicdo global do uso de tratamento combinado a base de
artemisinina (ACT).

(Adaptado de: http://rbm.who.int/wmr2005/html/map1.htm)
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O uso da terapia combinada a base de artemisinina (ACT) € recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) desde 2001 (WHO, 2001), e ha um forte consenso
de que ACT deve ser de primeira escolha no tratamento combinado da maldria (Ittarat et
al., 2003; Olliaro, 2005). No entanto, ACT é um tratamento mais caro que 0S outros
regulares e, além disso, a disponibilidade de grandes volumes de artemisinina nao ¢é
possivel ainda (Dondorp et al, 2004; Mutabingwa, 2005).

Apesar do uso terapéutico de formulagdes contendo artemisininas ser recomendado
pela OMS, recentemente, foi verificado aumento nas mutacdes de genes alvos das
artemisininas, como o SERCA PfATPase6 (sarco/endoplasmic reticulum calcium
dependent ATPase) em populacdes de dreas onde se faz uso descontrolado de seus
derivados (Jambou et al., 2005). Mais ainda, foi recentemente publicado um estudo que
demonstra o crescimento de Plasmodium murino (Plasmodium chabaudi chabaudi) mesmo
na presenca de concentracOes crescentes de artemisinina. Além disto, esta resisténcia se
manteve estdvel apds clonagem, congelamento, repiques sem a droga, e transmissdo por

mosquitos (Afonso et al., 2006).

A epidemiologia da resisténcia em P. vivax é menos estudada, mas sua resisténcia a
CQ ¢ significativa em algumas partes da Indonésia, Papua Nova Guiné e dreas adjacentes.

Ja a resisténcia desta espécie de Plasmodium a SP é bastante difundida (Baird, 2004).

O surgimento da resisténcia, especialmente em P. falciparum, foi a maior
contribuicdo para a ressurgéncia global da maldria nas dltimas décadas (White, 2004).
Além disso, o problema estd se agravando devido a deterioracdo das condicdes sdcio-
econdmicas das regides rurais em paises endémicos, contribuindo para o reaparecimento de

epidemias em dreas onde a maldria ja tinha sido erradicada.
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Os eventos genéticos que conferem resisténcia aos antimaldricos sdo espontaneos e
raros, sendo traduzidos por mutagdes ou mudancas na cépia do nimero de genes relativos
ao transporte da droga ao interior do parasita (Rathod et al., 1997). Assim, quanto maior a
meia-vida da droga, ou seja, quanto mais lenta sua exposi¢do ao parasita, maior a
probabilidade de novos parasitas apresentarem selecao a ela. Portanto, em dreas endémicas,
repetidas exposi¢coes da populacdo de parasitas a concentragdes de drogas residuais devido

a lenta eliminagdo sdo uma importante fonte de resisténcia (Bloland et al., 2000).

Prevendo o surgimento e a expansdo da resisténcia aos antimaldricos
convencionais ¢ de grande importincia planejar novas formas de controle da malaria. O
aparecimento constante de cepas resistentes as mais diversas classes de antimaldricos nos
direciona a propor estratégias capazes de retardar o surgimento da resisténcia através da
obtenc¢do de novos compostos antimaléricos. No caso particular do P. vivax, no qual apenas
uma droga comercialmente disponivel, a primaquina, é capaz de eliminar os estigios
hipnozoitas latentes nos hepatdcitos a descoberta de novas formulacdes contra estes
estdgios também € necessdria. Recentemente, um estudo demonstrou elevada atividade de
tazopsina, um composto semi-sintético, contra as formas hepdticas de P. falciparum e P.

yoelli em cultura (Carraz et al., 2006).

4. A Violaceina

A violaceina (Figura 6) é o principal pigmento produzido pela bactéria
Chromobacterium violaceum. A primeira descricdo documentada sobre a bactéria e seu
pigmento foi feita pelo italiano Curzio Bergonzini em 1881, porém a férmula quimica e a

estrutura exata da violaceina s6 foram determinadas em 1958-1960 (Ballantine et al.,
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1960). A violaceina é um derivado inddlico caracterizado como 3(1,2- dihidro-5-(5-hidroxi-

1H-indol-3-il)-2-oxo0-3H-pirrol-3-ilideno)- 1,3-dihidro-2H-indol-2-ona.
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Figura 6. Estrutura molecular da violaceina.

A Chromobacterium violaceum (Figura 7) € uma bactéria Gram-negativa
pertencente a familia Neisseriaceae e a classe das B-proteobactérias, € anaerdbia facultativa
em forma de bastonetes (Durdan & Menck, 2001). Trata-se de uma bactéria saprofita
amplamente distribuida, podendo ser encontrada em 4dguas e solos de regides tropicais e
subtropicais do Brasil onde constitui um componente minoritirio da microbiota total. Seu
genoma foi seqiienciado por um Consoércio Brasileiro em 2003, e revelou diversas vias
alternativas para a geracdo de energia, complexos, extensivos sistemas de adaptacdo ao
estresse, amplo uso de quorum sensing a fim de aumentar a versatilidade e adaptabilidade

do organismo (Brazilian National Genome Project Consortium).
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Figura 7. Eletromicrografia de Chromobacterium violaceum. Fonte: Ciéncia hoje.

A partir do estabelecimento da cepa CCT 3496 da Chromobacterium violaceum, a
producdo, extragdo e purificagdo do pigmento foram otimizadas e estudos de sua
biossintese, bem como reacdes de bio-transformacao foram realizadas (Durdn & Haun,

1997; Rettori & Durdn, 1998; Bromberg, 2000; Bromberg & Duran, 2001).

Diversos trabalhos atribuiram a violaceina diferentes atividades bioldgicas tais
como bactericida (Lichstein & Van de Sand, 1946; Duran et al., 1983), antiviral (May et
al., 1991; Andrighetti-Frohner et al., 2003), antioxidante (Rettori et al., 1998),
antimicobacteriana (De Souza et al., 1999), fungicida (Shirata et al., 2000), anti-
ulcerogénica (Durdn et al., 2003) e antitumoral (Melo et al., 2001; Melo et al., 2003;

Saraiva et al., 2004).

Seu potencial antibidtico foi sugerido ao notar-se que nas lesdes na pele causadas
por essa bactéria, nenhum outro organismo contaminante era encontrado. Um estudo com
51 linhagens de bactérias, totalizando 21 espécies, mostrou que a violaceina apresenta um

notdvel efeito inibitério no crescimento de bactérias Gram positivas, mas pequeno em
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Gram negativas (Lichstein & Van de Sand, 1945). Posteriormente foi demonstrada

atividade antibacteriana in vitro em ambos os grupos (Duran, 1990; Durén et al, 1983).

Em ensaios de determinacdo de citotoxicidade para diferentes marcadores
celulares (multi-endpoint) utilizando fibroblastos V79 de pulmdo de hamster chinés, a

violaceina demonstrou um potencial citotéxico com valores de IC_ (concentragéo inibitoria

responsavel por 50% de morte celular) de 5-12 umol L-l. A investigacdo da habilidade da
violaceina de induzir apoptose em cultura de células V79 foi demonstrada pelo método de
TUNEL e pela reacdo de Feulgen acoplada a andlise por imagem (Haun et al., 1992; Melo
et al., 2000, 2003).

Recentemente, estudo conduzido em células de leucemia mieléide humana
demonstrou que o composto é capaz de mediar a apoptose via ativacdo especifica do
receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1), e que sua citotoxicidade é precedida pela
ativacdo da caspase-8, dos genes de transcricio NF«xB e da ativacdo da p38 MAP quinase
(Ferreira et al., 2004). Além dos estudos em células leucémicas, o potencial citotéxico da
violaceina também foi demonstrado em linhagens de células de cancer de c6lon (De
Carvalho et al. 2006; Kovach et al., 2006). Neste sentido, De Carvalho et al. (2006)
demonstraram que o estresse oxidativo induzido pela violaceina é um dos mediadores dos
niveis de apoptose em células Caco-2 do célon intestinal.

Efeitos moderados da violaceina também foram observados contra protozodrios
patogénicos. Em ensaios para medir sua atividade contra Trypanosoma cruzi a violaceina
apresentou acdo similar ao Nifurtimox, um importante quimioterdpico utilizado no
tratamento da doenca de Chagas (Duran et al., 1998; Durdn & Menck, 2001). No entanto,

seu potencial quimioterdpico in vivo foi extremamente baixo (Haun et al., 1992).
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Além de atividade tripanossomicida, estudos de Leon et al. (2001) mostraram que
a violaceina também apresenta atividade contra promastigotas de Leishmania amazonensis,
apesar de apresentar-se dez vezes menos ativa que a pentamidina, uma das drogas mais
utilizadas no tratamento de leishmanioses. Além disto, neste estudo (Leon et al., 2001) nédo
foi avaliado o potencial deste composto na célula hospedeira (macréfagos) alvo do parasita,

e nem nos modelos murinos das leishmanioses.



29

Objetivos
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1. Objetivo geral:

Baseado nas propriedades quimioterdpicas da violaceina, livre e formulada, contra
células tumorais, bactérias, fungos e, principalmente, contra protozodrios patogénicos ao
homem, este projeto visa avaliar a capacidade quimioterdpica in vivo e in vitro deste
composto no combate de formas sangiiineas de Plasmodium spp..

2. Objetivos especificos

2.1 Analise in vitro

2.1.1 Avaliar a capacidade da violaceina em inibir o desenvolvimento de P. falciparum
3D7.

2.1.2 Comparar o efeito antimaldrico da violaceina contra formas sanguineas de P.
falciparum 3D7 com outras drogas, como cloroquina e quinino.

2.1.3 Avaliar o efeito da violaceina nos diferentes estigios de desenvolvimento de P.

falciparum (formas jovens e maduras).

2.2 Analise in vivo

2.2.1 Avaliar a capacidade da violaceina em inibir o desenvolvimento de PcchAS.

2.2.2 Avaliar a evolucdo dos fendmenos fisiopatologicos nos animais infectados tratados
em comparacao aos nao tratados, através da andlise da parasitemia, densidade de eritrocitos

e alteragdes morfoldgicas no baco e figado.

2.2.3 Comparar o efeito antimaldrico da violaceina, in vivo, com diferentes drogas

convencionalmente utilizadas no tratamento da maldria, como cloroquina e artesunato.
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2.2.4 Avaliar a capacidade da violaceina em reduzir a taxa de mortalidade em animais

infectados com PcchAl.

2.25 Avaliar os efeitos toxicos da violaceina em animais nao infectados, considerando-se o

peso, a densidade de eritrdcitos e alteracdes morfoldgicas no bago e figado.
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Metodologia
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1. Purificacio da violaceina

A violaceina (3-(1,2-dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)-2-oxo-3H-pyrrol-
3ilydene) -1,3-dihydro-2H-indol-2-one) foi isolada a partir de Chromobacterium violaceum
(CCT3496) como descrito previamente (Rettori & Duran, 1998). Através da purificacdo
com cloroférmio, a parede celular e os residuos da membrana foram extraidos, e usando
éter dietil e posteriormente etanol, foi obtido um extrato contendo a violaceina. Apds a
evaporacdo do etanol, a violaceina foi purificada por cristalizacdo (metanol/dgua) seguida
de HPLC. Dimetil sulféxido (DMSO) foi utilizado para dissolver a violaceina devido sua
pobre solubilidade em &4gua. Todo esse procedimento de obtencdo e purificacdo da
violaceina foi realizado em colabora¢do com o grupo do Prof. Dr. Nelson Duran (Instituto
de Quimica, Unicamp). Como a violaceina é um produto derivado de bactéria, avaliamos se
havia residuos de lipopolissacarideo (LPS) presente nas amostras purificadas da violaceina.
Para isso, utilizou-se o kit Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000® (Cambrex) e os
procedimentos foram feitos de acordo com o protocolo do produto. Ndo foi detectada a

presenca de LPS em nenhum os lotes utilizados.

2. Analise in vitro

2.1 Cultivo de Plasmodium falciparum

P. falciparum 3D7 foi cultivado em meio RPMI completo (RPMI — Sigma, USA),
suplementado com 10% de plasma humano através do método de candle jar (Trager &
Jansen, 1976). O hematdcrito final foi ajustado a 4% com eritrdcitos sadios O+ fornecidos

pelo banco de sangue da UNICAMP.
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2.2 Sincronizacao de P. falciparum

Para alguns ensaios in vitro, os parasitas foram sincronizados em Sorbitol como
descrito em Schlichtherle ef al. (2000). Resumidamente, o pellet de eritrécitos infectados
com a parasitemia maior que 5%, sendo a maioria das formas no estigio de anel, foi
ressuspenso em uma solucdo 5% de Sorbitol (J.T.Baker, USA). Apds 5 minutos em
temperatura ambiente, o pellet foi lavado duas vezes em meio completo e a cultura foi
retomada. O ensaio foi repetido pelo menos uma vez para assegurar a sincroniza¢do do
parasita.

2.3 Atividade antimalarica

A atividade da droga foi determinada como descrito em Schlichtherle et al. (2000),
sendo que o crescimento parasitirio foi medido através da incorporacdo da [*H]
Hipoxantina, essencial na replicacdo parasitdria (purina). Os ensaios foram feitos em
placas de cultura de 96 poco com o volume final de 200 uL sendo 100 uL de meio RPMI
completo suplementado com 10% de plasma humano com diferentes concentracdes das
drogas testadas (violaceina, quinino e cloroquina) ou sem droga (controle) e 100 uL de
suspensdo de EI por P. falciparum (2% hematécrito final e 1% parasitemia). Como a
violaceina esta dissolvida em DMSO, na concentracdo maxima de 0.25%, essa quantidade
de DMSO foi adicionada ao meio completo nos respectivos controles. Ap6s 30 horas de
incubacdo a 37°C em candle jar, 50 uL de meio completo contendo 10 pCi [*H]
Hipoxantina foi adicionado a cada poco. Apds 18 horas a 37°C em candle jar, os eritrocitos
foram lisados com o auxilio de Cell Harvester semi automatico (Skatron) em filtros de
papel (Millipore). Apds secos, os filtros foram revelados em um liquido de cintilacao (2, 5

Diphenyl oxazole- Sigma, USA - diluido em Toluol - Merck). A leitura da radiotividade
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(CPM) se deu em um cintilador Beta (Beckman 56000TA). Também se incubou eritrocitos
sadios nas mesmas condi¢des anteriores e a radioatividade foi determinada e usada como
branco. Cada concentracdo das drogas foi testada em triplicata, e pelo menos trés ensaios
diferentes foram feitos utilizando-se diferentes amostras das drogas. O crescimento
parasitario foi comparado com o controle (auséncia de droga), representando 100% de
crescimento parasitdrio. A inibi¢do do crescimento parasitdrio foi calculada de acordo com
a formula: % Inibi¢do = 100 — [(CPM amostra — CPM Eritrécitos sadios / CPM Controle —
CPM Eritrécitos sadios) x 100]. A eficdcia das drogas foi determinada comparando-se a
concentracdo do composto que inibe 50% do desenvolvimento parasitario (ICsp). A 1Cs foi
calculada através de um gréfico do Log das doses verso inibi¢do (expresso em porcentagem

em relacdo ao controle).

Para os experimentos envolvendo parasitas sincronizados, realizou-se somente uma

incubacdo a 37°C por 18 horas na presenca de 10 pCi [°H] Hipoxantina.

3. Analise in vivo

3.1 Animais e parasita

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 de 7 a 10 semanas
de vida provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) - UNICAMP. Os animais foram
mantidos em condi¢des Germ-Free e todos os procedimentos foram analisados de acordo
com o comité de ética em experimentacdo animal desta instituicio (CEEA/UNICAMP)

(protocolo n°® 985-1).
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Duas linhagens de Plasmodium foram testadas: PcchAS (PcchAS) e PcchAl,
cedidos gentilmente, respectivamente, pelos professores Dr. Hernando Del Portillo
(Departamento de Parasitologia, ICB, USP, Sao Paulo, SP, Brasil) e Dr. Maria Regina

d’Imperio (Departamento de Imunologia, ICB, USP, Sao Paulo, SP, Brasil).

As formas sanguineas dos dois parasitas foram coletadas de animais doadores
(C57BL/6) previamente infectados com 100 uL de pellet de eritrécitos infectados mantidos
em criotubos a -80°C; de acordo com o protocolo descrito por Engwerda et al. (2005). Os

animais foram infectados por via intraperitoneal (i.p.) com 10° eritrécitos infectados (ED).
3.2 Analise dos Sintomas Clinicos.

Com o intuito de avaliar possiveis alteracOes nos sintomas clinicos dos animais
infectados tratados, ou ndo, com as diferentes doses de violaceina, analisamos a parasitemia
e a variacdo na quantidade de eritrdcitos totais ao longo da infec¢do dos diferentes grupos

de animais.
3.2.1 Parasitemia

A parasitemia foi determinada diariamente por meio de esfregacos de sangue obtido
da cauda do animal a partir do dia 3 pds-infeccao até a morte do animal ou a cronificagdo
da doenca na qual é observada uma baixa quantidade de parasitas nos esfregacos (menor
que 1%). Os esfregacos foram fixados e corados através do kit Pandtico Rapido
(Laborclin). A porcentagem de parasitemia foi determinada calculando-se o nimero de EI

em 1.000 eritrdcitos.
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3.2.2 Densidade de eritrocitos

Diariamente, determinou-se a densidade de glébulos vermelhos de cada animal,
através da retirada de 10 uL de sangue da cauda do animal, dilui¢do em PBS com heparina
e contagem em Camara de Neubauer. O valor didrio encontrado para cada animal foi
dividido pelo valor desse mesmo animal no dia 0 da infec¢@o, obtendo-se assim a densidade
relativa (Numero de eritrécitos por mL de animal num determinado dia pds-infecgdo /

Numero de eritrécitos por mL do mesmo animal no dia 0).

3.3 Atividade antimalarica
3.3.1 PcchAS (Tratamento a partir do dia 0)

Para a andlise da atividade antimalarica da violaceina in vivo, grupos de 7 a 10
camundongos foram infectados, via intraperitoneal (i.p.), com 10° hemécias parasitadas por
PcchAS. Os camundongos foram tratados diariamente com 100 pL de diferentes doses de
droga (7,5; 3,75; 0,75 e 0,075 mg/kg de violaceina ou salina) durante 11 dias consecutivos
(dia 0-10 pés-infecgdo) por via i.p.. A primeira administragdo da droga foi efetuada 1 hora
ap6s a infecgdo, as administracdes sucessivas ocorreram 24 horas apds a anterior. O
DMSO, usado para solubilizar a droga ndo ultrapassou 1.25%, sendo que o grupo controle

recebeu essa mesma concentracao diluida em salina.

Nesse tratamento acompanhou-se a parasitemia até dia 22 pds-infecgdo a fim de
avaliar se haveria recrudéscencia parasitdria, uma vez que o tratamento se encerra no dia 10

pos-infecgao.
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3.3.2 PcchAS (Tratamento a partir do dia 5)

Para verificar se o tratamento teria eficdcia se iniciasse apds o estabelecimento da
infeccdo, ou seja, ji com a infec¢do patente, camundongos infectados com 10° EI por
PcchAS foram tratados diariamente a partir do dia 5 pds-infec¢do (5-10) com 100 uL. de 7,5

mg/kg de violaceina ou DMSO 1,25% em salina.
3.3.3 PcchAJ (Tratamento a partir do dia 0)

A fim de avaliar se a violaceina teria efeito protetor na mortalidade, camundongos
foram infectados com 10° EI por PcchAJ, uma cepa letal. Esses animais foram tratados
diariamente com 100 puL de 7,5 mg/kg de violaceina ou DMSO 1,25% em salina durante 11
dias consecutivos (dia 0-10 pds infec¢do) e foram monitorados diariamente quanto a

sobrevivéncia.
3.3.4 Determinacao do EDs

O EDsy, dose capaz de inibir 50% o crescimento do parasita em relacio ao controle,
foi calculado baseado em um gréfico: Log das doses verso atividade (expresso em
porcentagem em relacdo ao controle) no dia de pico (dia 7). Também foi determinado o
EDsy do artesunato e da cloroquina, sendo que as condi¢des de tratamento foram
semelhantes as da violaceina, ou seja, os camundongos foram tratados diariamente com 100
pL de diferentes doses da droga ou salina durante 11 dias consecutivos (dia 0-10 pds

infeccdo) por via i.p..
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3.4 Histologia

Foram coletados o figado e o bago de seis animais infectados com P.c. chabaudi AS
no dia 7 pds-infec¢do (dia de pico parasitario), trés desses tratados com 7.5 mg/kg de
violaceina e trés tratados com 1,25% DMSO (controle) a fim de verificar se havia diferenca
entre os dois grupos nos cortes histoldgicos desses 6rgaos. Apds a fixacdo dos 6rgdos por
24 horas em formol 4%, os 6rgdos foram gradualmente desidratados em solugdes de etanol
de diferentes concentragdes (70-100%). Entdo foram embebidos em xilol para depois
finalmente serem emblocados em parafina. Foram obtidos cortes de 5.0 um que foram
corados com hematoxilina-eosina (HE), montados e utilizados para fazer a andlise

histolégica.

3.5 Toxicidade da violaceina

A toxicidade da violaceina foi avaliada através da andlise didria da densidade de
eritrcitos e massa corporea de camundongos C57BL/6 injetados i.p. com a maior dose de
violaceina (7,5 mg/kg) durante 11 dias consecutivos, ou apenas com solucdo salina
(controle). A densidade de eritrocitos foi calculada como descrito anteriormente € a massa
corporea foi calculada de acordo com a férmula: [(peso do animal em determinado dia de

tratamento / peso do animal no dia anterior ao tratamento) x 100].

Também foram coletados bagos e figados de seis animais para verificar se havia
alteracdes morfoldgicas nesses orgaos, sendo trés tratados com 7.5 mg/kg de violaceina e
trés inoculados com solucdo salina. Esses orgdos foram processados e corados como

descrito anteriormente.
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3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica entre tratado e ndo tratado foi determinado por ANOVA one
way para comparagdes da parasitemia e da densidade de glébulos vermelhos. Enquanto o
teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar os EDsy e 1Csy das diferentes drogas
usadas. As diferencas entre as taxas de letalidade foram analisadas pelo teste de Log-Rank.
Todas as andlises estatisticas foram efetuadas com o auxilio do software BioEstat™ version

3.0 e as diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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Resultados
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1. Atividade in vitro anti-malarica da violaceina

Baseado nas atividades da violaceina contra protozodrios patogénicos, avaliou-se o
potencial da violaceina diretamente contra EI por P. falciparum. Primariamente, a fim de
determinar a concentracdo da droga que ndo tivesse acdo contra eritrécitos sadios,
incubaram-se eritrécitos nao infectados com diferentes concentragdes (500 a 14.000 nM) de
violaceina. Apds 48 horas de incubagdo a 37°C em candle jar, a densidade de eritrdcitos,
relativo a hora 0, foi determinada. Como se pode ver na Figura 8, concentragdes acima de

10.000 nM sio toxicas as hemacias sadias.

Posteriormente, avaliou-se o efeito anti-plasmodial da violaceina contra formas
sanguineas de P. falciparum. Testamos concentragdes entre 31,25 nM até 8000 nM, uma
vez que essa concentragdo mostrou nao ter efeito sob os eritrécitos sadios. Apds 48 horas
de incubacdo a 37°C em candle jar, determinamos a inibi¢do do desenvolvimento
parasitdrio através da incorporacdo da [*H] Hipoxantina. De acordo com a Figura 9, a
violaceina inibe o desenvolvimento parasitirio a partir de 62.5 nM e elimina

completamente o parasita em concentragdes acima de 500 nM.

A fim de comparar a atividade da violaceina com outras drogas antimaldricas ja
utilizadas, realizaram-se ensaios de inibi¢do do desenvolvimento parasitdrio através da
. - 3 . . . .. . .
incorporacdo de ["H] hipoxantina com a cloroquina e quinino. Para isso incubaram-se por
48 horas a 37°C em candle jar diferentes concentracdes de ambas as drogas com EI por P.

falciparum (Figura 10 e 11).

A comparagdo dos valores de ICsy obtidos revelou que a violaceina (106.99 + 12.01
nM) foi tao eficaz quanto o quinino (91.53 £ 17.14 nM), uma vez que ndo houve diferenca

significativa (P> 0.05) entre os valores encontrados. No entanto a violaceina foi 3 vezes
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menos eficiente que a cloroquina (30.82 = 0.88 nM, P<0.05) em inibir o desenvolvimento

parasitério (P < 0.05) (Tabela 1).

Para avaliar se o efeito da violaceina era similar nos diferentes estdgios sanguineos
de P. falciparum, os parasitas foram sincronizados através de incubac¢do com Sorbitol e
posteriormente colocados em cultura com diferentes concentracdes de violaceina. Neste
sentido, incubamos somente formas jovens (anel e trofozoita jovem, 0-18 h do ciclo) ou
entdo formas maduras (trofozoito maduro e esquizonte, 24-42 h do ciclo) de P. falciparum
com diferentes concentracdes de violaceina. O ensaio teve duracdo de 18 horas e a
incorporacao de [H) Hipoxantina foi medida. Como podemos observar na Figura 12, a
violaceina foi eficaz contra parasitas em ambos os estdgios sanguineos e nenhuma diferenca

estatistica foi obtida.
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Figura 8. Efeito toxico da violaceina sob eritrécitos sadios.

Eritrécitos sadios foram cultivados durante 48 horas na presenca de diferentes
concentracdes de violaceina e sua destrui¢c@o foi avaliada em relacdo ao controle, eritrcitos
sadios cultivados na presenga de 0.25% de DMSO. Os resultados estdo expressos como a

média de triplicatas + desvio padrao.
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Figura 9. Atividade anti-plasmodial da violaceina sob formas sanguineas de P.

Jalciparum.

A inibicdo da parasitemia de eritrécitos infectados por P. falciparum 3D7 (1.0%
parasitemia inicial, 2.0% hematdcrito) foi determinada apds incubacdo por 48 horas a
37°C em candle jar na auséncia (controle) ou presenca de diferentes concentracdes de

violaceina. Os resultados estdo expressos como a média de triplicatas + desvio padrao.
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Figura 10. Atividade anti-plasmodial do quinino sob formas sanguineas de P.
Jalciparum.

A inibicdo da parasitemia de eritrocitos infectados por P. falciparum 3D7 (1.0%
parasitemia inicial, 2.0% hematdcrito) foi determinada apds incubacdo por 48 horas a
37°C em candle jar na auséncia (controle) ou presenca de diferentes concentracdes de

quinino. Os resultados estdo expressos como a média de triplicatas + desvio padrao.
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Figura 11. Atividade anti-plasmodial da cloroquina sob formas sanguineas de P.

Jalciparum.

A inibicdo da parasitemia de eritrécitos infectados por P. falciparum 3D7 (1.0%
parasitemia inicial, 2.0% hematdcrito) foi determinada apds incubacdo por 48 horas a
37°C em candle jar na auséncia (controle) ou presenca de diferentes concentracdes de

cloroquina. Os resultados estdo expressos como a média de triplicatas + desvio padrao.
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Figura 12. Atividade da violaceina sob diferentes estagios sanguineos do parasita, sob
formas jovens e formas maduras.

Os parasitas foram previamente sincronizados com 5% Sorbitol e a inibicdo do
desenvolvimento parasitario foi determinada apds incubagdo das formas sincronizadas por
18 horas a 37°C em candle jar na auséncia (controle) ou presenca de diferentes
concentracdes de violaceina. Os resultados estdo expressos como a média de triplicatas +

desvio padrao.



Tabela 1. Comparacao da atividade de diferentes antimalaricos sob formas sanguineas de P. falciparum 3D7.

49
IC 50 * (nM)) + SD ° Significancia ¢
Violaceina 106.99 £ 12.01 -
Cloroquina 30.82 + 0.88 P <0.05
Quinino 91.53 £17.15 NS

2]IC 50, a concentragdo necessdria para reduzir a parasitemia em 50% em relacdo ao controle, foi avaliada com base em um grafico do
Log concentragdo versus a inibi¢do do desenvolvimento parasitario.
b Média e desvio padrdo dos valores de IC s, de 3 experimentos independentes, utilizando diferentes estoques da droga.

¢ Andlise estatistica, teste Mann Whitney, entre os valores de IC 5, das diferentes drogas cloroquina, violaceina e quinino.
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2. Atividade in vivo anti-malarica da violaceina

Como demonstrado a violaceina possui uma elevada capacidade em controlar o
desenvolvimento parasitdrio in vitro, sendo assim avaliou-se se essa habilidade também era
observada no modelo de infec¢io murina, no qual se leva em conta outros fatores como

biodisponibilidade e farmacocinética.

Para isso, animais infectados por PcchAS foram tratados diariamente, por 11 dias
consecutivos (dia 0-10 pds infec¢do), com diferentes doses de violaceina. Como se pode
observar na Figura 13 e Tabela 2, os animais do grupo controle apresentaram um pico
médio de parasitemia de 37.2% no dia 7 pés infeccdo. Semelhantemente ao controle, o
grupo tratado com a menor dose (0.075 m/kg) apresentou um elevado pico de parasitemia
(38.0%) no dia 7 poés-infec¢cdo, ndo reduzindo a carga parasitdria. J4 o grupo tratado com
0.75 mg/kg apresentou um pico de parasitemia bem reduzido em relag@o ao controle, tendo
inibido em 39.25% o desenvolvimento parasitario (P<0.01). Os animais tratados com as
maiores doses (3.75 mg/kg e 7.5 mg/kg) apresentaram uma inibi¢do de 82.12% =+ 4.30
(P<0.001) e 86.90%= 3.53 (P<0.001) respectivamente. Esses valores de inibi¢ao sugerem a
existéncia de um plateau na eficiéncia antimaldrica maxima da violaceina em 3.75 mg/kg.
Entretanto, os animais tratados com a maior dose apresentaram uma inibi¢do superior a
dose imediatamente abaixo, especialmente nos dias que ndo o dia de pico de parasitemia
(Tabela 2). Assim, apesar da existéncia do plateau, a maior dose foi capaz de conter mais

eficientemente o desenvolvimento parasitério.

Posteriormente, uma vez demonstrada a eficicia da violaceina em inibir o
desenvolvimento parasitario in vivo, avaliou-se se esse efeito anti-plasmodial poderia levar

a uma diminui¢cdo na perda de eritrécitos nos camundongos, visto que normalmente em
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infeccoes maldricas ha uma acentuada perda de eritrocitos apds o pico da parasitemia
devido a destruigdo eritrocitaria. Na Figura 14 nota-se que os animais do grupo controle
tiveram uma acentuada queda no nimero de eritrécitos no dia 9 apds infeccdo, reduzindo
em 65% o numero de células vermelhas em comparacdo ao dia anterior a infec¢do (dia 0).
Ja os animais tratados com as duas maiores doses (3.75 mg/kg e 7.5 mg/kg) apresentaram
uma queda bem menos acentuada, ndo reduzindo mais que 15% o numero de eritrocitos
iniciais. Portanto a violaceina foi capaz de prevenir a destrui¢do eritrocitdria, sintoma

classico na infeccao maldrica.

Como durante a infec¢do por PcchAS normalmente se observa a presenga de um
segundo pico de parasitemia entre os dias 15-17 pés infeccdo, resultado da variagdao
antigénica caracteristica dessa espécie (Cox, 1988), acarretando na recrudescéncia
parasitdria. Como se pode observar na Figura 15, a violaceina inibiu a parasitemia em 85%
(P<0.001) em relagcdo ao controle no dia 7 (primeiro pico) e, mais, teve atividade também

sobre 0 segundo pico (dia 16 pés-infecgdo), reduzindo a parasitemia em 58.98%, P< 0.05.

Como nosso tratamento anterior tem inicio no dia 0, antes que qualquer
manifestacdo clinica da maléria seja aparente, questionou-se se a violaceina teria eficdcia se
o tratamento se iniciasse apds o estabelecimento da infec¢do e a presenca de sintomas
associados. Com esse intuito, animais infectados por PcchAS foram tratados por 6 dias
consecutivos, tendo o tratamento iniciado no dia 5 pds-infeccdo, quando a parasitemia ja
atingia 15%, até o dia 10 pds infec¢do. Na Figura 16 observa-se que mesmo com o
tratamento tendo se iniciado ap6s uma infec¢do patente, a violaceina reduziu em 53.96%
(P< 0.001) o desenvolvimento parasitidrio no dia 7 pds-infec¢do (primeiro pico) quando

comparado ao grupo ndo tratado.
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Outra questio abordada foi se a violaceina seria capaz de controlar a mortalidade de
animais se utilizissemos uma cepa letal. Para isso, animais infetados, agora com PcchAlJ,
cepa murina letal, foram tratados ou ndao com 7.5 mg/kg de violaceina por 11 dias
consecutivos (0-10 pés-infec¢do) e monitorados diariamente quanto a sobrevivéncia. Ao
observar a Figura 17 nota-se que enquanto 100% dos animais ndo tratados sucumbiram a
infeccdo, sendo que 60% morreram no dia 7 pds-infec¢do, nenhum animal tratado morreu
até o dia 8 pos infeccdo, tendo um animal morrido no dia 9 e outro no dia 14 pés infecgao.
Esses dados revelam que a violaceina protegeu em 80% os animais da letalidade deste

parasita (P< 0.0001).

Para fins comparativos, efetuamos o mesmo tratamento feito para a violaceina, com
a cloroquina e artesunato, drogas usualmente empregadas no tratamento contra a maldria.
Neste sentido, animais infectados com PcchAS foram tratados por 11 dias consecutivos cm
diferentes concentracdes de artesunato e cloroquina, diariamente avaliou-se a parasitemia e
os valores de EDsy para o dia 7 foram calculados para todas as drogas. Nota-se que a
violaceina apresentou uma EDS50 semelhante ao artesunato (P> 0.05), no entanto se
mostrou 2 vezes mais eficiente que a da cloroquina (P< 0.05) no combate ao

desenvolvimento parasitdrio no dia de pico da infec¢ao (Tabela 3).

Por fim, como infec¢cdes maldricas tanto murina quanto humana apresentam uma
disfun¢do hepatica e também no bago, assim como um actimulo de parasitas nesses 6rgaos
(Dumont et al., 1988), foi feita a anédlise histoldgica desses 6rgdos. Para isso, os 6rgdos de
camundongos infectados com PcchAS e tratados com 7.5 mg/kg de violaceina, ou nao,
foram coletados no dia 7 p6és infeccdo. Apds a coleta dos 6rgdos, foi observado, a olho nu,

o aumento expressivo de ambos os 6rgaos dos animais infectados e nao tratados, assim
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como uma alteracdo na coloracdo destes, com a presenca de pontos escurecidos. Ja os
orgdos dos animais tratados apresentavam-se normal em tamanho e coloracdo. Os cortes
histolégicos de ambos os 6rgdos revelaram a presenga abundante do pigmento maldrico nos
animais infectados e ndo tratados, enquanto nos animais tratados com a violaceina a

presenca desse pigmento foi bem reduzida (Figura 18).
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Figura 13. Atividade antimalarica in vivo de violaceina contra PcchAS. Grupos de 8-10
camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° EI de PcchAS, e tratados, ou ndo,
com diferentes doses de violaceina administrada i.p. durante 11 dias consecutivos pods-
infec¢do. A parasitemia foi determinada diariamente. Os resultados estdo expressos como a

média do grupo * desvio padrao.



Tabela 2. Inibicao da parasitemia, porcentagem em relacio ao controle, de animais infectados por P. chabaudi AS sob

tratamentdade violaceina

Dia 5

Dia 6

Dia7?

Dia 8

Inibi¢do (%) £ SD¢ p¢

Violaceina
(mg/Kg)
7.50 56,48 + 12,84 p < 0,001
3.75 33,23 + 14,72 p < 0,05
0.75 3,58 + 33.80 NS¢
0,075 NIf ND

Inibicdo (%) = SD p

75,40 = 5,17
64,89 = 8,00
20,42 + 36,30

NI

p < 0,001
p<0,001
NS

ND

Inibi¢do (%) £SD p
86,90 £ 3,53 p < 0,001
82,12+ 433  p<0,001
39,25+ 14,15 p<0,01

NI ND

Inibi¢do (%) £SD p

84,67 £ 5,43 p < 0,001
75,73 13,93 p < 0,001
48,85 + 15,08 p<0,01
12,04 £ 6,11 NS ¢

2(0s animais foram infectados, i.p., com 10° EI e depois tratados diariamente, ou ndo, com diferentes concentragdes de violaceina

durante 10 dias consecutivos a partir do dia 0.

® Pico da parasitemia.

¢ Média e desvio padrao dos valores de inibi¢ao de um grupo de animais.

d Andlise estatistica, ANOVA 1 critério, entre animais tratados e nio tratados.

¢NS = Nao significativo.
fNI = Ndo houve inibi¢do.

¢ ND = Nao determinado.
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Figura 14. Efeito da violaceina na perda de eritrdcitos, anemia, sintoma associado a

malaria.

Grupos de 8-10 camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° EI de PcchAS, e
tratado, ou ndo, com diferentes doses de violaceina administrada i.p. durante 11 dias
consecutivos pés-infeccdo. A densidade de eritrdcitos relativa foi determinada diariamente.

Os resultados estdao expressos como a média do grupo + desvio padrao.
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Figura 15.Atividade antimalarica in vivo de violaceina contra a recrudéscencia de

PcchAS.

Grupos de 8-10 camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° EI de PcchAS, e
tratados, ou ndao, com 7.5 mg/kg de violaceina administrada i.p. durante 11 dias
consecutivos pos-infec¢do. A parasitemia foi determinada diariamente até a cronificagdo da

doenca. Os resultados estdo expressos como a média do grupo + desvio padrao.
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Figura 16. Atividade in vivo da violaceina contra P. c. chabaudi AS, com o tratamento

tendo inicio apds o estabelecimento da infeccao (dia 5).

Grupos de 8-10 camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° EI de PcchAS, e
tratados, ou ndo, com diferentes doses de violaceina administrada i.p. durante 6 dias
consecutivos (dia 5-10 pés-infecgdo). A parasitemia foi determinada diariamente. Os

resultados estdo expressos como a média do grupo + desvio padrao.
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Tabela 3. Comparacio da atividade de diferentes antimalaricos em animais infectados com 10° EI P. chabaudi AS tratados com

cloroquina, violaceina e artesunato.

ED 50 # (mg/kg) £ SD ° Significancia ¢

Violaceina 094+ 026 -
Chloroquina 1.90 + 0.76 P <0.05
Artesunato 0.88 £0.22 NS

2ED 50, a dose necessdria para reduzir a parasitemia em 50% em relac@o ao controle, foi avaliada com base em um gréfico do Log
dose versus a atividade (expressa como porcentagem do controle) no dia do pico (dia 7).

b Média e desvio padrdo dos valores de ED 50 de 3 experimentos independentes, utilizando diferentes estoques da droga.

¢ Andlise estatistica, teste ANOVA 1 critério, entre os valores de ED 50 dos animais tratados com diferentes doses de cloroquina,

violaceina e artesunato.
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Figura 17. Curva de sobrevivéncia de animais infectados com PcchAJ, uma cepa

murina letal e tratados com a violaceina.

Grupos de 8-10 camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° EI de PcchAS, e
tratados, ou ndo, com 7.5 mg/kg de violaceina administrada i.p. durantell dias

consecutivos pds-infec¢ao).
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Figura 18.

Controle Violaceina

Baco

Cortes histologicos de baco e figado de animais infectados por PcchAS coletados no

dia 7 pés a infeccfio. Grupos de 6 camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° EI
de PcchAS, e tratados, ou ndo, a partir do dia 0 com 7.5 mg/kg de violaceina administrada
i.p.. No dia 7 pés-infeccdo os animais foram sacrificados e os 6rgdos foram coletados,

processados e os cortes foram corados com HE.
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3. Toxicidade da violaceina em animais naive

A fim de avaliar os efeitos toxicos da violaceina, inoculamos 7.5 mg/kg de
violaceina em animais naive por 11 dias consecutivos. Como controle, um grupo de
animais foi inoculado com solugdo salina (NaCl 0.9%). Entdo, avaliou-se a densidade de
eritrocitos e também o peso diariamente. Ao final do tratamento os animais foram
sacrificados e os bagos e figados foram coletados, processados e feita a analise histoldgica.
De acordo com a Figura 19 ndo houve variacdo na densidade de eritrécitos ao decorrer do
tratamento, e também ndo houve perda significativa de peso em ambos os grupos. Além
disso, como mostrado na Figura 21, nenhuma alteragdo morfolégica aparente foi observada
nos cortes histolégicos do bagco e figado nos animais tratados com 7.5 mg/kg, sendo

semelhante aos cortes do grupo controle.
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Figura 19. Efeito toxico da violaceina em relacdo a densidade de eritrécitos em
animais naive. Grupos de cinco camundongos C57BL/6 foram inoculados i.p. com a maior
dose de violaceina ou salina durante 10 dias consecutivos. A densidade de eritrécitos

relativa ao dia —1 da inoculagao foi determinado diariamente. Os resultados estdo expressos

relativo ao dia 0)

10

—_
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—0— 7.50 mg/kg
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0,1

Dias apds a infeccao

como a média do grupo + desvio padrao.
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Figura 20. Efeito toxico da violaceina em relacdo a massa corporea em animais naive.

Grupos de cinco camundongos C57BL/6 foram inoculados i.p. com a maior dose de

violaceina ou salina durante 10 dias consecutivos. O peso relativo ao dia —1 da inoculagao

foi determinado diariamente. Os resultados estdo expressos como a média do grupo

desvio padrao.

+
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Controle Violaceina

Baco

Figado

Figura 21.Cortes histolégicos de baco e figado de animais naive tratados ou nao com

violaceina.

Grupos de 6 camundongos C57BL/6 naive foram tratados, ou ndo, por 11 dias consecutivos
com 7.5 mg/kg de violaceina administrada i.p.. Apés o término do tratamento, os animais
foram sacrificados e os 6rgios foram coletados, processados e os cortes foram corados com

HE.
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Discussdo
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A violaceina apresenta taxas de citotoxicidade bastante varidveis, dependendo da
linhagem celular avaliada. Essas taxas variam de 30 nM até 12000 nM (Tabela 4) (Durén,
2007), o que sugere que a violaceina apresente mecanismos especificos a certos tipos
celulares (De Carvalho er al, 2006). Apesar da elevada toxicidade celular da violaceina
descrita para algumas linhagens celulares (Tabela 4), a violaceina ndo mostrou ser
extremamente toxica aos eritrocitos sadios. Quando avaliada a citotoxicidade da violaceina
em cultura primdria de linfécitos humanos isolados do sangue periférico de adultos sadios,
a droga apresentou uma ICsp maior que 10000 nM (Bromberg et al., 2005), sendo esse
valor abaixo do encontrado para os eritrdcitos sadios, que mesmo na presenca de 14000
nM, apresentou somente cerca de 30% de toxicidade. Evidéncias demonstram que a
citotoxicidade da violaceina se deve a mecanismos apoptéticos e ndo de necrose celular
(Duran et al., 2007), assim como a apoptose ¢ mediada por diversos mecanismos nucleares
e os eritrocitos sao anucleados, pode-se especular que seja esta a razdo da toxicidade ser

menos acentuada.

Quando avaliada a toxicidade da violaceina em formas sanguineas de P. falciparum
3D7, a violaceina apresentou uma ICsy de 106.99 nM. Eliminando completamente o
parasita em concentragdes maiores que 500 nM, sendo tdo eficiente quanto o quinino, a
droga mais utilizada para o tratamento de maldria e maldria grave (van Agtmael ef al.
1999), e trés vezes menos eficiente que a cloroquina, cuja resisténcia ja chega a indices

maiores que 80% (WHO, 2001).
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Tabela 4. Citotoxicidade in vitro da violaceina em diversas linhagens celulares. Adaptada de
Duran et al, 2007.

Linhagem celular IC50 (uM) Referéncia
Linf6cito humano >10.0 Bromberg et al, 2005
HL60 (Leucemia mieldide) 0.8 Ferreira et al, 2004
MOLT-4 (Leucemia) 0.03 Melo et al, 2000
V79 (Fibroblastos de pulmio de hamster) 5.0-12.0 Melo et al, 2000
NCI-H460 (célula de pulmio) 0.03 Melo et al, 2000
KM-12 (cancer colén retal) 0.06 Melo et al, 2000
HT29 (cancer c6lon retal) >10.0 De Carvalho et al, 2006
Caco-2 (cancer célon retal) 2.0 De Carvalho et al, 2006
HCT116 (cancer célon retal) 1.5 De Carvalho et al, 2006
OCM-1 (melanoma) 3.69 Saraiva et al, 2004
RENCA (carcinoma renal murino) 0.6 Justo et al, 2005
EAT (tumor ascitico de Erlinch) 5.0 Justo et al, 2005

Sabe-se que a multi-resisténcia de alguns isolados de P. falciparum esta associada a
mutacdes em certos genes, como pfindrl e pfimdr2 (Foote et al., 1989). Esses genes
codificam proteinas homodlogas a P-glicoproteina, proteina essa envolvida na resisténcia de
células tumorais a algumas drogas (Gottesman et al., 1996). Esses dados associados aos
resultados notdveis da violaceina contra células tumorais (Tabela 4) (Duran et al., 2007),
nos permite especular que haja uma relacdo entre a atividade antitumoral e a atividade
antimaldrica da violaceina, reforcando futuros testes da atividade da violaceina contra

isolados de Plasmodium multiresistentes.

Nos experimentos utilizando parasitas sincronizados, diferentemente dos derivados
de artemisinina que agem diretamente sobre as formas jovens e da cloroquina com agdo

somente nas formas maduras (Benoit-Vical er al.,, 2007), a atividade da violaceina foi
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similar em ambos os estdgios. Ou seja, a violaceina age no inicio do ciclo eritrocitico,
contendo a infec¢do em um estidgio inicial, assim como sob as formas maduras,
responsdveis pela citoadesdo de EI nas microvasculaturas, caracteristica dos casos de

malaria grave (Costa et al, 2006).

A maioria dos testes primdrios de drogas assim como seu modo de acdo € feito em
P. falciparum em cultura. Apesar disso, o estudo da acdo de drogas em modelos murinos de
Plasmodium € quase uma etapa obrigatéria para estudos in vivo da atividade de novas
moléculas (Landau & Gautret, 1998). Como a capacidade da violaceina em controlar o
desenvolvimento parasitdrio in vitro ja foi determinada, foi entdo avaliada se essa
habilidade era mantida em um modelo de infeccio murina, no qual outras caracteristicas

sdo levadas em consideragdo, como biodisponibilidade e farmacocinética.

A escolha de P.c. chabaudi AS se deu porque esse modelo apresenta diversas
caracteristicas biologicas do P. falciparum, como sua habilidade de invadir células
vermelhas maduras, seu alto grau de sincronizacdo das formas sanguineas assexuadas e a
seqiiestracdo de eritrocitos infectados e os sintomas associados (Beauté-Lafitte et al., 1994;
Landau & Gautret, 1998; Mota et al., 2000) sendo extremamente dteis na investigacdo de
mecanismos imunopatoldégicos, na identificagdo de genes que regulam a susceptibilidade a

maldria e em estudos quimioterdpicos (Stevenson & Riley, 2004).

A violaceina apresentou também uma importante atividade in vivo, com elevadas
taxas de inibicao (86%) da parasitemia em animais infectados por P. c. chabaudi (AS) e
tratados por 11 dias consecutivos com a droga, em comparagdo aos animais nao tratados.
Além disso, houve diminui¢do significativa da destruicdo eritrocitdria nos animais tratados

com as maiores doses da violaceina, em comparagdo aos animais controle, que
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apresentaram uma queda acentuada no nimero de eritrocitos nos dias subseqiientes ao pico
de parasitemia (dia 7 pds-infeccdo) A perda eritrocitdria € quase sempre observada no
modelo murino, uma vez que usualmente a parasitemia € bem mais elevada que nos
humanos, além disso, progride bem mais rdpido nos animais (Landau & Gautret, 1998).
Entretanto, apesar de ser a maior causa de mortes em regides altamente endémicas, a
patogénese dessa destruicdo eritrocitaria decorrente da maléria € complexa, multifatorial e
permanece pouco compreendida (Pasvol, 1986; Philips & Pasvol, 1992, Martiney, 2000;

Layez, 2005).

Além de inibir significativamente o primeiro pico parasitdrio, o tratamento com a
violaceina por 11 dias consecutivos conseguiu conter a recrudescéncia parasitdria,
caracteristica desta espécie de Plasmodium, que similarmente ao P. falciparum apresenta
variacdo antigénica. Este composto mostrou-se eficiente também em inibir o
desenvolvimento parasitirio mesmo quando administrada apds o estabelecimento da
infeccdo (5 dias apds a infecc¢do), ou seja, mesmo com os indices parasitdrios altos (cerca
de 15% de parasitemia) e as desordens fisiopatoldgicas associadas ja presentes, a droga
conseguiu conter a infec¢do e mostrar uma alta inibicdo parasitaria (53.96%) em relacdo ao
grupo ndo tratado. Além disso, a violaceina foi capaz de proteger 80% dos animais
infectados com uma cepa murina letal P. c¢. chabaudi (AJ), em contraste a uma mortalidade
de 100% nos animais nao tratados, revelando um efeito protetor da violaceina mesmo em

cepas mais patogénicas.

Outros sintomas freqiientes na maldria aguda sdo a esplenomegalia e hepatomegalia,
tanto em humanos quanto no modelo murino, sendo que em algumas infec¢des € possivel

observar o depdsito do pigmento maldrico em cortes histolégicos de alguns 6rgdos (Landau
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& Gautret, 1998). Neste sentido, foi observada a deposi¢do desse pigmento no bago e
figado coletados do grupo nao tratado. Em contraste a um depdsito bem menos acentuado
nos cortes histolégicos dos animais do grupo tratado com a violaceina, demonstrando mais

uma vez a reducao parasitaria e dos sintomas associados a maldria.

Ao comparar os valores de EDsy de animais infectados com P. c. chabaudi (AS)
tratados com outras drogas antimaldricas, a violaceina revelou ser significativamente mais
eficiente que a cloroquina, uma vez que P. c. chabaudi (AS) é uma cepa sensivel a
cloroquina (Sohal & Arnot, 1993), e tao eficiente quanto o artesunato sddico. Os valores de
EDsp encontrados para a cloroquina e artesunato corroboram com os valores presentes na
literatura (Ancelin et al., 2003; Benoit-Vical, 2007), demonstrando que as drogas utilizadas
ndo apresentam atividade parcial.

A discrepancia entre os valores do ICsy e EDsp encontrados para a cloroquina se
deve, provavelmente, a seus efeitos imunossupressores descritos, como a interferéncia no
processamento antigénico, inibi¢do da producdo de anticorpos, entre outros (Fong et al.,

2007; Engchanil et al., 2006; Ertel et al., 1991; Targett, 1992).

Apesar de haverem diversos estudos da toxicidade da violaceina in vitro, utilizando
diferentes linhagens celulares, pouco se sabe dos efeitos toxicos da violaceina in vivo.
Particularmente, em um unico estudo até entdo, animais foram inoculados com altas doses
de violaceina (10 mg/kg; Duran et al., 2003) e o unico parametro avaliado foi a taxa de
mortalidade dos animais. O presente trabalho além de demonstrar que a violaceina ndo
alterou a massa corporea e a densidade de glébulos vermelhos, mostrou que este composto

nao induziu nenhuma alteracao morfoldgica aparente no baco e figado.
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Esses resultados somados revelam a excelente atividade anti-plasmodial da
violaceina contra as formas sanguineas de Plasmodium sp, inibindo o desenvolvimento da
infeccdo murina por PcchAS, reduzindo significativamente a sintomatologia associada;
assim como, eliminando as formas sanguineas de P. falciparum em concentracdes
extremamente baixas. E assim, abrem perspectivas para futuras andlises dos mecanismos de
acdo e da capacidade deste composto na ac¢do contra cepas quimioresistentes de P.

falciparum.
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Conclusoes



v' A violaceina apresentou reduzida toxicidade aos eritrécitos sadios.

v" O efeito antimalérico da violaceina sob formas sanguineas de P. falciparum 3D7 foi
excelente, eliminando o parasita em baixas concentracdes (menor que 1000 nM).
Além disso mostrou-se tao eficiente quanto o quinino e trés vezes menos eficiente

que a cloroquina na inibi¢do parasitaria.

v' A violaceina ndo é especifica a um estigio de desenvolvimento de P. falciparum

3D7, tendo atividade similar em ambos os estdgios (jovem e maduro).

v' A violaceina inibiu significativamente o desenvolvimento da infec¢do por PcchAS
em C57BL/6, reduzindo também os sintomas associados como a perda de eritrdcitos

e o acimulo de pigmento malérico no figado e baco.

v" Em infecgdes por PcchAS a violaceina foi capaz de impedir a recrudescéncia

parasitdria, caracteristica da infeccao por esse Plasmodium.

v' A ED50 da violaceina foi similar a do artesunato e duas vezes menor que a da
cloroquina, no combate as formas sanguineas de PcchAS no dia de pico da infec¢ao

(dia 7).

v' A violaceina reduziu em 80% a taxa de mortalidade de animais infectados por

PcchAl.

v" Nio foi detectada a toxicidade da violaceina em C57BL/6 naive, no que se refere a
perda de peso e de eritrécitos, assim como ndo foram percebidas alteracOes

morfolégicas em cortes histolégicos de baco e figado.
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ABSTRACT

Violacein is a violet pigment extracted from the bacteria Gram-negative
Chromobacterium violaceum. Growing bodies of evidences have implicated violacein as an
antimicrobial, antifungal, antitumoral, and a moderate trypanocidal and leishmanial activity
has also been observed. Herein, we evaluated the anti-malarial activity of violacein against
murine and human-derived Plasmodium. Indeed, violacein showed to be efficient in killing
P. falciparum (3D7 strain) as much as quinine, but 3 fold less pronounced than
chloroquine. Moreover, this anti-Plasmodial activity detected was direct against both
young and mature stages of this human parasite. In vivo experiments in P. c¢. chabaudi AS
(PcchAS) infected mice treated during 11 consecutive days after infection (0-10) revealed a
powerful activity of this drug, by inhibiting parasite burden up to 86%. Also, 60% of
inhibition was noticed when violacein was administrated 5 days after infection
establishment. When administrated in mice infected with a lethal strain of murine-derived
Plasmodium (PcchAl) violacein protected 80% of these mice, in contrast to 100% of
mortality reported to the non-treated animals. EDsy comparisons demonstrated that
violacein was efficient as much as artesunate and twice more active than chloroquine.
Finally, naive mice inject with violacein during 11 consecutive days did not display
alterations on red blood cell density; corporal mass and neither morphological damages

were noticed in spleen and liver histological sections. Collectively, these data clearly
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demonstrated the anti-malarial effect of violacein and open perspectives to understating the

mechanisms involved in killing this parasite by this compound.
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INTRODUCTION

Malaria, one of the oldest infectious diseases on the planet, still casts a formidable
shadow on many parts of the world, causing hundreds of millions of new infections and
millions of deaths each year (Nahlen et al., 2003). Malaria parasites infect 300-500 million
people and kill about 2 million individuals annually. It is estimated that over 3 billion

people live under the threat of malaria.

One of the major reasons for the morbidity and mortality is the widespread
emergence of drug-resistant strains of the parasite. Particularly, the efficacy of clinically
available antimalarials, such as chloroquine, primaquine, and pyrimethamine, is
dramatically decreasing (Le Bras and Durand, 2003). As the results of trials with malaria
vaccines have been disappointing, malaria control still depends on the use of effective
antimalarial drugs. However, vaccine research is still proceeding and vaccination remains
the most cost-effective strategy to solve the malaria problem (Targett, 2005). Therefore,
new antimalarial drugs representing a new class of molecular framework and displaying

novel mechanism of action compared to clinically used drugs are urgently needed.

Whereas quinine has been the most widely used drug for severe malaria (WHO,
2000), artemisinin and its derivatives have been considered as alternative to quinine
because they have been shown to be effective against multiple-drug-resistant malaria
parasites; no clinical resistance towards them has been documented. Moreover, they
produce faster relief of symptoms and clearance of parasites than any other antimalarial
drug (van Agtmael et al., 1999, Woodrow et al., 2005). These compounds are the most
recent efficient antimalarial drugs approved for human use as single therapy or in

combination (O’Neill, 2005).
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Violacein, a violet-pigment isolated from Chromobacterium violaceum a Gram (-)
bacteria found in Brazil in the Negro River, have been reported to have multiple biological
activities such as bactericide (Durédn et al., 2001) and is capable to induce apoptosis in
various types of cancer cells (Melo et al., 2000; Melo et al., 2003; de Carvalho et al., 2006;
Kodach et al., 2006). A moderate activity against Trypanosoma cruzi and Leishmania

amazonensis promastigotas has been reported (Durén et al., 1989; Leon et al., 2001).

Based on the chemotherapeutics properties of violacein against tumor cells, bacteria,
fungi, pathogenic protozoan and the urge for new potential antimalarial drugs; we evaluated
the in vitro and in vivo capacity of this drug to combat Plasmodium blood stage forms,

those responsible for the symptoms in malarial infections.

MATERIAL AND METHODS

Violacein purification

Violacein (Figure 1) 3-(1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-0x0-3H-pirrol-3-
ilideno)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona was isolated from Chromobacterium violaceum
(CCT3496) as previously described (Rettori and Durédn, 1998). Using the purification step
with chloroform, cell wall and membrane residuals were extracted; and with the use of
diethyl ether and ethanol a semi-purified extract was obtained. Finally, purified violacein
was obtained by high performance liquid chromatography (HPLC). Those procedures have
been described in the literature to obtain highly purified violacein. Dimethyl sulphoxide
(DMSO) was used to dissolve violacein due to its poor solubility in water. Because

violacein is a bacterial-derived product, we measured the lipopolysaccharide (LPS) levels
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present in purified batches with the aid of the kit Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000®
(Cambrex) and according to the manufacture’s protocols. No detectable levels of LPS were

observed.

Cultivation of Plasmodium falciparum infected-erythrocytes

P. falciparum 3D7 strain was cultured in candle jars as described elsewhere (Trager
and Jensen, 1976). Briefly, P. falciparum infected-erythrocytes (IE) were cultivated in fresh
type O human erythrocytes (UNICAMP, Blood Bank) suspended at 4% final hematocrit in
complete medium (RPMI-1640 , pH 7.4 and 10% of homologous human plasma. For some
experiments parasites were synchronized (£ 6 hours) by repeated 5% sorbitol treatment as

stated by Schlichtherle et al. (2000).

In vitro antimalarial activity

Drug activity assays were determined as described by Schlichtherle et al. (2000) by
using [*H] hypoxanthine incorporation as an assessment of parasite growth. Assays were
performed in 96 well plates in a final volume of 200 pL, consisting in 100 pL of complete
medium without (controls) or with drugs and 100 uL of P. falciparum infected-erythrocyte
suspension (2% final hematocrit and 1% parasitemia). As violacein was dissolved in
DMSO, in which the maximum concentration never exceeded 0.25%, this amount of
DMSO was added to the complete medium in the respective controls. After 30 h of
incubation at 37°C, 50 pL of complete medium containing 10 pCi [’H] hypoxanthine was

added to each well. After 18 h at 37°C, the cells were lysed with the aid of an automatic
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cell harvester onto fiber filters (Millipore). The filters were counted for radioactivity (CPM)
in a liquid scintillation spectrometer. The radioactivity background was determined by
incubation of non-infected erythrocytes (nlE) in the same conditions as previous described.
Each drug was tested in triplicate at least three times with different batches and cells, and
parasite growth was compared to the control wells, representing 100% of parasite growth.
Inhibition of parasite growth was calculated according to the following formula: %
inhibition = 100 — [(CPM sample — CPM nIE / CPM control wells — CPM nlE) x 100].
Drugs efficacy was determined by comparison of compound concentration that led to 50%
parasite growth inhibition (ICsp). For the experiments involving synchronized parasites a
single incubation of 18 h at 37°C in the presence of 10 pCi [’H] hypoxanthine (Amershan,

UK) was performed.

In vivo antimalarial activity against murine-derived Plasmodium

Violacein in vivo activity was verified in C57BL/6 mice (7-10 week-old), weighing
20 + 3 g, purchased from Centro de Bioterismo-UNICAMP, Campinas, SP, Brazil and
maintained in our specific pathogen-free animal facility. All experiments and procedures
were approved by the UNICAMP Ethical Committee for Animal Research (protocol n°
985-1). Groups of 7-10 mice were infected i.p. with 10° IE of a non-lethal and lethal strains
of Plasmodium chabaudi chabaudi, respectively AS (PcchAS) and AJ (PcchAl),
ressuspended in RPMI 1640 medium (Sigma). PcchAS and PcchAJ parasite lines were
kindly provided by Dr. Hernando Del Portillo (Department of Parasitology, ICB, USP, Sao
Paulo, SP, and Brazil) and Dr. Maria Regina d’Imperio (Department of Immunology, ICB,

USP, Sao Paulo, SP, and Brazil), respectively. Pcch blood stage forms were stored in liquid



97

nitrogen after in vivo passages in C57BL/6 mice according to the protocol described
elsewhere (Landau and Gautret, 1998). Mice were daily inoculated i.p. with 100 pL of
different doses of the drugs during 11 consecutive days, beginning on the day of infection
(day 0). First dose was administrated 1 hour after parasite infection and for the following
doses mice were injected 24 hours after the previously inoculation. For some assays
violacein was administrated 5 days after parasite infection. The DMSO, used to solubilize
violacein, did not exceed 1.25%. Sodium artesunate (a gift from Dr. Mary Ann Foglio,
CPQBA, UNICAMP) was prepared by dissolve artesunic acid (98% pure) in 0.5% sodium
bicarbonate solution and was obtained by ethanol extraction of 1 kg of artemisinin dried-
plant material. Control groups of mice for sodium artesunate, chloroquine (Sigma, MO —
USA) and violacein treatment received 0.5% sodium bicarbonate solution and medium
without or with 1.25% DMSO; respectively. The EDs, the dose capable of inhibiting 50%
of the parasite growth in respect to the control, was calculated based on a plot of the Log
dose versus the activity (expressed as the percentage of the control) on the peak (day 7) of

infection by PcchAS.

Parasitemia, red blood cell density and mice corporal mass assessment

Percentage of parasitemia was daily determined by counting the number of IE in at
least 1,000 erythrocytes in Giemsa-stained blood smears. Mouse red blood cells density
was daily determined by counting the number of red blood cells relative to day -1 post-
infection with the aid of a Neubauer chamber on day -1 post-infection, for in vivo assays.
For in vitro assays, nlE was cultured in complete medium at 37°C in candle jars, without or

with different drugs concentrations, and hematocrit was determined O h and 48 h after
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incubation. The percentage of red blood cell density, relative to day -1 post-infection or to 0
h, was calculated with the following formula: 100 x (n° nlE per mL of a determined day
post-infection / n° nlE per mL on day -1 post-infection or at 0 h). The percentage of mice
corporal mass, relative to day -1, was calculated as previous formula replacing n° nlE per

mL by mice weight in grams.

Preparation of histological sections of mouse organs

Liver and spleen were collected after 10 or 7 days after violacein treatment from
naive or PcchAS infected-mice, respectively. The collected organs were fixed during 24 h
in 10% neutral buffered paraformaldehyde, and then gradually dehydrated in ethanol
solution at different concentrations (70 — 100%). Afterwards, the organs were immersed in
xylol and embedded in paraffin. Serial sections, 5 um thick, were prepared and stained with

hematoxylin-eosin.

Statistical analysis

Statistical significance between treated and non-treated mice was determined by
one-way ANOVA for comparison of parasitemia and red blood cells density, the Mann-
Whitney U test was used to compare EDsp and ICsy of the different drugs used, and the
Log-Rank test was used to compare the cumulative survival rates. Calculations were

performed using BioEstat™ version 3.0. Values were considered significant when P < 0.05
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RESULTS
In vitro and in vivo anti-malarial activity of violacein

Based on the chemotherapeutics activities of the violacein against pathogenic
protozoan parasites, we investigated if this drug could interfere directly to the growth of IE
by P. falciparum, the world most prevalent human plasmodium. Thus, in order to choose
the drug concentration with activity only to IE, we incubated various concentrations of
violacein, and two other anti-malarial compounds, with nlE. After 48 hours of incubation at
37°C in a candle jar the percentage of red blood cell density, relative to O h, was
determined. As shown in Figure 2A, concentrations over 10.0 uM of violacein were toxic to

nlE.

Next, we evaluated the anti-plasmodial effects of violacein against P. falciparum 1E,
staring at 8.0 uM, concentration lower than the one found for violacein cytotoxicity in
healthy human lymphocytes (Justo et al, 2005) and compared these effects with quinine
(Fluka, MO-USA) and chloroquine treatment. Thus, after a 48 hour-incubation in candle
jar, we determined the inhibition of parasite growth by measuring the incorporation of [*H]
hypoxanthine for all tested drugs at different concentrations. According to Figure 2B,
violacein inhibited parasite development starting at 0.063 uM and complete abrogated
parasite viability in concentrations over 0.50 uM. Comparison of ICsy values for violacein
(106.99 + 12.01), quinine (91.53 £ 17.14) and chloroquine (30.82 * 0.88) revealed that
violacein is as efficient as quinine, as no significant statistical difference was noticed
(P>0.05); but significantly (P<0.05) 3 fold less powerful than chloroquine in killing the
parasite. Finally, to precise whether the violacein anti-malarial effect was direct against

young (rings, 0-18 h) or mature (throphozoites and schizonts, 24-36 h) blood forms, we
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incubated the drug with synchronized parasites and determined the inhibition values against
these stages. As observed in Figure 2C, violacein was effective against both parasite stages

and no statistical significant difference was noted.

As we demonstrated the capacity of violacein to control parasite development in
vitro, we then determined whether this ability could be sustained in a mice model of
infection, in which other features as biodisponibility and pharmacokinetics were taken into
account. For this purpose, we chose Pcch as it shares many features, such as; the ability to
invade mature red blood cells, a higher degree of synchronization of asexual blood forms
and sequestration of schizont-infected erythrocytes, with P. falciparum (Beaute-Lafitte et

al., 1994; Gautret et al., 1998; Mota et al., 2000).

Thus, PcchAS infected-mice were treated with different doses of violacein 1 h after
infection. As shown in Figure 3 and Table 1, violacein significantly reduced parasitemia of
infected-mice in a dose dependent manner and even at low doses (0.75 mg/kg) at the peak
of parasitemia (day 7); indicating parasite specificity. Of note, the two highest doses of the
drug almost abolished parasitemia completely at the peak of the infection, 82 to 86% (Table
1), and indicating a plateau of maximum anti-malarial activity of violacein at 3.75 mg/kg.
Nevertheless, animals inoculated with the highest dose presented superior inhibition values
than the immediately below dose, especially on days out of the parasitemia peak than the
peak of parasitemia (Table 1). These data demonstrated that, despite a plateau has been
achieved, the highest dose sustained parasite burden more efficiently. We also observed
that the two intermediated doses (3.75 and 0.75 mg/kg) were able to inhibit significantly
parasitemia levels out of the peak of parasite development (Table 1). Thus, as human and

murine malaria infection leads liver and spleen dysfunction and parasite accumulation in
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these organs (Dumont, 1988.), we performed histological analysis on these two target
organs. At the time of removal, on day 7 post-infection (p.i.) an enlarged spleen and liver
was noted in non-treated (data not shown) and the presence of malarial pigment was

noticed in these organs in comparison to treated animals (Figure 4).

Next, as we demonstrated a powerful capacity of violacein to control parasite
development in vivo, we then investigated whether this effect could induce a less
pronounced loss of mouse red blood cells, which normally occurs after the peak of
infection as consequence of a large number of erythrocytes destruction. As it is shown in
Table 2, administration of violacein, even at high doses, did not alter red blood cell (RBC)
density levels before the peak of parasitemia, suggesting that this compound was not
capable to interfere on animal haematopoiesis. In contrast, after day 7 of infection RBC
density of non—treated mice dropped significantly, up to 50%, whereas minor effects were
observed in animals treated with the two highest doses of violacein (Table 2). Of note, the
total number of red blood cells of those mice did not alter in a significant way when we
took into account the day before infection. These data showed that the anti-malarial activity

of violacein prevents red blood cell loss after the peak of infection.

As during PcchAS infection a second peak of parasitemia is often observed on day
15-17 p.i. as a result of antigenic variation of this parasite (Cox, 1988.), and then resulting
in parasite recrudescence; PcchAS infected-mice were treated with the highest dose of
violacein and parasitemia levels were monitored until the day 22 p.i.. As observed in Figure
SA, and as expected, violacein treatment significantly (P<0.0001) reduced parasite growth
up to 87.95% on day 7 p.i. in comparison to non-treated mice. Notably, on day 16 p.i.,

which represents the sixth day after the end of violacein treatment, mice were still able to



102

inhibit parasite development significantly (P<0.05) up to 58.98% (Figure 5A); then
indicating that this treatment was not able to induce parasite recrudescence. Next, to verify
whether violacein administration could present an effect on parasite growth after the
establishment of infection, PcchAS infected-mice were treated with violacein staring on
day 5 p.i. (16% of parasitemia) until the 10 p.i.. As shown in Figure 5B, violacein treatment
during patent parasitemia was able to reduce significantly (P<0.001) parasite growth up to
53.96% in comparison to non-treated animals. Next, to determine the violacein protective
effect mice were infected with the lethal strain PcchAJ and the survival rate were evaluated.
As observed in Figure 6, whereas 100% of non-treated mice died up to day 10 p.i., 50% of
those dying on day 7 p.i., all violacein treated animals did not succumb to infection up to
day 8, dying on day 9 (10%) and 14 (10%) p.i., demonstrating the significant (P<0.0001)

protective effect of violacein.

Finally, we compared the EDs( values between violacein treated animals with those
inoculated with chloroquine or sodium artesunate. The average of EDsy values for
violacein, chloroquine and sodium artesunate was respectively 0.94 + 0.26, 1.90 + 0.76 and
0.88 £ 0.22 mg/kg; indicating that violacein was as efficient as sodium artesunate (P>0.05)
and significantly 2 fold more powerful than chloroquine (P<0.05) in combating parasite

burden at the peak of infection.

Assessment of violacein toxicity in naive mice

To evaluate violacein toxic effects, we daily injected C57BL/6 mice i.p. during 11
consecutive days using 7.5 mg/kg of violacein, the highest concentration of the drug and

the maximum amount that we were able to solubilize. As a control, a group of mice
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received saline solution (NaCl 0.9%). We then measured daily (day 0-10) the RBC density
and the weight loss of the naive injected mice relative to day -1 before the first drug
administration. According to Figure 7A, we did not notice a significant alteration (P>0.05)
on RBC density and neither on the mice corporal mass in respect to animals injected only
with saline. Also, as shown in Figure 8, no apparent morphology alterations were observed
after spleen and liver histological analysis collected after 10 consecutive days of drug

administration when compared to non-injected animals.

DISCUSSION

Our data clearly reveals an anti-malarial activity of the violacein, resulting in a
higher inhibition (86%) of the parasitemia levels in P. c. chabaudi (AS)-infected animals,
in comparison to violacein non-treated mice and prevent red blood cell loss in those mice.
Moreover, violacein activity was able to protect 80% of mice infected with a lethal strain of
murine-derived Plasmodium, and to inhibit parasite development even when administrated
after parasite establishment on day 5 p.i.. Also, violacein effect was noticed against human
P. falciparum blood forms and revealed to be direct against young and mature forms of the
parasite. These data indicated that violacein can act at the beginning of blood infection, and
agaisnt those forms, responsible for IE cytoadhesion (Costa et al., 2006). Moreover, it is
unlike that violacein will induce human immunosuppression, as our findings demonstrating
that violacein was able to completely abolish P. falciparum development at 1.0 uM, and in
vitro cytotoxicity agaisnt healthy human lymphocytes was noticed in doses more than 10.0

uM (Justo et al., 2005)
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Indeed, the effect of the violacein has also been observed against other pathogenic
protozoan parasites, such as Leishmania amazonensis promastigotas and Trypanosoma
cruzi. Nevertheless, in the assays against 7. cruzi violacein presented a similar activity
when compared to Nifurtimox™, an important chemotherapeutic used to treat Chagas’
disease patients. However, violacein in vivo activity against this protozoan parasite did not
reveal to be significant (Durdn et al., 1989). Besides its effect on 7. cruzi, violacein was
able to control parasitemia progress of Leishmania amazonensis promastigotas (Leon et al.,
2001). However, its effect was 10 times less pronounced than pentamidine, a classical drug

used in the treatment of leishmaniasis (Leon et al., 2001).

Notably, when we compared the EDsy values in P. c. chabaudi (AS)-infected mice
treated with other anti-malarial drugs revealed that violacein is significantly more efficient
than chloroquine, since P. c. chabaudi (AS) has been described as a chloroquine sensitive
parasite (Sohal and Arnot, 1993), and as efficient than sodium artesunate. Moreover, it is
unlikely that the chloroquine used in our in vivo tests presented only partial activity, as
same EDs values have been observed in other studies in P. berghei- and P. c. chabaudi-
infected mice (Ancelin et al., 2003). Thus, as violacein present a potent antimarial activity
against Pcch, and since this murine derived-Plasmodium has also been used for the
understanding of drug-resistance P. falciparum isolates (Carlton et al., 2001), these
findings open perspectives for testing this drug against drug-resistant clones of this parasite.
The fact that the highest dose of violacein almost eliminates completely the parasite in
vivo, indicates that a higher dose might be enough to clear parasitemia. In fact, to achieve
higher doses of violacein and to minimize possible toxic effects, new formulations in

polymeric nanostructure systems are currently been employed. Nevertheless, Cravo et al.
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(2001) have shown that partial immunity hosts are able to clear drug-resistant P. c.
chabaudi parasites at higher rates than naive mice. Based on this finding, it is conceivable
that violacein might have more impact in areas where malaria transmission is unstable,
Amazonic basin and other areas outside sub-Saharan Africa, which may compromise

immunity acquisition at high levels.

When violacein was tested against P. falciparum (3D7), it showed to be as powerful
as quinine, a conventional antimalarial drug used in many endemic countries, but its effect
was three fold less efficient than chloroquine. Of note, resistance to quinine has been
reported soon after its introduction in early eighties, in consequence this drug was
combined to tetracycline later. However, this combination resulted in long periods of
treatment raising problems related to patients’ follow-up (Trigg and Kondrachine, 1998). It
is believed that P. falciparum multi-drug resistance is associated to certain genes, such as
pfmdrl and pfimdr2 (Foote et al., 1989), and those genes code for homologues of the P-
glycoprotein, which has been implicated in drug resistance by tumor cells (Gottesman et
al., 1996). These findings strengths the use of violacein against multi-drug resistant
parasites and make us to speculate that the anti-tumoral and the anti-malarial activity of
violacein might be related. Finally, the discrepancies between ICsyp and EDsy values
observed for chloroquine activity are probably due to its immunosuppressor characteristics

as previous reported (Fong et al., 2007; Engchanil et al., 2006; Ertel et al., 1991).

Until now, violacein toxic effects in naive mice have not been reported. In fact,
despite the growing evidences of violacein toxic effect on tumor cells (Ferreira et al.,
2004.), and its activity against in vitro cultures of Leishmania amazonensis or T. cruzi

(Leon et al., 2001; Duran et al., 1989), in only 1 study mice have been injected with higher
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doses of violacein (10 mg/kg; Duran et al., 2003).Nevertheless, in this particular study no
toxic parameters in violacein-injected naive mice have been considered. Thus; our study is
the first to analyze in vivo toxic effect of this drug after 11 consecutive days of
administration of violacein at high doses did not induce morphological changes in the
spleen and liver, and neither alters corporal mass or RBC density. Although in those mice
we did not assess liver and kidney enzymatic analyses, we have demonstrating evidences
that violacein does not reduce the number of erythrocytes passive to be infected and might

not downregulate mouse immune response.

Finally, the mechanisms involved in the anti-malarial activity of violacein against
human and rodent has not yet been clarified. Nevertheless, recent findings showing an
effect on Staphylococcus aureus cell wall (M.B., unpublished data) drive us to speculate
that violacein might interfere on antigens expressed on the surface of IE. Further
experiments are at the present moment being undertaken to examine in details the
characteristics of anti-malarial activity of violacein extracted from Chromobacterium

violaceum, including cytoadhesion assays.
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FIGURE LEGENDS

Figura 1. Violacein molecular strutucture.

Figure 2. Evaluation of violacein anti-malarial activity against P. falciparum. (A)
Non-infected erythrocytes were cultivated during 48 hours at 37°C in the presence of
different concentrations of violacein. The percentage of red blood cell density to control
(without drug) was determined (B). Inhibition of P. falciparum 1E (3D7) growth cultivated
during 48 h at 37°C with different concentrations of violacein; (C) and on young or
mature stages of this parasite. Results are expressed as the mean of triplicates + standard
deviation. Results represent one out of four independent assays using different drug

batches.

Figure 3. Determination of violacein effect on murine-derived Plasmodium. Groups of
6-8 C57BL/6 mice were infected i.p. with 10° IE of P .c. chabaudi AS (PcchAS), and
treated, or not, with different doses of violacein administered i.p. during 11 consecutive
days, starting on day O at 1 hour after parasite infection. The parasitemia levels were
determined daily. The results are expressed as the mean of a group mice + standard
deviation. Results represent one out of four independent assays using different drug

batches.
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Figure 4. Photomicrograph of spleen and liver tissue sections stained with
hematoxylin-eosin. PcchAS infected-mice (n=4 each group) were treated, or not, with 7.5
mg/kg of violacein, 7 days p.i. the spleen and liver were removed and tissue sections
stained with hematoxylin-eosin were analyzed. Arrows indicates malaria pigment

deposition.

Figure 5. Analysis of the violacein anti-malarial activity on PcchAS recrudescence
and after parasite establishment. Groups of 6-8 C57BL/6 mice were infected i.p. with
10° IE of PcchAS, and treated, or not, with 7.5 mg/kg of violacein. (A) Parasitemia levels
of infected-mice treated from 11 consecutive days (0-10 day) were daily monitored until
day 22 post-infection. (B) Parasitemia levels of infected-mice treated after parasite
establishment on day 5 (17%). The results are expressed as the mean of a group mice +
standard deviation. Results represent one out of four independent assays using different

drug batches.

Figure 6. Survival curve of mice PcchA]J infected-infected treated, or not, with
violacein. Groups 6-8 C57BL/6 mice were infected with 10° IE of a lethal strain on P. c.
chabaudi, PcchAJ, and treated with 7.5 mg/kg of violacein during 10 consecutive days (0-

10), staring on day 0.
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Figure 7. Toxic effects of violacein in naive mice. Groups of 5 C57BL/6 mice were i.p.
injected daily with the highest dose of violacein or saline during 10 consecutive days. The
percentage of red blood cell density (A) and weight loss (B), relative to day -1 of
injection, were determined daily. The results are expressed as the mean of a group of mice
+ standard deviation. Results represent one out of two independent assays using different

drug batches.

Figure 8. Photomicrograph of spleen and liver tissue sections stained with
hematoxylin-eosin collected from naive mice. Groups of 4 mice were daily injected, or
not, with 7.5 mg/kg of violacein during 10 consecutive days. After the end of the drug
administration the spleen and liver were collected and hematoxylin-eosin stained tissue

sections were analyzed.
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“USO DA VIOLACEINA, NA FORMA
LIVRE ou ENCAPSULADA EM SISTEMAS POLIMERICOS COMO
ANTIMALARICO” .
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere
ac uso da violaceina extraida da Chromobacterium violaceum e
de suas formulacdes, em sistemas poliméricos biodegradavels
nano—- e micro-particulados, para manufatura de medicamentos
para aplicagdo na A&rea da saude humana difetamente no
tratamento de infecgdes maldricas Jj& estabelecidas. A
atividade antimald&rica descoberta foi constatada, in vivo,
em modelo de infeccgdc experimental utilizando camundongos
isogénicos infectados com formas sangliineas de Plasmodium
chabaudi e, in vitro, contra estagios sanglineos de
Plasmodium falciparum, principal causador da maléaria em
humanos.
FUNDAMENTOS DA INVENCAC

A malaria continua sendo a
principal doen¢a parasitdria do mundo, causando morbidade e
mortalidade nas regides tropicais e subtropicais em mais de
100 paises. Estima-se que esta doenga coloque em risco 2,4
bilhées de pessocas, principalmente aquelas expostas a
infeccdo por Plasmodium falciparum e P. vivax, responsaveis
por cerca de 100-300 e de 70-80 milhdes dos casos anuais
respectivamente (WHO, WHO Wkly. Epidem. Rec. 22, 161 (1997);
Mendis e col., Am. J. Trop. Med. Hyg. 64, 87 (2001)). No
Brasil, foram registrados cerca de 500.000 casos de malaria,

principalmente na regido amazénica, sendo 76,4% registrados
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por P. vivax e 24,6% por P. falciparum (FUNASA, Geréncia
Técnica de Malaria. Avaliacido epidemioldégica da malaria no
Brasil (2000)).

0O ciclo de vida do protozoario
causador da doenca pode ser dividido em duas fases distintas
e inicia-se pela picada de uma fémea do mosquito do género
Anopheles. A primeira fase, denominada pré-eritrocitica, ¢
assintomadtica ¢é marcada pela infecgdao dé hepatdécitos por
esporozoitas inoculados & partir da gléndula salivar do
mosquito. A fase seguinte, eritrocitica, ¢ marcada pela
invasdoc de hemacias pelas formas infectantes (merozoitas), e
culmina na destruicdo das hemécias infectadas e no
aparecimento dos sintomas associados & doenca, tais como febre,
sudorese, anemia entre outros (White, Em: Sherman IW, ed. Malaria;
parasite biology, pathogenesis, and protection. Washington,
DC: American Society for Microbiology. 371-417 (1998)).

Durante décadas, a maléaria vem
sendo alvo de intensas campanhas com o objetivo de erradicar
a transmissdo do parasita por meio de inseticidas e
guimioterapia. No entanto, essas estratégias niac tém sido
muito eficazes devide ao surgimento de cepas de parasitas
resistentes as drogas convencionalmente usadas, tais como
cloroguina, mefloquina, gquinino e sulfadoxina-pirimetamina
(Wensdorfer e Payne, Pharmacol. Ther. 50, 85 (1991)). Neste
sentido, o extensivo uso da cloroguina (CQ) nos ultimos 50
anos propiciou uma enorme pressdc seletiva para o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a formas

sanguineas do parasita. Desta maneira, em 1977, a CQ foi
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substituida pela sulfadoxina-pirimetamina (SP). Entretanto,
a resisténcia a SP também aumentou desde os fins dos anos
1980, especialmente na Africa Oriental, onde tem sido
utilizada em grande escala como medicamento de primeira
linha, e em -certas &reas da Africa Ocidental (Onyiorah e
col., Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 90, 307 (1996); Trigg e
col., Acta Tropica 63, 185 (1997); Ogutu e col., Tfans. R.
Soc. Trop. Med. Hyg. 94, 83 (2000)). Em 1980, depois destas
duas drogas (CQ e SP) terem sido consideradas ineficientes,
os pacientes com malaria falciparum passaram a Sserem
tratados com quinino e, no ano seguinte (1981l), com uma
combinacdo de quinino e tetraciclina (Trigg e Kondrachine,
Fm: Sherman IW, ed. Malaria; parasite biology, pathogenesis,
and protection. Washingtorn, DC: American Soclety for
Microbiology, 11-22 (1998)). Todavia, um dos problemas
associados a esta combinacdc de drogas era a necessidade de
longos periodos de tratamento para a completa eliminagdo do
parasita, dificultando o monitoramento do tratamento. Desta
maneira, em 1984, foi introduzido um regime de tratamento a
base meflogquina administrada em dose Unica. Entretanto, nos
anos 90, resisténcia a mefloguina também comegou a ser
constatada na Tailandia, principalmente nas 4areas de
fronteira com o Camboja e o Vietnd (Nosten e col., Lancet
356, 297 (2000)). Nesta regido do sudeste asiatico a unica
forma de combate ao parasita & o tratamento a base de
artemisinas (Trigg e Kondrachine, Em: Sherman IW, ed.

Malaria; parasite bioclogy, pathogenesis, and protection.
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Washington, DC: American Society for Microbiology, 11-22
(1998)) .

Prevendo © surgimento e a
expansdo da resisténcia aos antimaldricos convencionais & de
grande 1importéncia planejar novas formas de controle da
malaria. Sendo assim, ura das estratégias capazes de
retardar o surgimento da resisténcia seria a obtengido de
novos compostos antimaldricos. Outro fator gque corrobora
para a necessidade de novas drogas é a observagdo de
resisténcia a todas as classes de antimalaricos com excegdo
das artemisinas. Desta maneira, caso aparecam cepas
resistentes as artemisinas estaremos confrontando com uma
doenca sem tratamento, principalmente no sudeste asiatico
(Hastings e D’Alessandro, Parasitol. Today 16, 340 (2000)).

A viclaceina (3-(1,2-dihidro-5-
(5-hidroxi-1H-indol-3-11}-2-oxo-3H-pirrol-3-ilideno)-1, 3-
dihidro-2H-indol-2-ona) ¢ um pigmento violeta, insoluvel em
4gua, mas soluvel em etanol, acetona e dimetilsulfdxido
(DMSO), extraida da Chromobacterium violaceum, uma bactéria
Gram-negativa, anaerdbia facultativa e sapréfita (Rettori e
Duran, PIBr 9702986-6 (1997)). A viclaceina possui ampla
atividade antibidética, incluindo acdo antimicobacteriana
(Durdn e col., PIBr 9801307 (1998); Durdn e De Souza, PIBr
0101346-7 (2001)), além de acdo fungicida (Shirata e col.,
Japan Agric. Res. Quart. 34, 131 (2000)) e antiviral contra herpes
e poliovirus (May e col., Ger. Offen. DE 3935064 (1991)).

Os efeitos da violaceina também

foram observados contra protozodrios patogénicos. Em ensaios
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para medir sua atividade contra o Trypanosoma cruzi a
violaceina apresentou ac¢do similar ac Nifurtimox, um
importante quimioterdpico utilizado no tratamento da doencga

de Chagas (Duran e col., PIBr 9801307 (1998); Duran e Menck,

Crit. Rev. Microbiocl. 27, 201 (2001)). Além de atividade
tripanossomicida, estudos de Leon e col. (J. Antimicrobial
Chemother. 48, 449 (2001)) mostraram gue a violaceina também
apresenta atividade contra Leishmania spp., apesar de

apresentar-se dez vezes menos ativa que a pentamidina, a
segunda droga mais usada no tratamento de leishmanioses.

Nos ultimos anos a atividade
antitumoral da violaceina tem sido amplamente estudada,
apresentando resultados promissores tanto na forma livre

como formulada em diferentes veiculos (Durdn e Haun, PIBr

9702918 (1997); Duradn e col., PIBr 9801307 (1998); Melo e
col., Toxicology, 186, 217 (2003)). Recentemente, Ferreira e
col. (Blood, 104, 1459 (2004)) estudaram o mecanismo

molecular de inducao de apoptose pela violaceina em células
de leucemia mieldide humana, estabelecendo as vias de
sinalizacdo. envolvidas neste processo & a seletividade
principalmente em relacido as células de sangue normal.

Apesar de atividade
quimioterdpica, a vioclaceina apresenta desvantagens como,
por exemplo, instabilidade gquimica e baixa solubilidade em
dgua e fluidos biocldgicos. Estes problemas podem ser
contornados pela incorporagdo em micro- e nanoparticulas
poliméricas biodegradaveis com propriedades fisico-quimicas

apropriadas (Kabanov e col., J. Control. Release, 82, 182
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(2002); Agnihotri e col., J. Control. Release, 100, 5
(2004)) .
BREVE DESCRICAO DA INVENGAO
A presente invengao esta
relacionada  com o) uso da vioclaceina extralda da

Chromobacterium violaceum e de suas formulagdes, em sistemas
poliméricos, para manufatura de medicamentos para aplicagao
na 4area da saude humana diretamente no tratamento de

infeccdes maldricas ja estabelecidas.

Mais especificamente, a
presente invencgéao esta baseada nas propriedades
quimioterdpicas da violacelna, livre e formulada, contra
células tumorais, bactérias, fungos e, principalmente,

contra protozoadrios patogénicos ao homem, avaliamos in vivo
e in vitro a capacidade quimioterédpica deste compesto no
combate de formas sangiiineas de Plasmodium spp.. Além disso,
foram desenvolvidas formulacdes de vioclaceina em sistemas
nano- e microparticulados de liberagao controlada, como a
incorporagdo em micelas de copolimero bloco Pluronic®, e o
encapsulamento em nano- @ microparticulas a base de
quitosana, para determinagao de atividade antimalarica. Em
estudos in vivo mostramos a existéncla de atividade anti-
plasmodial, resultado de uma redugdo significativa da
parasitemia dos animais tratados com © composto em relagdo
ao grupo controle (infectados e nao tratado). A magnitude da
atividade anti-plasmodial in vivo fol constatada em
diferentes dias da infeccdo, quando comparada aos animais

infectados. e ndo tratados. Além da atividade antimalérica
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observada “para as diferentes formulagdes de viclaceina,
micelas de Pluronic® contendo violaceina apresentaram maior
solubilidade e estabilidade. Além dessas caracteristicas, a
natureza catiénica dos sistemas nano- e microparticulados a
base de quitosana também facilitou a interagdc com hemacias
infectadas pelo parasita, as quals apresentam uma alta carga
residual negativa na superficie.

Os ensaios in vitro realizados
com formas sangiineas de P. falciparum revelaram dque a
violaceina é 300 vezes mais potente do gque o guinino, umas
das drogas indicadas no tratamento contra a malaria.

Os resultados de efeitos in
vivo e in vitro da atividade antimaldrica da violaceina e
suas formulacdes mostram claramente que esta invengao tem
aplicacdo na &rea de saude humana, preferencialmente mas nao
de forma limitada, no combate as formas sanglineas de
Plasmodium spp., responsavels pela sintomatologia da doenga.

Nos ultimos anos, o surgimento
de cepas de parasitas resistentes aos agentes antimalaricos
convencionalmente usados, tais como c¢loroquina, mefloquina,
quinino e sulfadoxina-pirimetamina &; considerando-se a
expansdo global de casos de malaria resistente a todas as
classes de antimaldricos disponiveis, com excegdo das
artemisinas; a obtencdo de novos compostos antimalaricos é
de grande importancia e urgéncia. As propriedades
quimioterapicas da violaceina, livre e formulada, no combate
de formas sangliineas de Plasmodium spp., descr#tas na

presente invengdo, indicam seu potencial como antimalarico

A
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alternativo no tratamento de formas resistentes da doenga e
também como tratamento de primeira escolha. Em particular,
ensaios in vitro realizados com formas sangiineas de P.
falciparum revelaram gue a violaceina ¢é 300 vezes mais
potente do que o quinino, umas das drogas atualmente
indicadas no tratamento ccntra a malaria.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencgao esta
relacionada com o) uso da violaceina extraida da
Chromobacterium violaceum e de suas formulagdess, em sistemas
poliméricos, para manufatura de medicamentos para aplicacgdo
na Aarea da salde humana diretamente no tratamento de
infecgdes maldricas j& estabelecidas.

O processos de formulagao da
violaceina em sistemas poliméricos nano- e microparticulados
envolvem seu encapsulamento em: micelas. de Pluronic® Fes,
P85 ou Lo61l; nanoparticulas de poli(lacgideo—co—glicolideo)
(PLGA) modificadas superficialmente com guitosana; € nano- e
microparticulas & base de quitosana preparadas pelas
técnicas de coacervacdo/precipitacgao e de
precipitacdo/cross-linking (reticulagdo quimica).

Para o estudo de atividade
antimalarica, a violaceina foi extraida da Chromobacterium
violaceum, purificada e caracterizada de acordo com  a
metodologia descrita por Rettori e Duran (PIBr 9702986-6 (1997)).

Para a formulagaoc de violaceina
com micelas de Pluronic® F68, P85, ou L61, foram preparadas

solugdes do composto com'os'copolimeros bloco pela adicgdo de
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violaceina em tampdo fosfato-salina (PBS; pH 7,4) contendo
varias concentracdes de Pluronic® F68, P85 ou L61 segundo
descrito anteriormente (Kabanov e col., Macromolecules, 28,
2303 (1895); Batrakova e col., Pharm. Res., 16, 1373 (1%99);
Kabanov e col., J. Control. Release, 82, 182 (2002)).
Sistemas nano- e
microestruturades a base der quitosana foram 5btidos pelas
seguintes técnicas (Agnihotri e col., J. Control. Release,
100, 5 (2004)) : a) coacervacao/precipitacac (com NaOH,
Na;504) ; b) precipitacdo/crogss-linking (reticulacdo guimica).
Nesse ultimo, glutaraldeido foi utilizado como agente de
reticulag¢do quimica (cross-linker) para as particulas pré-
formadas por precipitagdo. Foram avaliados os efeitos da
formulagdo (concentracdo de gquitcsana, massa molar) e do

culacaoc, temperatura) nas

-

processo (tempo de Eei
propriedades das particulas como tamanho, permeabilidade e
degradabilidade.

Nancoparticulas de poliésteres
bicdegradaveis (poli-[lactideo-co-glicclideo] . PLGA)
modificadas superficialmente por quitosana também foram
desenvolvidas adotando-se a metodologia descrita na
literatura por Kumar e col. (Biomaterials, 25, 1771 (2004)):
um processo de emulsificagdc seguida de extracdo do solvente
por evaporagao ou diluicdo, modificado pela incorporagdo de
gquitosana no sistema agquosc (fase continua da emulsao).

As nano/microparticulas obtidas
pelos diferentes métodos de preparagdo foram caracterizadas

para determinacdo das seguintes propriedades: distribuigdo



138

10/14

analise morfoldgica (mi

microscopia de

granulométrica,
zeta)

MEV,

forca atdmica

=]

e

croscopia eletrdnica
AFM) ,

in

degradabilidade

de varredura -
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A fim de avaliar a capacidade
da violaceina em inibir, in vivo, ¢ desenvolvimento de
hemacias infectadas (HI) por Plagmodium Spp., fofam

ensaios utilizando um modelo de infeccédo
C57BL/6 inoculados por via

camundongos

realizados
com Plasmod

experimental de

ium chabaudi chabaudi AS.
C57BL/6 foram

camundongos
Em

10 intraperitonial (i.p.)
Neste experimento, grupos de 6
infectados i.p. com 10% HI (hemacias infectadas) .

seguida, os animais infectados foram tratados por meio de
injecdes i.p. diarias (dia 0 -10 pos-infeccgdo) com
doses de vioclacelina diluida em C0,5 - 2,0% de
um grupo de animais infectados
sendo administrado

diferentes

Como controle,

15

de DMSO nos mesmos

Q

Apds o terceiro dia de

DMSO.
permaneceu sem tratamentoc guimiocterapico,
- 2,0%

determinada

em

apenas solucao salina contento 0,5
foi

pardmetros do tratamento com a droga.
infecgdo, a porcentagem de parasitemia
diariamente contando-se o numero de HI em 1.000 heméacias,

20
esfregacos de sangue obtido da cauda e corados com Giemsa.

Os resultados c¢obtidos da parasitemia revelaram uma reducdo
quandce comparados

da carga parasitdria nos grupos tratados,
comparamos a capacidade

25 ao grupo ndo tratado. Quando
inibitéria das diferentes doses (porcentagem de inibig¢do do
crescimento do parasita em relacdo ao grupo controle) ao
infeccao, observamos gue o© tratamento ,com a

longo da
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violaceina foi capaz de inibir significativamente a
replicagdo do parasita de maneira dose-dspendente. Nos
animais tratados com doses entre 0,5 e 5 mg/kg, niveis de
inibicdo de 60 a 70% (p<0,001), nos dias 6 e 7 pds-infeccio,
foram obtidos em relacdo aos animais né&o tratados. Além
disso, inibicdo de 30 a 40% (p<0,01) foi observada no grupo
de animais tratadoé com  uma dose- 100 vezes menor,
confirmando, in vivo, o elevado grau de eficiéncia da
viglaceina contra HI.

Nos dias 6 e 7 pds—-infeccéao
observamos as maiores 1inibicdes da carga parasitaria, entre
60 e 70% (p<0,001). Diferentemente dos animais ndo tratados,
e e consegiéncia desta significativa redugéo da
parasitemia, os animais inoculados com a violaceina nao
apresentaram uma pronunciada reducdo no hematdcrito. Além
disto, nos animais tratados com doses entre 0,05 e 5 mg/kg
de violaceina n&o foil observado reducdo significativa do
hematdcrito ao longo da infecgdo em relagdo ao dia 0. Estes
dados mostram que a atividade in vivo da violaceina é capaz
de reduzir de maneira significativa a parasitemia, ndo
permitindo o desenvolvimento de anemia associada, mesmo apds
o dia 7, pilco da infecgdo. Ainda no modelo in vivo, em
estudos de toxicidade mostramos gue animais ndo infectados e
tratados com a violaceina nao apresentaram reducao
significativa no seu peso nem nos seus hematdcritos,
demonstrandce a especificidade do efeito antimalarico da

viclaceina.
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A porcentagem de variacdo do
hematdécrito, relativa ao dia 0, de cada animal foi calculada
utilizando-se a seguinte férmula: [(Nimero de hemicias x
10°/mL no dia n pés-infeccdo/Numero de hemdcias x 10°/mL no
dia 0) x 100]. Utilizando esta férmula observamos que
animais inoculados com violacelna (0,5 a 5 mg/kg)
apresentaram uma menor variagéo do hematécri£o, em relacdo
ao grupo de animais ndo tratados. Esta pequena alteracdo no
numero de hemacias também é constatada nos dias subseqiientes
ao pico da parasitemia (Dia 7), um periodo caracterizado por
uma grave anemia no grupo ndo tratado. Nos dias 7 - 9 pds-

infeccgdo, porcentagens de variacdo do hematécrito, relativo

ao dia 0, de 70 - 100% foram obtidas para o grupo de
camundongos tratades com 0,5 - 5 mg/kg (p<0,05), enquanto
que variag¢des de 20 - 55% foram obtidas para o grupo

controle ndo tratado. Além disso, nos dias 8 e 9 pds-
infeccido 0s animais tratados com a violaceina ndo
apresentaram variacdo no hematdécrito em relacdo ao dia 0.
Estes resultados demonstram que altas doses de violaceina
sdo capazes de inibir significativamente o crescimento do
parasita e que a parasitemia residual ndo & suficiente para
causar uma anemia significativa nos dias apds a infeccdo.
Nenhuma alteracdo significativa
no hematdcrito e no peso de camundongos sadios submetidos ao
mesmo tratamento com violaceina foi observada ao longo dos
10 dias de tratamento, confirmando o©os resultados de

atividade anti-plasmodial da violaceina.
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Os ensalos in wvitro foram
conduzidos wutilizando-se formas sangiineas de Plasmodium
falciparum. Nestes ensaios, hemédcias infectadas pelo P.
falciparum (PfHI) da cepa 3D7 foram cultivadas de acordo com
Trager e Jensen (Science, 193, 673 (197€)) em meio RPMI
suplementado, na presenga de sangue humano 0% e a uma
temperaturé de 37°C duranté 48 horas. A porcentagem de
parasitemia foi determinada a partir de esfregagos do
material de cultura corados por Giemsa, contando-se o numero
de eritrdcitos infectados viavels em 1.000 hemacias.

A atividade qguimioterédpica da
viclaceina contra Plasmodium falciparum foi testada em
relacdo as drogas de referéncia guinino e cloroguina. Neste
sentido, formas sanglinesas de P. falciparum, a uma
parasitemia inicial de 0,43%, foram incubadas durante 48
horas a 37°C na presenca de meio de cultura (controle) ou
diferentes concentracdes de violaceina, quinino e
cloroquina. Apds o periodoc de incubacdo, ndo foli constatada

atividade antimalé&rica pela clorogquina, farmaco que o

parasita ja desenvolveu resisténcia. Entretanto,
concentragdes relativamente baixas de vioclaceina (0,5 - 2
Hmol /L) foram capazes de inibir em mais de 50% o

desenvolvimento do parasita em relacdo ao controle
(parasitemia final 2,5%). Em contraste, quando utilizado o
quinino foi necessdria uma dose 300 vezes superior a da
viclaceina, para se atingir uma inibicdo de 50% da
parasitemié. Estes resultados demonstraram que a violaceina

é 300 vezes mais potente do que o quinino, farmaco utilizado
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convencionalmente nos tratamentos antimaldricos, em inibir
formas sangiineas de P. falciparum, resistentes a
cloroguina. Resultados similares foram obtidos para as formulacées
de violaceina preparadas em micelas e nano/microparticulas a base de
quitosana. Ndo foram observados efeitos téxicos em hemdcias
humanas sadias (hematdcrito de 2%) incubadas com violaceina,
gquinino ou cloroqﬁina nas mesmas éondigées descritas para
hemadcias infectadas.

A descrigdo acima da presente
invengdo foil apresentada com o propdsito de ilustracdo e
descricao. Além disso, a descricdo ndo tenciona limitar a
invengdo a forma aqui revelada. Em consegiéncia, variacdes e
modificagdes compativeis com os ensinamentos acima e a
habilidade ou conhecimento da técnica relevante, estio
dentro do escopo da presente invencio.

As modalidades acima descritas
tencionam melhor explicar os modos conhecidos para a pratica
da invengdo e para permitir que os técnicos na area utilizem
a 1invencdao em tals, ou outras, modalidades e com varias
modificacdes necessarias pelas aplicagdes especificas ou

usos da presente invengio.
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REIVINDICACOES

Uso da violaceina caracterizado por ser COomo
antimalarico e ser para manufatura de ZTformulagdes
contendo vwviclaceina, na forma livre ou encapsulada,
sintéticas ou extraida de Dbactérias no combate do
desenvolvimento de espécies do género Plasmodium ssp,
inibindo sigﬁificativamente a replicacdo do parasita de
maneira dose-dependente.

Uso da vicolaceina, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da viclaceina,  gquando
encapsulada, poder ser, preferencialmente, em sistemas
poliméricos ou micelares e nano/microparticulados.

Uso da violaceina, de acordo com a reivindicacgdo 2,
caracterizado pelo fato do sistema polimérico poder
ser, opcilonalmente biodegradavel.

Uso da violaceina, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado pelo fzto das nano/microparticulas serem,
preferencialmente compostas a base de guitosano.

Uso da violaceina, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da violaceina ser extraidas,
preferencialmente, de bactérias do género

Chromobacterium violaceumn.

. Uso da wviolaceina, de acordoe com as reivindicagdes

acima, caracterizado pelo fato de que foram realizados
ensaios utilizando um modelo de infecgdoc experimental
de .camundongos C57BL/6 inoculados por via
intraperitonial (i.p.) com Plasmodium chabaudi chabaudi

AS; neste experimento, grupos de 6 camundongos C57BL/6
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foram infectados{(i.p.) Com 10° HI (hemacias

infectadas); em seguida, os animais infectados foram

Tratadoes por melo de injegdes(i.p.) diarias, dia 0 -10
pds-infecgéo, com diferentes doses de violaceina
diluida em 0,5 - 2,0% de DMSO; apds o terceiro dia de

infeccdao, a porcentagem de parasitemia fol determinada
diariémente contando—sé o numero de HI em 1.000
hemacias, em esfregacos de sangue obtido da cauda e
corados com Giemsa; oS resultados obtidos da

parasitemia revelaram uma redugdc da carga parasitaria.

. Uso da wviolaceina, de acordo com as reivindicacgdes

acima, caracterizado pelo fato de ger administrado,
preferencialmente, uma dose entre 0,5 e 5 mg/kg, nos

dias 6 e 7 pds—-infeccéo.

. Uso da viclaceina, de acordo com as reivindicacgdes

acima, caracterizado pelo fato de que a porcentagem de
variacdo do hematdcrito, relativa ao dia 0, de cada
animal foi calculada utilizando-se a seguinte fdrmula:
[ (Nimero de hemacias X 10%/mL no dia n pbs-—

infeccdo/Numero de hemdcias x 10°/mL, no dia 0) x 100].
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RESUMO

“USO DA VIOLACEINA, NA FORMA
LIVRE ouU ENCAPSULADA EM SISTEMAS POLIMERICOS COMO
ANTIMALARICO”.

A presente invencdo se refere
a determinacdo da atividade anti-plasmodial (antimalarica)
da violaceina extraida da Chromobacterium violaceum; a
presente invencdo terd seu uso na &area da saude, tanto
humana como animal, gquando da necessidade do tratamento de
infecgbes e doencas ja estabelecidas, estas causadas por
plasmodium, agente causador da malaria; Os resultados de
efeitos in vivo e in vitro da atividade antimalarica da
viclaceina mostram claramente que esta invencao tem
aplicagdo na Aarea de saude humana, mais especificamente no
combate as formas sanglineas de Plasmodium Spp. .,

responsavels pela sintomatologia da doenga.
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