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RESUMO

Foi estudada a bactéria Chromobacteriun vilaceumn que produz
< composto 2-[1.2-diidro-5-(S-hidroxi -1H-indol -3-il)-2-oxo-3H~-
pirrol -3-ilidenc] ~1,3-diidro-2H-indol —Z2-cna. composto 1.

Realizou-se um estudo da capacidade biossintélica na produgdo
de compostos com interesse bioldgico na cepa nativa {(BB-783), a
cepa incolor e a cepa aparentemente mutante obtida por irradiag’_éio
da cepa nativa com luz UV,

Mel horou~se a produglo biossintética do composto 1, induzindo
o crescimento celular com uma carboxamida sintetica e por
metabdélitos biossintetizados tanto pela cepa nativa, como pela
cepa irradiada. Estes estudos e a incorporagdo de Z-indol acetico
Moz permitiu propor uma rota biogénica do composte 1.

Resul tados preliminares de atividade bioic;bgica dos derivados
do composto 1 ( bromado,acetilados, sal de. sodio e metilol),

mostraram~se Lripancomicidas sendo de maior atividade o derivadoe

metilol.
No estudo de toxicidade e citotoxicidade destos mesmos
derivados, um valor similar para nifurti mox e metilol (480 uM)

foram encontrados para inibir 50 % da sintesse de DNA (Déo}.

Da cepa nativa foram isolados produtos do catabolismo - de
triptofanc, pirrol-2-carboxilico e um composto identificadoc como
S-hidroxi —2-metil-2-carbostoxi benzofurano.

Da <epa irradiada foram isoclados p—aminofencl , acido



antranilice e isatina
Todos oS composios i=zclados foram purificados por

cromatografia de camoda preparativa e identificados por uv, IV,

RMN'H e EM.



ARSTRACT

The bacterium Chromobac teriun viclaceun which vields
3-[1,2-dinydro-8-(S-hydroxy-1H—indol -3-yl)-2-oxc-3-ylidensl-1,3-
di hydro-2H—1indol -2~one (compound 1) was studied.

A study of the biosynthetic capacity in the production of
components with biclogical interest belween native strain (BB-78),
uncol oured strain and apparently mutant strain obtained by
irradiation of the native strain with light UV was realized.

The biosynthetic production of compound 1 was increased by
inducing cellular growth with synthetic carboxami des and

hio-synthesized metabolites both in the native strain, as well as

the irradiated sirain. These studies a2z with the

. . 14 . , ,
incorporation of TAA c-= the biogenesis of the compound 1 is
proposed.

Preliminary results of the biological activity of the.
bromo, acetyl, socdium salts and methvlol derivatives of compound
1 have shown that they are antitrypanosomal, with the latter
having the largest activity.

In the ftoxicity and cytotoxicity studies of these derivatives
a similar wvalue of nifurtimox and methylel (at 450 uM) which to
inhibits S50% of the synthese the DNA (Dgﬁ) has been found.

From the native strain catabolic products of the tryptophanes

pyrrol-2-carboxylic acid and a compound identifled as



S~hydroxy ~2—methyi -3—carboetoxy benrofurane were obtained.

From irradiated strain p-aminophencl, antranylic acid and
isatine were isolated.

All isolated compound were purified by PLC and identified by

UV, IR and NME'H spectroscopies and Mass spectrometry.
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INTRODUCAOC

I.A-ASPECTOS GERAIS.

Os microorganismoes s3c capazes de efeltuar uma grande
diversidade de reacBes bioguimicas que se manifestam psla produgio
ou transformaciZo de substiancias orginicas. Para desenvolver ou
para produzir metabdlitos, o microorganismos necessitam de
energia. Na maioria dos microorganismos estudados, esta energla &
obtida no decorrer do catabolismo de substancias organicas. E‘.rﬁ
certos casos, a degradacBo dessas substancias & completa & toda a
energia serve para assegurar o crescimento. em cutros a degradagio
& incompleta e, além da energia necessaria para o crescimento,
havera formagfo de metabdlitos, gque sfo as vezes chamados
metabdlitos priméri.os. O termo metabdlito secundario €, em conira
partida, utilizado para definir substancias cujé aparecimento ou
acunmulo ¢ devido a um desenvolvimento iimita{do ou perturbado. as
vezes artificialmente, ou por substancias muito especificas [1].

Poucas preparacdes biocataliticas de uma etapa s3o amplamente
usadas na indudstria para a geragio de produtos quimicos, = estas
cobrem determinados tipos de reagdes tabela 1 (2]

Reagles biocataliticas de etapas multiplas L &m sido
utilizadas por muitos anos pela indastria de fermentagdes Eé}.
Caminhos metabdlicos parciais ou totais sZEoe utilizadozx para a
sintese de um produto guimico em particular, a partir de

nutrientes baratos e abundantes tais como amido e melago [4].



Tab.1-ReacBes de uma Etapa de Importancia Comercial.

Tipo de Reagic Reagdo catalisada Catalisador. | ‘ Uso

Isomerizagio D-glicozse =>D-frutoze Glicose icomerase. Produgfo de xarope rico em frutocse

Hidrélise Amido =>glicoser o—amilase. ProducZo de xarope rico em espessantes
mal tose.

Hidrélise Lactose =>glicose Lactase. Purificagio do soro da leite

+gal actose.
Hidrdélise Lipideo =>acido graxo+ Lipase. Mslhoramento da qualidade dos alimentos

+glicerol.

Hidrélise Clivagem cadeia lateral Penicilinacilase. Produg3dc de penicilina semi-sintética
Condensagio Fumarato+aménia =>aspartato Aspartase. Pboduqﬁa de aminoacidos
Hidroxilagdo Tirosina+ O2 => L-DOPA+oxig. Tirosinase. Produgiio de antiipertensivos
Ced genagdo Hidroxilag¥o Esterecespecifi-~ Sistema enziméticc;Transformagio de esterdides
ca de Eesterdides indefinido.
Peroxidagio Caroteno+ic. linoléico+oxig. L.ipoxigenase. Peroxidagio de oleos usados em aromas

==> 4c.perlinoléico.
Oxid dorredugso OxidagBes e redugSes estereo Sistema enzimitico. Transformagdc de esterdides

e regiocespecificas indefinideo.



Dois tipos de vias metabdlicas s30 envolvidas na produgiZo quimica

—Caminhos anabdlicos, que sic usados para converter um simples
substrate, tal come glicose, em produtos guimicos muito mais
complexos como antibidticos, wvitaminas, terpenos e biopolimeros.l
~Caminhos catabdlicos gue, quebram o nutriente em compostos
quimicos muito mais simples, tais como etancl, acetona e butanol.
A produgio quimica desejada resulta, finalmente, de uma associag3do
entre o erescimento do microorganisme e 2 um substrato em

particular, tabela 2, [(B5-7].

Tab. 2- ReacBes de Multiplas Etapas de Importancia Comercial.
Categoria Exemplc
Anabdlico , Antibidticos
Carotendi des
Vitaminas
Biopol f meros
Catabdlico Solventes de fermentagio
: Etancol
1 Acetona-Butanol
:Butancdiol ~Glicerol
Acidos organicos
:Citrico
: Acético

: Glucdnico



Usualmenmt.e uma reagfoc sob catialise bioldgica ocorre em

condi ¢fes extremamentes brandas em comparagio as condi ¢Ses

requeridas para uma conversfo quimica equivalente. A reagdio
catalisada pode ser: rapida, eficiente, estereo e
regio-especifica, e produzir com alto rendimento um produto

dese jado [B].

O aproveitamento da técnica de fermentagdo tem dado origem a
novos processos de obtengfo de agentes quimioterapicos. como
antibidticos e cutros farmacos. Por exemplo, uma particular enzima
pode converter a cléassica penicilina em um intermediario para a
fabricaciio da penicilina semi-sintética mais amplamente consumida

fig.1. Isto & possivel, devido a imobilizacio da enzima Jgue

d) CH,CON HT(

rota guimica o COEH

MeZSrC£2+PC[5/-4Q°C

CDCH T !—L SiMe

22

rota enzimatica

n-BuOH l —40%

¢'Ch Cﬂf\;——[—rs\( . H S
C HQO 4N 2N —.—f\_i
o T CO,H o S g™

CO,H
Fig.1- A enzima imobilizada catalisa a rota desde benzil
penicilina até o intermediaric semi-sintético <ddireitad, na

esquerda sua conversio quimica equivalente.



cataliza diretamente a conversio de benzil penicilina ao
intermediario, em "preferdéncia ao antige e mais complexoe
procedimente quimico™ [8],

Os antibidticos sFo substancias de origem microbial, sendo
capazes de inibir o crescimento de outros microorganismes < atuam
sempre em baixa concentiragdo., Segundo definigdo propesta  por
VWaksman em 1842 [10], podem ser descrites como agentes
antitumorais, fungicidas, antivirais e bactericidas, sendo gque sua
atividade deve ter sido demonstrada,.

Como conseqiencia da natureza pelifuncional dos
antibidticos, estudos de varios mecanismos quimicos (substituigio
eletrofilica, formagio de complexcos, reagdBes radicalares, etc.)
s¥o importantes na manifestagio dos efeitos bicldgicos {(111].

Un antibidtico pode ser obtido da seguinte forma:

-Como um preduto natural (sintetizado por um microorganismo).

~Semi —sintético {a partir de um intermediério na-tt,ural 3.

~Planejado tecricamente {considerando o CONSUmMo redox nos
processos de biotransformagde) [1i2, 13]1.

-Enzimaticamente in vitro (enzima imobilizadal.

Apesar de 03 antibidticos serem os produtos mais pessquisados,
ocutros compostos também sZHo obtidos por fermentagic microbial [14,
15].

Até 1880 foram descobertos mais de 4200 antibidticos & cobrem

a mais wariada faixa estrutural, gque compreende desde moldculas



muito simples até compostos de extrema complexidade.

A relag3o entre a estrutura e as propriedades bioldgicas de
uma substancia torna possivel o© desenvolvimento de principios
fundamentais para a criag¥o de um novoe antibidtico. Uma
importahte etapa no desenvolvimento deste principio & classificar
estes antibidticos em termos do tipo de atividade bioldgica que
apresentam. O estudo quimico, neste campo tem sido dirigido para a
sintese de derivados de antibidticos, geralmente conhecidos por
suas modificagBes quimicas,e para a sintese de estruturas anal ocgas
[165-181].

Recentes observagBes indicam que a descoberta de novos
produtos de origem microbial levou a um notavel incrementio na

aplicagfo da quimioterapia, em doengas malignas (tabela 3.

Tab. 2-Novos Produtos Microbiais Reportadoes em J. Antibiotics.

1981 ~1985
Atividade bioldgica 1881 1982 1983 | 1984 1988
Antimicrobial ] 34 41 54 43 41
Antitumoral 20 15 1’:3 =3 =8
Farmacoldégico 5 3 Q 18 17
Inmuno regul ador o] 1 O 0 | O
Agroquimico _ 1 O 1 2 "0

o problema da quimioterapia tem se agravado com o

aparecimentc de microorganismos resistentes aos quimioterapicos,



fendmeno que vem sendo intensamente estudade. A estratégia da
quimioterapia consiste em explorar as diferengas morfoldgicas e
bioquimicas porventura existentes entre o parasite e o hospedeiro
[19]. Um bom exemplo deste fate pode ser observado no estudo
metabdlico de varios tripanossomatideos, em que se tenta blogquear
com inibidores seletivos, © metabolismo da glicose para a n3o
produgio de succinato, e © metabolisme do L-giutamateo [(20-221.

A gran incidéncia de novos antibidticos isolados de
actinomicestos, fungos ou bactérias nfo indica gque um grupo
particular destes microorganismos tenha alta possibilidade de
produzir sé um tipe de composto (23, 24). Uma bactéria que existe
em grandes guantidades no Rio Negro (Brasild, tem sido indicada
coma excelente produtora de monobactamas [2B1, mas também produz
compostos que apresentam um nucleo inddlico em seu esqueleto. Esta
baciéria & a Chromobacterium viclaceun e tem merecido atengio
devido & auséncia de doengas endémicas nesta regilio {26]. Esta
bactéria além de biossintetizar outros compost@g (27-29], produz
majoritariamente um  pigmento azul escuro, 2-[1,2-diidro-S-
CS—hidroxiulH—indcl—3—11—)—2—oxo—3H—pirrol—B;ilideneE~1,B;diidra—
2H~indel -2«-ona., conhecide h& muito tempo como violaceina, i, de=

particular interesse neste trabalho.

I.B-DADOS PREVIOS
As primeiras observages da formagdo de violaceina, 1 , por

bactérias C(Chromobacteriun violaceun e Alteromonas lutecwiclaceas)



foram dadas ha mais de cem anos [30, 2311, Até em torno de 1980,
i

pesquisas ocasionais na produgio e quimica deste pigmento

-l,

foram feitas, mas sem revelar muita informagdo da sua natursza.

Foram Ballantine e col. em 1957, que deram um significativo aporte
quande elucidaram sua estrutura, confirmandec—a  por sintese

guimica. Seus resultados indicaram que a estrutura consiste nas

unidades S-hidroxiindeol, a-pirrolidona e wuma unidade oxiindol,
provavelmente derivada de triptefano I 32-341. As propriedades
espectroscodpl cas foram completadas =5 nesta década = oS

desiocamentos gquimicos de RMN*H foram feitos por comparagSo de
compostos modelos [38]. Por experimentos com compostos marcados .
utilizando-se Be e Yo rfoi possivel obter os. dezlocamentos dos
espectros de rMN' ¢ )[36', 37]. Por apresentar balxa toxicidade e
propriedades especiroscopicas e fotodinémic:a‘s parecidas éom as de
outros fototerapicos conhecidos [38], sugeriu-se sSeu UsSO Ccomo
droga fotoquimioterapica [38].

A baixa concentracio de microorganismos encontrada nas aguas
do Rio Negro e a é.usé-ncia de doencas endémicas entre a popul az:;:“;iz:i

que consome sua agua foi explicada pela presenga deste pigmento e

seus fotoderivados, 2, 2, devido a apresentarem atividade contra



microorganismos gram positivos e gram negativos (286, 40-43].
Em um estudo preliminar, a violaceina e seu derivado bromado,
4, frente a TIrypanosoma cruzi {cepa Tulahuen), em meic Phillips,

mostraram-se razoavelmente ativos (44, 457.

As cepas de Chromobactierium violacewun podem ser encontradas

noe solo e na Aagua de ambientes tropicais [48, 47] e algumas
espécies t&m side associadas a animais, plantas (48, 49] =
parasitas virulentos [80]. por provocarem infecgdes podendo
levar até 2 morte. Relativamente pouco se =szabe =obre sua funcio
ecol.égica no ecosistema natural, e nado existe até agora  um
conhecimento intenso da fisiologia desta bacteéria, particularmente
do seu metabolismoc do nitrogénio e potencizl deénitrificante LDS1].

Estudos sobre cianogénese (82, 52 tém revelado gue a
glicina & o precursor do clianeto, quando este & produzide como um
metabdlito secundarioc. A solubilizagioc de oure por Chromobacteriwn
viclaceun tem sido estabelecida e estid relaciconada a pr@duqé’o
extracelular de cianeto durante o crescimento da bactéria. O ouro
é solubilizado como o complexo iénico tAu(CN)ZJ“ [54-56).

;k produgsio de 1 foi otimizada correlacicnando-se variagBes de

nutrientes, temperatura e pH do meioc com © crescimento celular. Os



cultivos feitos a 28 ®¢, durante 24 horas de incubagXo a pH 7, em
meio liquido, na auséncia de luz, apresentaram oS .melhores
rendimentos na produgfo do composto 1 [447.

Este estudo r;utricional indicou que o crescimento celular &
proporcional a biossintese deo composto L até 18 a 20 horas de
cultivo [443. Também foi observado gque a atividade da bactéria na
cintese de 1 & dependente da presenga de L-triptefanc {871. A
velocidade de crescimento e a atividade celular na produgdo de 1 &
evidente apos 4 horas de incubagiZo na presenga de metionina e(
vitamina Bga contra 186 horas na ausancia deste dois nutrientes
[4473.

O caminho biossintético para a obtengdo de 1 ainda n3o foil
elucidado. A primeira proposta surgiu em 1880, onde
superficialmente mostrou-s= a presenga de indol COmo
intermediario,. segundo indicado na figura 2 [357-59].

Come parté deste estudoe, compreends aportar informagiEo
original referente ao caminho metabdlice que utiliza
Chromobacteriun viclaceun na biossintese do composto 1., ‘_ SerIo
introduzidos alguns conceitos de. compostos  inddélico. Os
compostos inddlicos sdo produtos naturais amplamente dis?ribuidc&
nags plantas, lquase todos produzem efeites fisiologicos marcantes
[B0] e apresentam uma diversidade estrutural muito grande. SHo
produtos de biossintese da infinidade de organismos gue os contém
(61, 62]. Apesar da diversidade, a grande maioria dos compostos

ind&licos € derivada do triptofanostriptamina, apresentando uma

10



e 5

iIndoxil indigo

Fig.2- Metabolismo proposto para L-triptofanc (8) e indel {(8) em

Chromobacterium violaceun

unidade de 8 a 10 carbonos de origem monoterpgnica. gue geram a
compl exidade do esgueleto carbdnico total [B1i]. As  origens
biossintéticas dessas duas unidades (triptarr;inica = terpénica) da
molécula inddlica Lém side desvendadas atraves de ensaios que
utilizam a técnica. de incorporacic de compostos marcados
isoctopicamente pelas espécies em crescimento [6417.

Nz biossintese de um composto inddlico, a porgZo triptaminica
tem o-rigem neo triptofano [68, B8] ersou triptamina [87, B8], gue

580 originados a partir dos &Scidos xiquimico e antranilico [(B69].

11



Varios métodos para a sintese quimica de inddéis foram
desenvolvidos e estfo descritos na literatura [70]. Alguns métodos
classicos mais comuns sXo mostrados a seguir:

~Sintese de Fisher. E um dos métodos mais utilizados devido a sua
versatilidade. Baseia-se no agquecimento de aril-hidrazonas (&) emi

meio Acideo [71, 721.
&L, (T ——
N“'—'N

=N | 10
~-Sintese de Bischler. Baseia-se na reacfo de aril-aminas (11) com

cetonas o—halogenadas (12), a-hidroxiladas ou o-ansladas [73,

7417,

5:0
2
X
+
n X
o
0
AR
0 e}
C
+
Pyl
A
P
-
l\‘

~-Sintese de Madelung. Baseia-se na ciclizar;’ziio> intramolecular de
n-acil-orto—alquilaminas (12) na presenga de uma base forte e

temperatura elevada [75, 76].
_ N—(O 200-400°C Y
. & - N

i8 18

-Sintese de Reissert. Baseia-se na ciclizagZo do produtco de

reducio do &cido o-nitrofenil pirdvieo (18 [77, 781.

iz



NNaOt/ETOH

CH 40°C 3gias FasO
> OCOEt ~*°%
(Lo, o o LS - O,
. 2 7 COzH

1a
17, s — 20

~Sintese de Nenitzescu. Baseia-se na condensagio de p-benzoquinona

(21) com a—amino crotonato de etila (E2) [79-817.

COzEt H Co,Et HO
! Base ]
0 HN ' Me a Me

R &)’

=1 =2 Z3 =4

At

-Sintese de Corriu. Baseia-se na condensacfo de um ester de acido

carboxilico (27> com reagente organodilitium, derivado=s de

N-trimetilsilil-o-tocluidina (28, cE¥ou N-trimetilsilil-o—-etil

anilina [B2—-24] .

R
?ZS"‘“W NL! THE 78‘
TMS
25 26 zs

Varios outros processos sintéticos que conduzem ao ndcleo

inddlicoe ou derivados s3o conhecidos, come a oxidacZzo da

3-hidroxifeni letilamina ([(88], a redugloc do 2,f3-dinitroestirenc

[86], do cianc o-nitrobenzil [87] e de compostos o-nitrobenzil

13



éarbonilicos [88] e oulros.
I.C-ORJETIVOSS.

Recentes artigos sobre a quimioterapia da doenga de Chagas e
algumas infegfes culténeas Lé&m dadoe énfase & deficiéncia de
agentes quimioterdpicos correntemente tteis e a necessidade de
alguns outros novos [S0].

A doenga de Chagas estid amplamente distribuida am areas
rurais em muitos paises de América do Sui e América Central {(311.
N¥o existe uma droga ativa gue seja especifica contra Iripancsomna
eruzi. A OMS. menciona um Unico composto (901, um derivado de
nitrofurilidona, Nifurtimox ClLampit2. Esta droga € efetiva =4 na
etapa aguda da doenga, ocorrendc riscos de alta toxicidade pelo
prolongade tempo de tratamento (92, 83].

As novas drogas propostas no tratamento da doenga =Eo oS
derivados da guanina e guanosina, gue reagem com. o DNA do
protozoafio [24-06].

Considerando o potencial que representaria o composto [ e
seus derivados na cura desta doenga endémica, os cobjetivos foram
direcionados da seguinte forma:

PropSe-se o es’;.udo da capacidade biosgintética da cepa
brasileira de Chromobacteriun violaceun na produgio de compostos
quimicos de interesse bioldgico, testando-se oS produtos
biossintetisados pelas células incolores & pela cepa aparentemente
mutante obtida pela irradiagdo com 1ué Uv.

Melhorar a produgdco bioldgica do composto 1 em cepas de

14



Chromobactertum violaceun atravéz de estudos de precurscres desta
biomol écul a.
Estudar as propriedades tripanocidas in wvitro frents a

Trypanosoma cruzl (cepa Tulahuen) em meioc LIT em concentracSes

diferentes dos derivados.
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11 EXPERI MENTAL

II.A-Materiais é Métodos.,

Neste +trabalho foi estudada a bactéria Chrmobactieriun
violaceun, abtida originalmente do Rioc Negroc como se indica na
referéncia [441.

As bactérias de estoque foram mantidas em placas de Petri de
10 cem de diSmetro, com um meic de culitivo sdlido de tioglicolaté
A 2 % (DIFCO)-1,2 % de agar (DIFCO) a pH 7.2 esterilizadas
previamente a 121 °c por 1% minutos em uma autoclave vertical
modelo 103, FABBE. £ incubadas a 27%¢, protegidas da luz em uma
estufa de cultiveo modelo 118, FABBE. e plaqueadas cada 36 horas.

Az células cﬁltivadas, de interesse neste. estudo, foram
separadas dos nutrientes (por filtrag3o scbre aléodﬁo e enxaguadas
com Aagua destilada)., e extraidés com solwventes de polaridade
crescente (clorofdrmio, acetona, metanol).

Foram utlizados reagentes e solventes procedentes da Aldrich,
Carle Erba e Merck, sendo para analises (p.a.). Outros reagentes
foram tratados conforme descrito na literatura [97].

A anislise dos extratos foi feita por cromatografia de camada
delgada (c.c.d.) utilizando cromatofolhas de aluminio cobertas com
silicg gel GF254 (Merck) do tipo G B0

Os sistemas cromatograficos utilizados foram:

a: silica gel, benzeno~sacetona (4:1).
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b: silica gel, benzeno ~sacetona (2:1).

c: =ilica gel, clorofdérmic.

d: silica gel, isopropanocl acet. de etilasaménia
aq. (25 %) (35: 45: 20).

e: silica gel, liscpropanol sacetato de etilasdaguar
dietilamina (3%5: 45: 20: 20).

f: silica gel, clorofédrmicsmetancl (80:10).

g: silica gel, isopropancl-samdénia aqg. (8% %) agua
(13:1:1).

h: =ilica gel, benzenocsacetona (3:1).

i: =ilica gel, benzeno.

i: silica gel, isopropancl- amdénia aq.(7:3).

k: =ilica gel, cloroférmicosetancl (88:2).

l: silica gel, benzeno- metancl (15:85).

O=s cromatogramas secos ao ar foram observados na luz UV em
)kzs_‘ou a kamnm e revelados com vapores de iodo. Alternativamenie,
apés se observar as placas na luz UV, elas foram borrifadas com
agente cromogénico, comoe o reagente de Ehrlich ou uma solugdo
etandlica de Acido sulfidrico a 10 %, e posteriormente  aquecidas
a 110 °c por 5 minutozs [898, 98].

Os constituintes dos extratos foram isclados utilizando
cromapografia de camada preparativa {c.c.p.) de =silica gel

PF‘zs.‘(Merck) de 2 mm de espessura, preparadas com 18 g de silica

gel e 30 ml de &agua por cada placa de vidro de 20x2Z0 om.
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A cromatografia de coluna fol feita em colunas de vidro com
diAmetros wvariaveis, e utilizando-se silica gel do tipo H 80
(70-23C mesh, Merck), como adsorvente._ Os eluentes empregados
foram deter minados previamente por c.c.d.. O controcle das fragdes
coletadas durante a ei.uic;io foi feite por c.c.d..

Na cromatografia de troca anidnica utilizou-se resina
BIO-RAD A G1-X8 (B50-100 mesh) da forma OH , tipo estireno-amdénia
quaternaria e na Lroca catidnica, QAKER DOWEX Sow-X8 (S0-100
mesh), da forma H', tipo estirenc-acide sulfénico.

Os pontos de fusdo foram cobtidos em um aparelho Mettler FP 52
e nio foram corrigidos.

Os espectros de ultravioleta {UV) foram registrados em um
espectrofotdmetire DM 100 Intralab, usando-ss metanol ou etanol
come solvente.

Os espectiros de infravermelhé (I'V) foram registrados em um
Perkin Elmer 382 com pastilha de KBr e as absorg8es =Fo informadas
em numere de onda, v (cm ') [100].

Os espectiros de ressonancia magnética nuclear proténica (RMN
1H), foram obtidos em um espectrdmetro Varian T 80 de S0 MH=z.
usando-se solventes ‘deuteurados e tetrametilsilano (TMZ) cono
referéncia interna. Os deslocamentos quimicoé s¥o infermados em &
{1011].

O espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13
(RMN'®C) foram obtidos em um espectrémetro XL-100 de 25,2 MHz.

Os ezspectros de massa foram obtidos em um espectrdédmetro de
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massa Variarm modelo 311 a 70 eV.

II.B-Tratamentoc das Amostiras.

Para © crescimento bacteriano fol utilizada a metodologlia
desenvolvida na referéncia 44. A amostra padrio & composta por uma
suspensioc gue contem 0.8 Yoml  de Agua de células Umidas de
Chromobacteriun viclaceun de 12 horas de crescimento. O metodo
consiste em inocular com 200 pl de suspens3do padrio de bactéria
em aAgua esterilizada sobre o meio. nutricioﬁal sélide, 2 de SO0 ;JL
de suspensia de bactéria sobre o meio nutriciconal liguido,

previamente esterilizado a 121°C por 15 minutes.

I7.B.1-Extrag®o da cultura feita no Meioc S4lido.

200 puL de indculo de Chromobac terium violacsun SEO
ressemeados por cada garrafa de Roux, com meio sélide de nutriente
gque contem 2 *% de meio tioglicolato (Merck)_‘e 1.2 % de agar
(Bio-Bras) em pH final 7,1 previamente esterilizado.

Apés incubar por 36 horas 12 garrafas de Roux (um total de 1
L de meio) extraiu-se exaustivamente com acetona este melio de
cultura e as bactérias. A sclugico obtida fol filtrada sobre uma
camada de algodic e concentrada sob vacuo (protegida da luz), até
ficar uma suspens3o azul escura, que foi filtrada apds 24 horas de
resfriamente . O =d8lido escuro obtide foi denominado extrato

acetdnico {123 mg).
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I]1.B.2-Fraciocnamento do Extrato Acetdnico.

Este extrate fol redissclvide em quantidade minima de
acetona. Esta soclugdo concentrada de extrate ol impregnada em
adsorvente cromatograficeo e apds eliminade © sclvente ol colocada
na parte superior de uma coluna (x40 cm), ja preparada com silica
gel 130-270 mesh, 60 ﬁP. (atividade I). Eluiu-se continuamente

utilizando~-se o sistema a (benzeno-acetona 4:1), recoclhendo-se

frag@es de 10 ml, Das fragfes 5-8 obteve-se 632 mg de composto 1.

II.B.3-Extragfo da cultura feita no Meio Liguido.

1 L de meico liquide contendo 3 % de tioglicolato (Merck) e
Oo,.2 4 de agar (Bio-Bras) foi repartido em 4 erlenmeyers
(previamente esterilizados) e inoculados com BO0 pl de suspens3o
padr3o de cultura de Chromobacterium viclaceum e incubado a 130
rpm a 20 OC por 158 horas em um Incubator Shakér Series 25, New
Brunswick Scientif Co.,Inc..

As células foram separadasz do meio de cultura por filtragdo
em algodio e lavadas sucessivamente com agua. atée eliminagic total
do meio tioglicolate (vide Esquema I).

As bactérias livres de nutrientes, foram extraidas por
lavagens com acetato de etila, originando uma sclug3o de cor azul
intensa, que foli séca com sulfato de magnésioc anidro, filtrada e
concentrada num evaporador rotatdrio, fornecendo 87 mg de residuo,
o qual foi fracionade pelo mesmo procedimento cromatografico

anterior (vide item II.B.2- pg 20). Recolhem-se fragBes de 10 ml e

=0



CEFA NATIVA

124 horas, 27°C sem luz
ifiltragzo sobre algodIo
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i
:
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1extragio com ac. etila
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T L b e e e T DT ‘
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T ——————— *; ——————————————————— icromatografia de coluna
tEXTRATO '
] . [l
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"""""""" e [
i
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| ' i
FRAGAO 1-8 . FRACARQ 7-13
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| PCOMP, 4!
“lc.c.p.sistema i (2 vezes)
4
i sistema ¢ (lvez)
ICOMP. 33!
Esquema. I Fracionamentoc da cepa nativa em meio liquide {vide

item II.D.1-pag 24 e II.D.3-pagzg ).
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das fragdes 5-8, foi separada 51 mg de composto 1, cuja
identificagio foli feita por comparag¢io direta de suas propriedades
cromatografica e espectroscdpicas com as da amostra auténtica

A caracterizagfio e os dados espectroscépicos deo composto 1

. estio descritos na referéncia 44.
I1.C-Tratamento Fotoguimico.

IT.C.1-Efeito da Irradiagio Sobre a Cepa Nativa.(Esquema IID
A irradiagic da cepa foi efetuada com uma lampada de Mercdrio

Osram HQL (?\2 _‘nm) a diferentes wvelocidades de flugncias. A

=
fluéncia da lampada foi determinada com um radi émetro
YSI-Kettering moedelo B85 A nos comprimentos de onda R254nm
(108,4 wm') e A > 300 nm (68.4 wrm’).

A cepa nativa (de 12 horas de incuba¢3c com meioc tioglicolato
(3%)—agar (1.2 %) em placa de Petri), foi colocada em uma placa de
Petri e recoberta com papel de aluminico contendo uma abertura
retangular de 1x8 em. Para irradigioc desta cepa a lampada foil
colocada a uma distincia entre 18*8? cm. Imediatamente apds o
término da fotdlise, a bactéria foi replicada em placa de Petri

com igual nutriente e incubada a 28 °

C. Apds de 48 horas foram
cbservadas abundantes cclénias vermelhas.
As coldnias vermelhas foram selecionadas (800 mg) e

suspendidas em 12 ml de agua esterilizada. Com esta suspens3Io de

bactéerias foram inoculadas 12 garrafas de Roux {1 ml para cada

ea



CEPA NATIVA

he (X > 284 nmd

;-

CEPA IRRADIADA.

EBOC,-48 horas.

e e i o e 0

Extracfo com CHCla/MEZCO {=:1).

Filtragio sobre algodio.

LE T R W B T T

F&LoVELT : T TNSCLOVEL ™|
{ CHCL_Me_CO | { _CELULAS i
i
!
iConcentrar e redissolver.
i
EXTRATO ¢RG ! .
! 98 mg H i
____________ ¥
lc.c.p. sistema a,
i
'
P R i
z a i
COMPOSTO 28 COMPOSTO 20 COMPOSTCO 21
9.0 mg ' 3.7 mg 2.0 mg

Esquema. Il Fraciocnamento da cepa irradiada.

N _ (vide item 1I.C.1-pagaz ).
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garrafa), e i ncubadas por 48 horas. A seguir foram extraidas por
lavagens sucessivas com cloroférmioracetona (2:1) e a solugFo foi
filtrada sobre algodido e concentrada. Obteve-se 93 mg de residuoc
que apds analisado pcf c.c.d. sistema a, benzenoracetonal 4:1),.
mostrou a presenga de 3 constituientes majoritarios, denominados

como: composto 28 (E‘ff-“- 0,37), composto 30 (Rf= 0,85), composto 31

(R.= 0,80).
He _
2 jO . CoH
=
o O NH,
29 30 31

IT.D- Cultivos em "Biorreator™
II.D.1-ExtragXo Meio Acide.

500 upul. de indculo de suspensio padr3co de Chromobacteriumn
violaceum foram ressemeadas em um "Bior"reat,oz.*", 2qul pado  com
agitagdo magneética, termémetro, aquecedor e bomba de ar de agquario
{(figura 3, contendo BOO ml. de .meio liquido de tioglicol.ato aoc 3 %
(Merck) e 0,2 % de agar (Bio-Bras). Foi feita esterilizacgfo prévia
do sistema com ar filtrado sobre 15 de wvidro, borbulhande sobre o
caldo fervente por 15 minutos. O pH final do meic foi de 7,17 a =8

c.

BOMBA DE AR
TERMAMETRO

AQUECEDOR

AGITAGAO. MAGNETICA




Apds 3655 horas de incubagie da bactéria no biorreator, as
cé&lulas foram separadas do meio nutricional por filtragio sobre
algod3o. A massa celular foi extraida exaustivaments com acetato
de etila, obtendo-se uma solugfo de azulada intensa que foi
concentrade sob vacuo. Oblteve-se 230 mg de extrato bruto que foi
fracionado Por cromatografia de coluna de silica gel .,
utilizando—se benzenocracetona (4:1), {sistema a) seguindo a
metodologia da pagina 19 {vide item II.B.Z2-). Foram recolhidas
fracBes de B8 ml e as fragBes 7-13 forneceram 157 mg do composto g_ﬂ
{(vide Esquema I }.

O caldo remanescente livre de bactérias, fol acidificado até
pH 3 & loge extraido em extrator continueo liquido-liguido por 24
horas com cloreférmio, e em seguida por malis 24 horas com acetata
de _et,ila. A soluc;i'ca clorofédrmica foi concentrada,., obtendo-se um
Sleo amarelo (3,01 g) que destilado a vacuo forneceu 400 mgy de um
composte que cristalizou em éter etilico—metgnol, sendo esta
denominado composto 32 (vide ésquema III). Alguns ensalos para sua
caraterizacio foram realizados,

A 100 wpl. de uma dilugio apropriada do extrato
cloroférmiceo acido, dentro de um tubo de ensaioc, adicionou-se 00

ul. de reagente de Ehrlich o que foli colocado em um banho de agua

fervente por &2 minutos. A solugdo adquiriu uma cor vermelha
intensa que apresentou um l.’max 587 nm.

O experimento de espectrofotometria de UV-Visivel do
comportamento guimico do composto 32 com reagente de Ehrlich,

=28



CEFA NATIVA EM MEIO LIQUIDO.

136 horas /28°C
)

iFiltr. scobre algodZo
1
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i
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t ©.C. .
i

sistema [

Esquema ITII Fracionamento do caldo livre de bactérias em meio

4dcido {vide item II.D.1~pag 24).
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permitiu sua identificag®o como 4cido 2-pirrol-carboxilico [1021.

O extrato de acetatoc de etila {41 mg)., foli lavado com sol ugHo
de NaHCOg (aq) 0.1 -M, seco sobre NaZSO4 anidro & concentradeo em
evaporador roltatdrio. Recromatografade em c.c.p. utilizando—=ze
sistema f {(silica gel, cioroférmio/métanol {20:10)) foi isclado 5
mg de um composte  de EI:O' Tl gque funde a 141 °c S om

decomposigBo. Este composto fol denominade composto 33, Devido a

pouca gquantidade destie, © mesmo fol preocurado em ouilras fragdes.

IT.D. 2-Tratamento Basico do Meio Desde o "Biorreator'.

Apds extragio do composte 1 da forma descrita anteriormente o
caldo remanescente fol alcalinizado com NaCH _0,1 M até pH 8,5,
adsorvide sobre resina aniénica na forma OH . Apds lavada com agua
deionizada ate obter pH 7,0 fol eluida com dcido acético agquoso a
2 %. Em seguida uma coluna contendo resina adcida foli eluida com
esta solugic acética e o material retido fol eluido com 1Q ¥ de
solugclo aguosa de piridina. Apds de submeter esta solugio aguosa
de piridina & troca catidnica {K+}. Dowaex B0 (Ki) {B0-100 H@sh),
obteve-~se um precipitado branco amorfo (248 mg), solvel em agua
que por c.c.d. (sistema 1), benzencs/metancl (15:85), (vide item

II.A~pg.17) mostrou ser uma mistura complexa, apresentando alguns
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constituientes, com reagZo positiva ao reagente de Ehrlich {1031,

I11.D.3-Fracionamento Qas FragBes 1-8 do "Biorreator®.

212 mg das frages 1-6 obtidas no fracionamento dos extratos
crdid  anteriores do "Biorreator" (pag24) foram submetidas a
separagfoc em <.c.p. elulda conseculiva mente nos sistemas i,
(silica gel, benzeno) (duas vezes) e g; {silica gel, clorocfdrmioc)
(uma vez) {(vide item II.A~pg.1l7). Uma faixa de R{= 0,38 sistema o<
e 0,77 sistema f, (siilica gel, clorofdrmiormetanol {(80:10)) foi
separada da placa e o compost;: adsorvido sobre a silica foi
extraide por lavagens sucessivas com acetona e filirado. A
solucBo acetdnica foli concentrada em evaporador rotatdrio & foram
obtidos 131 mg de um composto que foi cristalizad§ em acetona-—éter
de petrdleoc o qual fundiu a 141-142°C com decomposicie. Este
composto foi denominadeo composto 323 (o mesmo obtido em  baixa

concentracio ac extrair com acetato de etila, pg 25).
| 0
HO 0™~
[w e
33
II.E.Eétudos Exploratdéric d; Biossintese.

I1.E.1-Efeito da Concentracic de Igatina Sobre o Crescimento

Celular.
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500 ul. {correspondente a 20 mg de células udmidas de C.
violaceum por erlenmeyer) de indcule foram transferides a B8
erlenmeyers cxnntengo como meio de cultivo, 10 mlh de uma solugdo
cuja composigio em‘ aminoacidos {como fonte de carbono =]
nitrogénio) & sais minerais por 100 ml. de meic foi: 0,5 mg de
FeSO4x 7 HzD; 100 mg de MgClz; 500 mg de KZHPO4; 80 mg de K2$O4;
147,23 mg de Dl-alanina; BImg de L—trebnina; 12 mg de L-lisina;
106,68 mg de DL-metionina; 6,8 mg de L-fenilalanina; 8.8 mg de:
L-leucina; 8,8 mg L-tirosina; 8.8 mg de DiL-valina; 9,3 mg de
LL~arginina, todos de procedencia Sigma, a um pH final de 7.1.

Os erlenmeyers foram'distribuidos em duas series de éa e B
contendo cada um da série de seis. adicicnalmente
concentracBies diferentes de isatina (2,1 mg-ml), 100, =200. 300,
300, 400, BOO. 6800, 700, 800, uyl respectivaments, os outros dois
erlenmevers permanecem como conirole.

O meio de éultura foi incubado a 27 “C, sem luz e depois de
3G horas o crescimento bacterial foi interrompido com 3 ml de
metanol quente e centrifugado por B minutos. Em uma aliquoté de 1
ml. da mistura de reagiio fol lida absorbincia do composto 1 a.A
877 nm em um espectrofotdmetro Micronal (modele B-38a). A
concentragio foi calculada utilizando o valor de &= a,5x104, a  um
caminho déptico de 1 com.

Utilizando-se esta mesma metodologia experimental, foi
estudado o© efeito da concentragdo de serotonina, acido

indol —2-acético & L-triptofano.
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IT.E.2-Efeito de Isatina Socbre a Biossintese do Composteo 1.

Foram inoculados, com 500 pl de uma suspensio estoque de
células de 12 horas de crescimento (0,8 mg de celulas/ml de Agua)-
30 erlenmeyers, contendoe como meio nutritive 10 ml de uma sol ugio.
cuja composigEo em aminocidcidos e sais minerais esta descrita no
experimento anterior (vide item II.E.1- pg.28). Os erlemnmeyers
foram distribuidos em duas séries de 15, contendo adicional mente
em uma das sé&ries, 200 yul de solugio padrio de isatina (0,3 mM),
e a outra série ullizada como controie. O meio de cultura foj;

incubade a =27 °

C =sem luz nem aeragio. A determinagico  da
concentracio do composto 1, fol feita lendo a absorbancia a A SV7
nm em diferentes tempos de incubaglio (cada duas horas), até&
alcangar 30 horas de crescimento. Para esta determinagdo foi
preciso adicionar ac meio de cultivo 2 ml de metanel quente & logo
centrifugar {Centrifugadora Excelsou-z2 FANEM a- 2500 rpm por 5
min. ).

Este experimento fol repetido reemplazandos a isatina, 29, por
L-triptofano, 8, por serotonina. 38, e por . 4cido indol-3-aceético
40, em concentragBes similares as descritas acima, para cada

reagente.

11.E.3-Catabolismo de L-Triptofano.(Esquema IV b
i L de meio ticglicolato esterilizado no mesmo “Biorreator',
que adicionalmente contem 0.2 mg-mL de L-triptofano, foi inoculado

com B ml de suspens3c de bactéria (contendo 0,4 g de células
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i L METO TIOGLICOLATO.
iinoculado com bactéria de 12 h.
348 h 27°C sem luz nem asragio
ifiltr‘. scbre algod3o

lav. das células com adgua dest.

e
0
©
ct‘
8]
J
p

———————————— - adicionar igual
H volume de acetona
i 82 horas,

* filtragao

{ evaporacio ' PRECIPITADC!
:

iredissolugdo
'tamp ZFo

[ . )
Ifiltragio e lavagem do sephadex com 70 % v/v MeTOH: Agua
lc.c.d. sistema g

comparagio com amostra auténtica e reagente de Ehrlich

i
!
!3-indol aldeidd 41 R~ 0.90
f
ltriptamina 42 = 0, 80
13-indol acético 40 = 0.80
I3-indol carboxilico 43 = 0.B0
i3--indol propiénico 44 = 0.48
i3-indol pirtvico 48 = 0. 40

Esquema’l Iy Produtos do catabolismo de triptofanc (vide item

II.E.3~pag 30 )



umidas/ml), de 12 horas de crescimente e foram incubadas a =7 °C

com agitagBo e protegidas da luz. Depois de 4B horas de
crescimento, as células foram separadas do meioc por fiiﬁra:;ﬁo
scbhre algoddo e lavagens sucessivas, ate® eliminagdo total dos
nutrientes. A solugio obtida foi precipitada com igual volumese de
acetona, resfriada B horas em geladeira e filtrada. A solugio
sobrenadante foli evaporada a viacuo e redissclvida em tampio pH 4.2
(o tampio foi preparado com 8 ml da acideo acético, 1,18 mL de
etilendiamina e completar até 1 L de solugdo) e misturada em uzﬁ
bequer com Sephadex G-18 {(Sigma) durante duas horas com agitagfo.
As fragBes retidas pelo Sephadex foram extraidas com 70 % v v de=
metanol ~dgua que analisadas por c.c.d. sistema g {(silica gel,
isopropancl famédnia ag. (25 %)/agua (13:1:1), (vide item IT. A~

pg.17), mostraram a presenga de 6 constituintes, E: 0,390,

; . ;. 0,80

0,860; 0,50; 0,45; ©,40 (vide Esquema IV).
II.E. 4-Incorporagio de Acido Indol ~3-acético Marcado 2~

200 uyl. de cepa fresca de (0,8 g de células/ ml de aAgua)
Chromobac terium viclaceun foram inoculadas em 4 erlenmeyers, gque
continham como meio, 5 ml de uma scolugio de aminoacidos & sais
minerais. A composigio estia descrita no item II.E.I- pg.26. Foi
adicionado em dois erlenmeyers 500 pL de solugio de écida::
indol —3-acético =2-*c (Taa 2-'%C). 448,68 +38.7 cpm/nM de IAA
2—“(:, Amersham, UK.

A mistura de crescimento com IAA 2-'*C foi incubada por 72
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horas a 27 “C sem éeraq'&‘o & protegida da lu=z.

O crescimento da cultura foi interrompide por adiglo de 2 mL
de metanol e aquecido em banho maria por 5 minutos. Centrifugou—se
por mais 10 minutos (Centrifugadora Excelso-Z FANEM, 2800 rpm) e
uma aliguota de 100 ul do sobrenadante foi analisada por <. c.d.
sitema b (silica gel, benzeno/acetona (2:1)). A regifo contendo ao
composto 1 foi r'e’;.irada da placa e extraida por lavagens <com
metanol quente e lida a absorbancia a A 577 nm (= 8,5;{10‘}. Esta
mesma solugHo foi misturada com © mL de coquetel de cintila:;'a’é
Insta-Gel (United Technologies Packards), e lida a incorporagdo de
4c em um Cintilador Beckman modelo LS-700 obtendo-se 474,4 + 10,7

cpmonM de composto 1.

II.E.5S~-Preparagio do Composto 34
O novo composto N-etil-~{8-hi droxiindoi -Z-ii)-E2-indolil _

otilenamina {carboxamida), 34, fol preparada de acordo com o método

descrito por Huang e cel. {1171, o procedimento & o seguinte : No
Iodeto de 1-metil~2-cloro piridinium, 46, 1,2 mmol) ol
adicionada uma mistura de serotonina, 38, (1.0 mmol), acido

indol —3-acético, 40, (1.0 mmol) e trietilamina (2,4 mmol) em
diclorometanc (10 mlL). Depois de refluxada por i hora com égi tagio
magnética em atmosféra de argénio, adicionou-se 20 mlh de é{,er
etflico @ a mistura de reagfo foi lavada varias vezes com agua. A
camada etérea foli seca sobre sulfato de sodio anidro e concentrada

3 pressio reduzida, fraciconada por c.c.p. sistema k, (silica gel ,
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cloroférmio/etancl (98:8)) obtiveram-se 231 mg de composto 34 (7O

% de rendimento).

o H

Y
H

¢ Gre OH

N~
1
c
N
H H
24

IT.E.B~Efeita da Carboxamida 34 Sobre a Biossintese do Composto 1.

Foram inoculados, com B00 wul. de umé suspens3io estogque dé
cédlulas de 12 horas de crescimento (0,8 mg de células/ml de agua),
16 erlenmeyers { contendo como meio nutritivo 10 mb de uma scolugdo
cuja composig¢EHo em aminoacidos e sais minerais esta descrita no
item II.E.1— pges ) dos quais 8 continham 200 pi de uma solugio
padrZo 0,3mM de carboxamida, 34.
| O meio contido nestes 16 erlenmeyers foi incubado a 27°C sem
luz nem aeragdo. A determinagf@o da concentragdo do composto 1 foi
feita lendo a absorbancia a A B77 nm (&= 2,‘5%3.04) em diferentes
tempos de incubagZe (cada S horas) até alcangar 30 horas de
crescimento. Para a andlise do composto 1, fol preciso adicionar
aoc meic de cultivo 2 mL de metanol, esquentar em banho maria e
loge centrifugar (Centrifugadora Excelsc-Z FANEM, 2800 rpm/10O
min. ).

Este experimento foi repetide sustituindo a concentragio da
carboxamida, 34, por 200 upL (soclug3oc padrioc 0,3mM) (0.5 pM final)

de L-triptofano, 8. isatina, 29, serotonina., 42, Acido
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indol -3-acéti co, QQ_, .

I1.E.7-Efeitca Comparativo dos Precursores.

Foram inoculados com B00 ul de uma suspens3o de estogque (20
,mg/mL) de c&lulas frescas de Chromebacteriun wiclacewum, 30
erlenmevers oule tinham como meio nutritivo 10 ml de uma sclugdo de
sais minerals (sem aminocacidos) cuja composigio esta descrita no
item II.E.1- pg.28, que adicionalmente contem d,l % de glicose. O=
erlenmeyers foram distribuidos em 9 series de 8, sendo que paré

cada uma adicionaram-se respectivamentse os seguintes reagentes

-200 L (solugdo padrico, 0,3 mM) de L-trp, 5. + 1 mL de meio
tioglicolato (solugfo padrico, 1,2 %). |
-200 ul. (ol ugio padrio, 0,3 mM) da carboxamida, 24, + 1 ml de
meio tioglicolato (sclug3o padrio, 1,2 X).

~200 ul. (solugio padrifo, 0,2 mM) da car‘boxémi_da, 34, + 200 b
{(scluglic padrio, 0,2 mM) de. isatina, 28, + 800 uL de Agua
esterilizada.

-200 ul. de &dgua esterilizada + 1 mL de meio Lioglicolato (solugdo
padrZo, 1,2 2.

-200 ul (solugdo padr8o, 0,3 mM) da carboxamida 34 + 1 mlL de agua

esterilizada.

O meio de cultura foi incubado a 27 °C sem luz nem asragXo. A

determinagio da concentragdo do composte 1, foi feita lendo a
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absorbancia a X 577 nm (€= 2,5x10%) nos tempos de O, 5, 8, 10, 12
e 18 horas de crescimento. A interrupgBoe do crescimento bacterial
foi provocado por adigdo de metanol quente e logo centrifugado,
(centrifugadora Excelso-2 FANEM, 2500 rpm/por 10 min.)}, tomando
_ aliquotas de 41 mlL desta scluglo para leitura no espectirofotdmetro

UvV-Visivel.

II.E.8-Biossintese do Composto 1 em diferentes Meios Nutricionais.

Meio NS 1.

500 ul. de indcule (20 mg de células/ml de agual)de
Chromobacteriwm wviclaceum, foram ressemeados no YBiorreator ™
contende como nutriente uma suspensZo preparada com 15 g de farelo
de arroz e 800 mL de Agua potivel. O meic fol esterilizads por
aeragZo atrawés de 13 de vidro com agitagdo magnética vigorosa =
em ebulig3o até se tornar viscoso (aparén&:ia de “mingau”). © pH
final do meio foi ajustado a 7,1 com HCI ou com NaOH O,1 M.

Apds 36 horas de incubagio a 27 °c protegidas da iuz, as
células foram separadas e extraidas segundo a metodologia descrita
ne item I1I1.D.1-pag £4, Obtiveram-se 312 mg de um extirato <cri e 87
mg de cmposto 1.

Este experimento foi repetido em concentragdes diferentes de

farelo de arroz enriquecido com L-metionina e meico tioglicolato.

I7.F-Ensaios Bloldgicos.
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I1.F.1-Cbteng&o dos Derivados,

Os deriwvados do composto 1, bromado 4, acetilados 35 e sal de

sodio,38, foram obtidos seguinde a metodologia descrita na
referéncia 44. Estes derivados foram purificados por m&todos
cromatograficos e identificados por comparagio de suas

propriedades wespectroscédpicas com amostras auténticas. O deri vado
metilol, 37, foi preparado incluindr_-: algumas modificagBes e o
procedimento foi o seguinte:

200 mg (O.B58 mmol) de composto 1, foram colocados em um baldo
esmerilhédc de SO mL. Sob agitagfo adicionou-se 4 ml de
formaldeido aq (36.5 %) fresco com 1 ml de metanol, Depois de 5
minutos jux;'xtou—-se 0,85 ml de HCJ.O‘ 0,1 M e logo aqueceu-se em banho
de agua de SO °c por 4 horas., A mistura reaciconal passa de azul a
vermelho escuro { © cursoc da reac;ﬁé foi seguida por c.c.d. sistema
a, silica ge-‘l » benzenofacetona (4:1)). Aﬁés de resfriada em banho
de gelo a solugfio foi neutralizada com NaHCO  aq.. C,1 M. Em
seguida acrescentou-se um excesso de metanol e um precipitado
brance amorfo foi separado por filtrag3o. O :f‘i.lt,rado fol seco com
Cald e cbncentrado & ;récuo, ‘obtendo—se =35 mg c_ie cristais marron
escuros de metilol, 37.

Foram enviadas amostras do composte 1 e seus derivados,
bromado, _.4__; acetilados, 38, metilol, 37, sal de sodio, 368, ao Dr
Vict.c:;riano Campos da Faculdade de Ciéncias, da Universidade

Catdlica de WValparaiso-Chile para serem csubmetidas a testes de
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atividade tripanomicida.

0

-z

38 R= H

|

Os testes de genotoxicidade e citotoxicidade foram realizados
no Instituto de Bicleogia (Laboratoric de Bioquimica) da UNICAMP,

pela Dra Marcela Haun.

II.F.2-Atividade Bioldgica.
A forma de cultura de Trypanosoma cruzi {epimastigotas, cepa
Tul ahuen), foi em meio LIT para estogque e crescimento. A

compozigio do melo LIT & a seguinte:

Cloreto de Sodio 4.0 g
Cloreto de Potassio 0.4 g
Fosfato di-sodico 8.0 g
Glicose 2.0 g
Triptose 5.0 g
Infus¥o Caldo de Figado 5.0 g
Hemina 285.0 mg
Sorco Bovino 100.0 ml.
Agua Bidestilada 1000.0 mL
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Trypanosomna C;'Puzi {cepa Tulahuen) .[104], fol cultivada em
meio LIT (Liver Infusion Tryptose) [1085, 106], a =28 °C. A solugZo
salina foi cui dadosamente homogenizada e imediatamente levada para
Coulter Electronic Counter (Modelo A com orificios de 100 ) de I
~entradas, para a determinagdoc do numero total de organismos
presentes. Os compostos em estudo foram aplicados aos melio de
cultura quando tinham uma contagens inicial de St OF flagelos por
nL de meioc & quando a fase de crescimento alcangava um periodo de
72 horas. A percentagens de mobilidade dos flageles, foram medida%
diretamente por observagio microscdédpica.

Através de curvas de sobrevivénga {Ibso)’ foli estudada a
citotoxicidade, e com testes de inibigdc de sintese de DNA (Dsc),
estudou-se a genotoxicidade. Estos experimentos foram realizados
utlizando c¢é&lulas de Hamster Chines V-78. Esta metodologié esté
descrita na referéncia 107 e consiste, res'umidamente de
Fribroblastos V-79 de Hamster chines derivados de pulmfo, poreém
cbtidas da American Type Cult.ura Collection (ATCC) & mantidas em
meio Modificado Eagle {Dubecco), contendo 10.% (v/v) de soro fetal
bovino, 100 U/ml de penicilina e 100 ‘ug/ml de streptomicina.
Células na fase exponencial de crescimento foram tr‘iptinizadés,
contadas e plaqueadas em placa de Petri de S cm de didmetro, com
uma densidade de 2x10% cé¢lulas por placa mantendo B % de COz
amide a 37 °c por 72 horas antes de trata-las com compostos. Em
seguida as culturas foram expostas por 30 minutos a 37 °c com 1 ml

de solugico dos compostos. Apds a exposigioc, a solugio teste foi
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substituida por meio de cultura fresco e as placas foram incubadas
48 horas a 37 °¢. As células sXo fixadas com 10 % de triclero
acético, lavadas & sécas Finalmente todas as ceélulas foram
lisadas com ©,2 M de NaOH e absorbincia do lisado fol medida a 280
nm, parametro que correlacionou com © ndmers de células.

O= crescimento relative de cada amostra fol expressa em
percentagem <da cult‘ura controle nas mesmas condi¢gBes, onds 100 %

do crescimento corresponde ac aumento da absorbiancia a 260 nm do

cantrole apds o tempoe de incubagHo.
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III RESULTADOS E DISCUSSAO.

III.A. Sintese de Derivados do Composto 1

No curso de nosso estudo, fol necessario manter a bactéria de
estoque em placa de Petri contendo meio sdlido de tioglicelato
sendo submetida & répicac;ﬁo a cada 48 horas. Os experimenteos {foram
feitos em wum "Biorreator caseiro" de 1 L. de capacidade ou em
erlenmeyers de B0 ml de capacidade com 5, 10 ou 15 ml de meio
liquido, cuja composigfo variava de acordoe com o objetivo de cada
experimento. O composto 1 isclado destes extratos foi utilizado na
preparagfoc dos derivados bromade, 4, acetilados, 38, metilol, 37 e
gal de sodio, 386. Estas reagBes de transformagice foram feitas de
accrr*rdo com a metodologia desenvolvida em trabalho prévio [447.
Para © derivade metilel, as modificag@es efetuadas, além de
facilitarem a purificag¢3o permitiram melhorar o rendimento, de 47
% para 80 % (vide item II.F.l1-pag.37). Esse aumento pode ser
devido a otimizag3o do tempo e temperatura de reagdo da 7ref‘. 44,
Também & possivel gque o formaldeido, adicionado a mistura de
reacfo, tenha polimerizado em auséncia de metanol e o composto 1
sem reagir tenha-se decomposto pela presenga do acido perc}.lcfaric:o.
Esta reagio foi repetida até com 12 horas de agitagio obteﬁt_ﬂo
rendimentos na faixa de 80 % [108].

i_!m resumo da sintese destes derivados € mostirado no esgquema

V da pagina 42. Na fig.E-1 s3o apresentados os espectros de UV
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Esquema. V_-_; Sintese dos derivados do composto 1
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ITI.RBR .Atividade Bioldgica.

Pelos resulitados preliminares dos ensaios bioldgices, o
composto 1 e o derivado bromado, 4, [44, 48] moestraram-se
razoavelmente ativos frente a Trypanosoma cruzi {cepa Tulahuen,
Chile). A atiwvidade foli medida em meio Phillips, sendo obserwvado
crescimento da cepa de tripanossoma 100 vezes menor que nc meio
LIT d{diguais SU  menores gque 1x106), prejudicande a avaliagio
experimental . Trypanosoma cruzi em meio LIT tem um crescimento
exuberante (:l.}:il.fi)B flagelos), Para se verificar a inibig¢8o do
crescimento, deve-se acrescentar as drogas (em diferentes
concentragBes)», em culturas que estejam em fase logaritmica
(le()ﬁ/rrd) e acompanhar o crescimento dos flagelos a partir desse
ponto [108, 108617. Uma cultura de. Trypanosomea cruzi
(epimastigotas, cepa Tulahuen) com Bt 0° flageios por ml de meio
LIT; alcanga uma fase estacionaria do crescimento num periocdo de
72 horas, atinginde uma densidade de popul acZo de 201 0° parasitas
por ml.

As figuras 3, 4 e B mostram um estude comparative de
popul agEo de Tryponosoma cruzi em presenga de.e 10, 20 e 401pg/ml de
composto 1 respéctivamente além de seus deriwvados bromada, 4,
acetiladosz, 35, metilol 37, e sal de sddio, 38, dissolvidos em
solugio aquosa de NaCl.

Quando a cult,t;tra (8){106 flagelos) fol incubada com 10 pg/mi,
se observou nenhumm efeito marcante sobre a populag3do de

tripanossoma. Apés 16 horas em contato com 20 ug/ml (48 uM final)
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de composto, 28, a inibigio do crescimento do protitozoo zalcanga
valores significativos. O mesmo efeito foi observadeo com 40 reg/ml
do composto, 4, e do composto, 38. Apds 80 horas de contato o
nivel de popular;ﬁé do flagelo alcanga valores minimos indicando
uma maior inibigfo de seu crescimento. Com 20 pg/ml de composto,
37, observa-se uma faixa de atividade entre a do Nifurtimox e do
Benznidazol , duas das drogas mais wutilizadas no tLtratamentoe da
Doenga de Chagas [90].

Nas figuras S, 7 ¢ B & cbservada a mobilidade do protozoérié
em preseﬁgza de 10, 20 e 40 pg/mi de compesto 1 e seus derivados 4.
38, 37 o 36 respectivamenie.

Apds 48 horas de contato, com 10 ug/ml de composto 1 e seus
derivados, o©f tripanossomas, em meio LIT, apresentam ac redor de
70 % de mobilidade (figura 6). Nesse periodo, com 20 pg/ml (figura
7)., © composto, 37 inibe totalmente a mobilidade (100 3% de
imobilidade). O efeito com os outros derivados ¢ mencor. S0 22 de
imobilidade foi observada com 40 upg/ml das drogas (figura 8).0s
maiores efeitos de imobilidade foram provocados pelos der’_i vados
metil ol {composto, 37, bromado {composto 4) e triacetil
(composta, 38).

Verificou-se, entZo que <o comportamento de cada com;;:ostc: foi
aproximadamente similar, tante no estudo de mobilidade como -no
estudo de inibig¢io de crescimento, permitindo inferir um certo
grau de atividade tripanocida. Observou-se que o sal de sddio

apresentou a menor atividade de todos o derivados, inclusive
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menor que o prépio composto 1. Un exame microscépiceo das amostras
de culturas do protozoario permitiram acompanhar as
transformagSes morfoldégicas durante a agdo destas drogas. Em
poucas horas foi observado perda do flagelo e uma transformagdo
estrutural.

A concentrag¢fo relativamente alta do composto 1 no Rio Negro,
na regifo amazdnica, nFEo tem afetado a ecologia regional; ao
contrario, acredita-se que a auséncia de doengas endémicas esta
relacionada & presenca de Chromobacterium wviclacewn [26]1. Este
fato & indicative de uma baixa toxicidade do composto 1, in vivo.
Entre tanto, estudos de citotoxicidade {(curva de sobrevivéncia) e
genotoxicidade (sintese de DNA), dos compostos 1 e 4, executados
com células cle hamster chinégs (linagem V-79) tem mostrade que
ambas as drogas poderiam ser classificadas come altamente tdxicas
(figura 9@ e figura 10). Para os compostos 1 e 37 foram obtidos ID
de 12 uM e de 20 pM, respectivamente. Valores similares para
nifurtimox e metileol (480 uM) foram encontradosl, inibinde 50 % de

sintese de DNA (Dso)'-

III.C.Estudo de Metabdlitos.

Sabe-se que células_expostas a periodos curtos de irradiacﬁo com
1 ui UV (faixas de B a 30 segundos) sofrem mutag@es (A > 300 nm), que
alteram as vias biossintéticas e os mecanismos regul adores das
cepas‘ nativas de microorganismos. Para baixas fluéncias de

radiag¥e UV a frequéncia de mutagZfo pode ser aumentada de 107 a
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10% vezes sob>» © nivel de mutag3o espontd na bactéria [1089, 1101.
Aproveitandoc esta carateristica de algumas celulas, iniciamos o
estudo exploratoric da biossintese do composto 1, procur ando
relaciconar o= produtos sintetizados tanto pela cepa nativa como
pela cepa irradiada {aparentemente mutante ).

No estudo de transformacfo da cepa nativa de Chromebac terium
violaceun, (wvide item I1.C.1-pg =22 ) a bactéria irradiada foi
extrajida com <lorofdérmic/acetona (2:1). Obteve-se um extrato cra
que quando fracionado, segundo indicado no esquema I7. foram
obtidos 8.6 2% de composto 28, 3.2 % de composto 30 e 3.8 % de
composto 31, rendimentos relativos ac peso total do extrato crua. O

estudo da caratsrizacio destes compostos € discutido a seguir:

Composto 29.
uv, x:jj“ am Clog E) @ 211.0 (B.15), 292.2 (B.18), 413.7 (S.80)
IV, v em */KBr : 3200, 1730, 1745, 1620,
RMN'H, DMSO D_, & : 3.2 (s, 1H), 6.9 (m, 2H), 7.4 (d, 2H).
EM Mre () : M 147 (10)., 1189 (20), 110 (100), 92 (14), 82, (18),

81 (33).

Soltuvel em dimetil sulfdéxido, acetona e pouco soldavel em
éter etilico. De cor vermelha, cristaliza em acetona/éter etilico

o funde a 203 °C.<(pf 204% rag]

Seu espectro de UV (Fig. E-2) apresenta bandas em 211, 282.2
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e 412.7 nm, <carateristicas de anéis aromaticos. O IV Fig. E-4
apresénta uma banda fina e pouco intensa na regifo de N-H, 3200
em™?., As bandas em 1730 e 1745 cm ', =Zo sinais tipicos de
carbonila de lactama.

0O ezpectro de RMN *H Fig. E-8 mostra sinais em & 8.8 (m, =ZH)
e em & 7.4 (d, Z2H), relativos a proéoéton de anel aromatico
orto-~sustituide. O deslocamento quimiceo do préton N-H apresenta um
S de 3.2 (s, 1H), O espectro de massa Fig. _EIwB tem o dion
molecular em 147 unidades m/e, que corresponde 4 formula molecul ar
CBH5N02($ete insaturagdes). A comparagic de suas propriedades

espectroscédpicas com as da literatura [2G] confirmou Que o

composto 28 € a isatina.
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Composto 30.

uv, x:::f:“ nm Clog £): 232.7 (5.60), 277.6 (5.63).
IV v em 1 KBr : 3200, 18520 1470.
RMN'H, TFA, & : 7.2 (d., 2H), 7.5 (d, 2H), 8.8 (s, 3H).

-+

EM ™re ) : M 108 (100), 82 (12), 81 (28).

Solavel em acetona, metanol e menos soldvel em cloroformio.
Cristaliza em cloroférmio como agulhas brancas e funde a 186-187
°C com decomposigHo.

O espectro de UV (Fig. E_Z-—ﬁ) apresenta abpsoredes em Z3=2.7 e
277.6 nm, indicando a presenca de um sistema aromatico e —NH
ligade ao anel. O espectro de IV, (Fig E~8) tem uma banda larga em
3200 cm_i, tipica de OH. Em 1850 em™t aparece uma série de sSinaids
de baixa intensidade que sZo associados a aromaticidade. Em 19520
em™ uma banda fina, de intensidade média, & associada a C-N.

O RMN 1I—I,(F‘ig E-89) mostra claramente os .sinais de prétons
aromaticos, deslocados em & 7.2 e & 8.7 cuja integragdo f‘qrneceu a
proporg3o relativa de 1:3.

O espectro de massa,(Fig. E-7) confirma as informagfes
obtidas nos espectros anteriores. Apresentsa um M™ em m/e 109l = uma
abundancia isotépi;a correspondente a formula molecular CGH;?]TJO
(grau de insaturag3o = 4). O composto isclado fol caraterizado
cono -p—am.ino fenocl, conforme verificado pela comparagio desies

dados com o= obtidos na literatura (pf 187 OC) (sg] ., e por
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comparagio das propriedades wsspectroscdpicas ¢ de c.c.d. com a

amostra autént.ica de qualidade Merck.

Composto 31.

MeCOH

maox

UV, A nm (log £) : 253.1 (5.65), 302.7 (5.84), 314.8 (5.17),
356.0 (5.863).
IV, » em /KBr : 3320, 3240, 3000-2500, 1670.
RMN'H, DMSO D_, & : 7.2 (t, 2H), 6.6 (d, 1H), 7.8 (d. 1H). ©.4 (s,
1H), 6.8 (s, 1H), 7.8 (s. 1HD).

EM e %) : M 137 (88), 119 (100)., 82 (60), 81 (15).

Sol tvel em acetona, dimetil sul féxido, gter etilico e
cloroférmio, cristalizando em etanol a quente em forma de placas
amarelas que fundem a 145 °c.

O espectro de UV, (Fig.E-10) apresenta absorgdes a 253.1,
302.7, 314.8 e 356.0 nm, carateristicas de anel aromatico. O IV,
(Fig. E-12) apresenta 2 bandas finas, de pouca intensidade, na
regifo de 3320 e 3240 em™?, indicando a presenca de N-H primario;
A banda larga em 3000-2B00 em Y, corresponde a -~OH de acido
carboxilico ' sendo confirmada a atribuigfo devide ac sinal,
referente &4 carbonila do acido em 18670 em ™t

O total dos prétons, (no RMN'H, Fig.E~13) se encontram na

regifo dos aromiaticos e podem ser relacionados da seguinte forma:

a & 7.8 (d, 1H), proton o & carboniila, & 7.2 (L, 28H) = S B6.68 (d.
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1H) para préton o a4 amino.

Estas carateristicas sugerem um anel aromitico orto
sustituido. Atribui¢io aos sinais do resto do espectro € muito
dificil, &6 &. 4 (s, 1H), 6 6.8 (s, 1H), & 7.7-7.9 (s, 1H).

No espectiro de massa, (Fig. E-11) pode-se observar o ion
molecul ar (M+} a 137 unidades de m/e, @ gque corresponde a uma
férmula mol ecul ar de C?H7NO {cinco insaturagdes). Estas
informac@®es indicaram que o composte € © Acide antranilico (pf .148
o

<) 1 88] > o gue foi confirmado por comparagfo do produto

isolado com amostra auténtica de qualidade Aldrich.
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Tanto & isatina como o p-aminofencol e o acido antranmnilico
s¥o, na verdade, compostos muito conhecidos. Nosso objeti?o, nIoc é
s& procurar novos compostos biossintetizadeos pela cepa nativa ou a
cepa irradiada, mas também & dirigir o estude aoc sistema
enzimidtico gue biossintetiza o composto 1, o que tem uma especiai
relevancia, J4 que a presenga de 4Acide antranilico sugere
fortemente gue a luz UV inibe o sistema enzimatico da sintese de
indol ou de algum oculro niclec derivado de vioclaceina e por tanto,
desviando por tanto, o caminho metabdlico normal da bactéria na
bicssintese do composto 1. Um outre antecedente observado, &
quando a bactéria & irradiada em meio liquido; a Cepa
aparentemente mutante obtida ¢ separada do meio e apds a 7% ou 8%
repicada o sistema enzimitico desta bactéria aparentemente mutante
regenera-se, wvoltando a sintetizar o composteo 1. Quande a 10 ml do
calao remanescente, livre de bactérias, foram adicionados 1060 uL
de solugio padr3oe (0.3 mM) de isatina em luz visivel (por 24
heras), quantidades observiaveis de composto 1 foram sintetizadas.
Um resultado advafsq,foi obtido na auséncia de luz.

Oz cultivos da cepa nativa foram feitos em meio tioglicolato
s6lido (vide item II.B.1-pg 18) e em meic tioglicelato liquido
(vide item II.B.3-pg 20 e vide item II1.D.i-pg =24) e | uma

comparagfc destes meios € apresentada na tabela 4.
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Tabela 4. - Produgio do Composto i em Diferentes Meios

m&io extrato comp. 33 comp.1l rendimento extrato de
eramg) Cmgd " (mg) O calde (g)#

sélideo 122  4esprezivel 63 s1.2 nZo tem

liquido a7 16 51 58, 6 H, 1.9

shaker

liquide 230 52 157 88, 2 Y, 3.0

biorreator

l1iquido
biorreator

*obtido por c.c.d. =mistema a (II.D.3-pg.288) # caldo Acido ocu

basico e extraide

Com uma meédia de 65 % de rendimentoe do composto 1. a partir
dos extratos cru proveniehtes'dos meios liquidos dos biorreatores
(esquema III), demonstrou-se que esta & a m?ihor condi¢do para o
cultivo de Chromobacterium wiolaceum. Aproximadamente o dobro de
composto 1 & obtido em comparagfo ao obtido em outros meios, isto
porque a probabilidade de renovagiic de nutrientes nas condigBes
liquidas & maior e o crescimento celular favorecido.

Quando o extrato cloroférmice Adcideo, livre de bactéria,foi
dgstiiado a pressio reduzida, obteve-se um composto de odor forte

(composte 32) cujo comportamento no espectro UV de solugio
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etandlica em meio &acido esou basico, (Fig.E-14) segundo foi
descrito por Corpe [1o21 deve corresponder ao acido
pirrol-8-carboxilico. A confirmag3o foi feita por comparagio do
espectro visivel ( cor vermelha intensa) de produte formade na
reacfo entre wuma solugio etandlica do composto 32 com reagente de
Ehrlich (vide item II.D-1 pg.24) (Fig. E-1%).

Durante a purificag¢io do composto 1 {(por cromatografiade
coluna sistema a) (vide item II.A-pg 18) foi obtido um produto
m.inorit,é..rio nas primeiras B fragSes eluidas {(cada uma com um:
volume de 10 ml de eluente). Quando o extrato acetato de etila
4cido, livre de bactérias, & recromatografadeo em c.c.p. sistema £
(silica .gel » cloroformio/etancl (S0:10)).(ver esquema I pg 21D
obteve-se o mésmo pr*orduto, denomi nado ccﬁposto 35.

Dos 212 mg obtidos desta fragio 1-8, obtiveram-se Z7 2% do
composto 33, apds terem sido recromatografados por <. .oc.p. sistema
i (silica gel, benzenao) (2 vezZes) =) sistema ¢ {szilica
gel,cloroférmic (1 wvez) Esta substancia sé apresenta como um
sélido amarel © que cristaliza a partir de acetonaséier de petroleoc

e funde a 141 —142 °C com decomposicTo.

Composto 33.

uv, XE'" o (log £) : 233 (3.77), 251.5 (3.75), 207.5 (3.56).
IV, » em™*/KBr : 3340, 2080, 1675, 1625-1610, 1480, 1420,

RMN'H, CDCL_, & : 1.40 (t, 3H), 2.78 (s, 3H). 4,40 (q. 2H), 6,75
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(dd, 1H), 7.30 (d., 1H), 7,50 (d, 1H).

EM Mo o @ M7F

(1.89), M'iz.5), M 220 (94.8), 208 (12), 102
(32), 181 (100), 176 (11) 178 (75), 174 (39), 163 ().
148 cza},- 147 (20), 145 (18), 118 (10), 118 (i1),
107 (8), 91 (16), 90 (5), 89 (10), 77(12), 65 (32).

RMN**C, CHCl_ , TMS, & 14.3 (q), 14.7 (@), 80.4 (), 10B.7 (s).

111.2 (d), 112.8 (d), 127.2 (s), 148.4

(s). 152. 4 (=), 1684.3 (=), 1164.5 (=).

O espectro de UV, (Fig.E-16) apresenta absorgio sm 223 nnm,
que pode ser associada a carbonila. A absorgic em 255.7 nm indica
a presenga de um sistema éltamente conjugado (Ltransiclo rr:“~=>-rr*). A
absorgfio em 287.5 nm corr.espon‘de a uma uma absorg3o carateristica
de um sistema aromatico ligado a heteroétomc {transicio n ==>TE*).

O IV, (Fig.E-18) apresenta bandas de -0OH fendlico em 3340

em ™, de carbonila em 1875 em ' e na regific de 1820 a 1890 cm |
sinais de C=C e C-~-0. A presencga de um sistema alifatico &
observada na regifo de 1480 e 1420 <_:m-1 respecti vamente. |

O espectro de RMN'H, (Fig.E-19) mostra um triplete em & 1;48
(j=7 Hz) cuja integi‘ar;"a‘o corresponde a 3 H de metila alifatica,
ligada a um metileno a a um hetercidtomo (oxigénio), o gqual se
apresenta como um quarteto em & 4,48 (j=7 Hz). Em & 2,78 apresenta
um sginglete, gque integrado para 3 H, que corresponde ou a uma

metila ligada a sistema aromidtico ou a dupla ligagio. Os sinais na

regifoc aromitica sugerem um anel tri-substituido, apresentando um
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duplo dublete com jo=§3 Hz e jm=8 Hz em & 6,835, que corresponde a 1
.H, pela integrag3o. Deslocamentos quimicos correspondentes aos
dubletes em & 7.30, para 1 H (j0=9 Hz) e em & 7.55 (jm=a Hz). para
i H. também sEo carateristicos.. |

No espectro de massa {(Fig. E-17 e na tabela 5). o ion molecular
M e 220 CLOOD e os picos M™c13.22> e M™%€1.78 indicam, apds da
eliminac¥o das possibilidades de férmulas tendo um namero impar de
Atomos de nitrogénico, que devemos considerar férmulas contendo (i
H, ©, & ntmeroc par de atomos de nitrogénio. O pico M? ¢ muito
pequenc para considerar halogénics, mas n3o para oxigénio. VYVé-se
que nIo rﬁais estamos com um composto contendo 4 oxigénios(esguems VIJ

Substiralindo-se de 22C a massa dos 4 oxigénios obtem—se ™o
1885 e considerando-se MHCis.aa), indica que temos 12 Atomos de
carbonoc fato que elimina a possibilidade da presenca de 2
nitrogénios. De acordo com os dados experimentais e os calcul ados

indicam certamente a formula como C£2H1204C6 insaturagtesd.

Tabela B. ~Correlagdo Isotdpica do Composto 33

m/e Abundar.‘m:la Normallgaqac 12%C 1x0O 430 calcul ado
relativa Cexperim. 2
220 84.8+0. 5 " 100 100 100 100 100
el 12.8+1.3 13.22+1.7 1iz2.2 0. 04 0.18 13. 36
22z 1.69+0.2 1.78+0.2 0. 80 0.8 0. 80 1.60
o3 ‘ 0.1+0.2 0.310,2 - — —— Ol 2.
Com os dados entregados até agora pode-se sugerir os
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seguintes fragmentos:

oHy (A

9 I
CH., :
e ,
~ (( Q Z CH 3
/

O espectiro de RMN* 3¢ apresenta dois quartetos 2 CHa— 3> um
triplete C-"CH2"0~D, tres dubletes ¢ =CH- de anel aromaticod e sete
singuletes ¢ wuma carbonila de ester, dois carbonos quaternarios de
dupla liga¢Zo e tres carbonos quaternarios do anel aromaticod.

Corr;elax;ﬁo destes dados permitiu identificar o composto como
um derivado de benzofuranc. Uma pesquisa bibliografica permitiu
comparar seu espectro infravermelho e por co‘mparar;?;o identificar o
composto como SB-hidroxi-Z-metil -3-carboetoxi benzof urano E185,125]

Seu espectiro de ¥ nFo esta informade na literatura e neste
trabalho as atribuig¢Bes .dos sinais deo ‘"¢ s3o sugeridas em. base
aos efeitos mesomericos e blindagem, para ailribuir corretamente
s30 necessarios modelos como B-hidroxi benzof urano 233Ba.
B-carboxietil benzofuranes 33b, tals especiros de ¥ n¥o foram
‘descritoes na literatura. Os modelos disponiveis como benzofurano
B3¢ e 2-metil benzofurano 32d ndo satisfacem . ;m fracionamento do

espectro de massas e mostrado no esquema VI

R RrR"

O C O
H3 33a=R=0H

33b=R"= O=C-0-C_H_
33c=R=R"=H

23d
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III.D. Biossintese do Composto 1

Nosso estudo de velocidade de crescimentoe celular e produgdo
do composto 1 mostrou que sua sintese foi evidente apds 15 horas
de incubac¥o da bactéria, e gque a velocidade da biossintese &

diretamente proporcional & concentrag3o celular [44]. De Moss e

Evans [34], & Hoshino e colaboradores (3861 mostraram que
L-triptofano & um precursor do composto 1. Corpe informou que
outras cepas de Chromobactierium vi&lacewn distintas da cepa
brasileira produzem indol, pirrol =] out.ros derivados

extracelulares [102, 1111].

Levande em consideraciEo sssas observagles e com © intuito de
induzir a biossintese do composto 1, fizemos cultivos da bactéria
utilizando compostos {(modelos) que apresentam carateristicas
estruturais owu partes da sua estrutura, tais rc:c:mo tripteofano,
derivados de triptefano e isatina.

Na figura 11 pode-se observar que o crescimento celular em 36
horas de incubag¢io &€ inibido a concentrag@es finais maiores de 18
uM de isatina (vide item II.E.1, pg.28).

Com B uM (200 yl. de solugic padric 0,2mM) de isatina,
crescimento & favorecido, mas nIo a concentragles menores.
Sugere~-se que a presenga de uma concentracioc de isatina maior do
que o limite afeta tanto o crescimento celular como a biossintese
de 1. Isso pode ser explicado considerando que para a biossintese

de 1, a velocidade de formag%o de isatina € t3o ou mais rapida
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Fig. 11-Efeito de isatina 28. no crescimento ceiular
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que a velocldade de desaparecimento, fato que pode inibir o
sistema enzim&tico de uma etapa seguinte.
O efeito de isatina (28) na velocidade de biossintese do composto L

pode ser verificada na figura 12 (vide item II.E.2Z-pg. 30).
-6‘
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CRESCIMENTO (HORAS)Y
Fig.i2-Efeito de isatina na biossintese do compostio 1, na presenga

de 8 uM (~o~) e na sua auséncia (-1J.
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Apés 15 horas pode-se observar mudangas na velocidade de
sintese, fawvorecendo quasem 30 % a bactéria que € incubada por 20
horas com isatina. Com esses resultados pode-se supor Jque a

igatina, realmente, & um metabdélito no caminho da biossintese do

. composta 1.

b
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Fig.13- Efeito da concentragfo de (-o~) L-triptofano 38, (-4-)

serotonina 38, (-0-) isatina 28, (-e-) acido indolacético

Na figura 12  comparam-se osefeitos provocados por outros
provaveis intermediarios no crescimento celular (vide item
II.E.2-pg. 30). Existe uma ligeira aproximag3o no efeito produzido

por isatina e L-triptofanoc. A mesma aproximagdo & observada entre
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serotonina e Aci do indolacético. Isso poderia significar que
aquel es que apresentam conceantragcBes de efeito aproximado
participem em uma mesma etapa de biossintese, fato muito dificil
de provar. NZEo ha ddvida de que L-triptofano & o principal

precursor de 1.

[ X
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= 23
-
a——

.10 ! aro 30

TEMPO DE CULTURAHD

Fig.14-Efeito de (~8-) L-triptofanc 3., (-4-) serotonina 39. (-o-)
igatina 29, (—e-) 4Acidoindolacético 40, (- - controle,
sobre a velocidade de biossintese do composto L . A concentragio dos

substratos foi de 68 uM (vide item II.E.2-pg. 30).

A wvelocidade de biossintese do compeste 1 & mostrada na
figura 14. O estudo comparativo entre L-triptofano, serotonina,
Acido indolacético e isatina € muito similar ao que sSe observou na

figura 13. © contreole & bem menos favorecido na velocidade em
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comparagioc com L—tfiptof‘ano & isatina, na qual o microorganismo
apresenta os melhores rendimentos em crescimento celular e
biossintesse do composto 1.

Os resultados obtidos com  4cidoe  indolacético-2''C,
confirmaram plenamente que este metabdlito €& um dos intermediarios
da biossintese de 1. Com um substrato marcado inicialmente com
446.6+30.7 cpm/nM de IAA (1.98x10 °mM/mL), obteve-se 474.4+10.7
cpm/nM de composto L (2.7>d0_6M/mL). Isto =ignifica que no
mecanismo de biossintese incorpora-se apenas 1 mol de acidé
indolacétice, concordando com © wvalor dado por De Moss guando

utilizou L-triptofano marcado [341, (vide item II1.E. 4-pg. 28).

Tab. B~Incorpor agdoc de DL~triptofano. e acido indol-3-acético em

composto 1.

Substrato Composto ;__- RazZo. Ref".

cpm/umol cpm/umol = comp. i /subs.
pL-2-"*c-triptofanc B 1038 1427 1.39. {34]
DL-3-*C-triptofano 8 = 487 629 1.29. [34]
2-*c-TAA 40. 446.6+39. 7 A74.4+10.1 1.06. Nossa

Na experiéncia de catabolismo de L-triptofanc (vide item
II.E.3~pg. 3. © meio de cultive fol feite em bicorreator com dois
litros de capacidade. Um grande nitimero de derivados inddlicos
obtidos por catabolismo de triptofano est3do descritos na

literatura, [112-1141. A ideia do experimento era a de obter
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alguns derivados indélicos a partir do catabolismo de L-triptofanoc
por Chromobac terium vicolaceun, com a inteng3do de pesquisar novos
metabdlitos cque provavelmente participem na biossintese do
composto 1 [115, 11863,

Quande a fragdoc retida no Sephadex G-18 foi exiraida por
1avagené com 70 % v/v de metanol-agua, e a solugdc analisada por
c.c.d. sistema g {iscpropancl-saménia ag (25 %)y agua (13:1:1))
(vide item II. E.3-pg.30), foram identificados, por comparagdo com
amostras auténticas {(gualidade Sigma), aoc revelar com reagente dé
Ehrlich o= s=seguintes derivados inddlicos : indol aldeido 41,
triptamina 42, indol -3-acético 40, indeol ~F~carboxilicoe 43,
indol ~3-propidnico 44 e indol-3-piruvico 485. ‘O esquema VI da
pagina 73 mostra o fracionamento total.

Até agora, teﬁtando—se entender a biossintese do composto 1.,
estudamos o =feito dos varios derivados indéiicﬁs produzidos por
esta bactéri a. Recentemente, Hoshino e colaboradores [ 365]
propuseram um rearranjo com .deslocamento 1,2, (figura 186) onde
previamente deveria participar, provavelmente, uma amida. A

sintese e estrutura desta amida serZo discutidas a seguir.

Rz=OH B H

Fig.16-Mecanismo de biossintese do composto 1 proposto por Hoshino

& colaboradores [36].
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O novo compésto 24, sintetizado segundo a metodologia
descrita por Huang e colaboradores (117, de Duran e colaboradores

11181, corresponde a N-etil-(S~hidroxiindol-3-il)-2-indoliletilen-

amina {carboxamida ou simplesmente amida), soldGvel em dimetil
sulfdéxido e éter etilico. Cristais muito finos sZo obtidos por
recristalizagio com éter stilico-éter de petrdleo. Seus

antecedentes espectroscdpicos s3o os seguintes

EtOH
UV.kméx

IV, ecm ~KBr : 2.90 (s, 2H), 3.00 (s, 2H), 4.10 (s, 2H). 6.5

nm (log £) : 284 (3.89), 205 (3. 45).

(s, 1H), B.70 (=s.1H), B.8-7.2 (CH), 9.0 (NH).
+2 +

EM e o :M? (@7, Ml%ez.8), M 333 (100). 148 (45), 130

c72).

O espectro de UV (Fig. E-21) apresenta éinais tipicos de
indol (A 284 nm, log ¥=2.82) e de amidas arométi_;:as (h 28938 nm, log
E=3.45). O espectro de IV.(Fig. E-23) apresenta banda larga e
pouce intensa de N-H em 3300 em e em 3550,cm—1, superposta pela
~CH. A absor¢3oc de carbonila de amida apareceem 18678 cm ', Estes
dadeos indicam dque temos uma amida de carater indélico, confirmada
por reag¢ioc positiva com o reagente de Ehrlich.

O espectiro de RMN 'H {(Fig. E-24) mostra claramente o= dois
singlgt,es éorrespondendo aos hidrogénios a e 2 ao nitrogénioc
amidico & 3.0 e & 2,90 (é-!g= muito pequenc). O singlete em & 4,10

que corresponde ao metileno a a carbonila amidica.
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A correlacio isotépica de M e M2 (Fig. E-21) para o ion
impar C e 333> corresponde a uma férmula molecular com um nidmero
impar de Atomos de nitrogénio que incrementam o pico M, sendo
que o pico M'™® & exclusivamente incrementado por oxigénio. Estos
dados permi t-em indicar a férmula C20H19N302 N concordando

plenamente com os dados experimentals, ver tabela 7.

Tabela 7.+~ CAlculeo da Fédrmula Molecular para o Compostoc 34

m, Abundancia o0~ N 3 x N 0 2 x 0O Calculado
relativa
333 100 100 100 100 100 100 100
334 22. 8+2. 3 22 0.37 1.1 0.04 0.186 23. 26
335 2.7+0. 3 2.3 —_— e 0.2 0.4 2.7
336 0. 4+0, 2 0.2 ——— — =

Um mecanismo de sintese € mostradeo no esguema VIIT

ﬂ
= o .
c NG 2@ i =~

' 0 O
il M Rl Pl Ic

w N - - ,H , ¥

H E1gN 47

40

H
N
E!;N

NN
£ b L o
’ e @——E-CHZ CHzT@/
HaN — CHy— CH .[@/OH ' “ N N
Y : H .3.ﬁ H -
N 43

ci= B —
Esquema VII Mecanismo da sintese da nova carboxamida, composto 34

(vide item II.E.S-pg 33)
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A figura 16 .(vide item II.E.8S-pg. 34) mostra o efeitoc dos
metabdlitos sobre a produgido do composto 1, expressado como razio
metabdlito/composte 1 em presenga de L-triptofano , isatina .,
serotonina, dcido indol -3racético e carboxamida. Estas razdes
exibem valores de 1.0, 0.75, 0.70, 0.680 = 0.32 respectivamente,
indicando que os quatro UGltimos compostog apresentam menor efeito
sobre a produgio de 1, mas n3oc necessariamente sejam menos
importantes, pelo fato de que se poderia pensar que a participacgHo

destes metabdlitos comega em etapas diferentes.

')
F
»~

0.30

0.20

ABSORBANCIA (577 nm

1 ] b I 1
r 10 ] 20 ! 20
TEMPO DE CULTIUURA (HORAS)

Fig.16-Efeito da carboxiamida 34, sobre a biocssintese do composto
1, L-triptofanc E (-B-). isatina 28 (-o-), serotonina 38 (—b8-),
dcido indol-3—acético 40 (-e-), carboxiamida 34 (-#-) e controle

(- )- As concentragdes finais dos substratos foram 6 uM.
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A carboxiamida, 34 »sintética épresenta menor efeito,
provavelmente porque a amida n3o participa desde © comego do
caminho metabdlico, e sé depois de um tempo de cultivo a bactéria
cria o sistema enzimitico apropriado para o metabolismo.

Apés 30 horas de cultivo a quantidade do composto 1 aumentou
32  vezes, mesme  sendo  a produgio a maior com oS outros
metabdlitos, que alc.ann;am O maximo em 29 horas de crescimento, a
amida nZ¥oc revela presenca de platd na curva de crescimento, pode
sSer uma etapé de latencia muito maicr; em c;omparagﬁo com oS outroé
metabdlitos.

A possibilidade de gque o composto 34 necessite de oulros
metabdlitos de etapas antericores na biossintese (que prepare um
meioc enzimatico apropriade) foi estudada comparativamente na
figura 17 (vide item II.E.7-pag 35 ).

Considerando o meic tioglicelato como éontr‘ole, podemos
observar um acréscime do composto | quando a amida € adicionada
junto a isatina e ticoglicolato. Este comportamento de favoravel
pode ser explicadoe pelo fato de provavelmente que o mel o
tioglicolato, rico em nutrientes apresente um sistema enzimatico
mais apropriado para metabolizar a carboxiamida 34.

Q fato de que isatina seja produzida também a partir deste
composto na presenga de Chromobacterium vioclaceun € a razdo de
4dcide indol —3-acético 2-"c e composto 1 tenha um wvalor prdéoximo
de 1.0 nos levou a pensar no seguinte esguema hipotético para a

biossintese de 1 (esquema VIIT), na dgqual se propBe a sintese
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- ABSORBANCIA (377 nm)

0.0 - , |
5 10 ;

TEMPO DE CULTURA (HORAS)

Fig.i7- Efeito comparativodos provaveis precusores do composto 1,
L-triptofano 5 +  tioglicolato {(-® =), . carboxiamida 34 +
tioglicolato (-o-), <carboxiamida 34 + isatina 28 (B -).
tioglicolato ¢-A-), carboxiamida 34 (-B-). A concentragfc final de

todos os precurscores foli de 8 uM.
bioldgica do composto 24 e sua participag3o come intermediario

(estrutura V no esquema), para se chegar enzimaticamente a XI. A

partir de isatina (X2 e do composto XI (via passc j) formaria
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finalmente composto desejado. No esquema VIII passo (A), o &acido
indol -3-acético em parite & transformado em indol {1i18]. Triptofano
C(I>, a seguir, ¢ convertido em S-hidroxitriptofano (II2, caminho
(B) [66,120]. = posteriormente a BS~hidroxitriptamina <(III> passo.
(C) (34, 361. Todos processos enzimaticos sZEo conhecidos,
Triptofano produz acido indol -2-acético (IVD ja demonstrado na
literatura [115, 121]. Uma reagfco entre (IV) e (III> produz o
composto (V2. O passo (D) é possivel mediante o deslocamento 1, 2,
como fol sugerido por Hoshino e colaboradores [36, 37] formandoe um
radical intermediario, a partir da atuagfo da peroxidasa sobre o
carbono o ao nitrogénio como um derivado de amina alifatica [1227.
Rearranjando—se este carbono radicalar formara um derivado de 1,3
diidro-2H-pirrol-2-ona (XI>2 e o© carbono radical ficara no indol
CVIID. Este Ultimo pode derivar (VIIID [57] pelo caminhe (E) e o
dihidroxiindol IX por (F), I[113, 123, 1247. ?osteriormente a
isatina (XD wvia {(B) ou diretamente desde o indol com o carbono
" radical CVIIo por oxigenagio, ciclizacio =3 clivagem do
intermediirico isatin (H). A participagZoc da amida V como um
importante intermediirio na biossintese do composto 1 & evidente
se s3o considerados os resultados da figura 17. Cabe indicar gque
todos os outros metabdélitos do esquema tem existéncia comprcvada
na literatura, CoOmo produtos enzimaticos provenientes de
diferentes meios bicldgicos. O estudo de induzir a biossintese do
composto 1 & importante porque nos permite enriquecer o meio de

cultive com nuirientes especificos, aumentando a sua producioc em
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um tempo menor .

Na natureza existem muitos detritos orgénicos provenientes da
manufatura de produtos industriais de consumo que nioc  s3o
aproveitdaveis. Entretanteo, o conteddo protéico medio pods ser
gtil como nutriente. Devide ao alto custo do meio tioglicaolato
utilizado em nosso estude e da variagio da qualidade deste
nutriente de Tfabricante em fabricante, comegcamos a pesquisar
nutrientes mais baratos e de facil acesso. Os resultados mais
alentadores foram obltidos. com f‘ar.elo de arroz enriquecidoc com
L-metionina, um aminoiacido que favorece a velocidade de sintese do
composto 1 [44] e participa no processo de cianogénese da bactéria
[53, 116]1. Os dados experimentais obtidos ( vide item IT.E.B-pg

36) s¥o mostrados na tabela &.

Tabela 6.Resul tados do Meio de Cultura Utilizando Farelo de Arroz

e L-metionina como Nutrientes.

800 mL farelo L-met. tiogl. ext comp. 1 CcCoOmp. ];.*
de meio arroz{g) ' mg;/mi_. )) cru(mg)y {mg) % relat.
1 15 1 18 219 87 84.
2 20 1 10 372 21 . 78.
3 23 1 7 418 102 o8.
4 30 ’ 1 - 5531 117 113, -
5 . 48 1 - 887 i12 108.
controle - - 30 147 104 100.
*

+ 3 % aproximadamente.
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Estes resultados podem ser interpretados convenientemenie do
ponto de vista da quantidade total do composto 1 obtide desde o
extrato cru e nEo em razlo das percentagems de rendimento.
Portanto, o farelo de arroz representa um meio viidvel e de fAaAcil
acesso transformande-se em uma alternativa provavel para um de
nossos objetivos., Com isto pode-se garantir uma produg3o do
composto 1 a um custo mais baixo, deixande um farelo e caldo gque
podem ser reaproveitados para outros fins, como, por exemplo um#
fonte de proteinas ou aminciacidos para enridquecer alimentos de

consume animal .
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III.D Coment&r ios Gerais.

Dentro dos objetivos da t,es.e esteve a analiss de metabdlitos
no crescimento de Chromobacterium violaceum, foram caraterizado
por di versos nmétodos, isatina 28, p-~aminof enol 30, dcido
antranilico 31, S-Hidroxi-2-metil-~3-carboetoxi, benzofuranoc 23,
dcido pirrel —Ewcapbéxilicc 32, indol~-3-aldeido 41, triptamina 42,
dcido indol -l -acético 40, 4dcideo indol-3-carboxilico 43, acido
indol -3-propidnico 44, e acido inéo‘i névpirfxvico 45, Qutro objetivcﬁ
importante era melhorar a produgdoc de composto 1, e para isso
estudaram-se ©os possivels precursores deste, como por exemplao
L-triptofanc B, serotonina 38, isatina 29, acidec indol-Z-acetico.
Para a compreensfco do mecanismoe biossintético foi necessario
sintetizar um prodﬁto nove, um intermediaric do composto 1. a
carboxamida 3Z4. Visando esta mesma proposta de esclarescimento da
biossintese, realizou-se pesla primeira vez a sir_atese do compostoe 1
marcado isotdpicamente a parﬁir de adcido indol-3S-~acético-=2 e
Este estudoc permitiu propor um esquema pbliossintélico para o
composto 1.

Um novee produto (nZo iseol ado em outras cepas de
Chromobactertwn wviolacewn), foi caraterizado. O composto £ um
derivadoe de bDbenzofurano 23 e apresenta propriedades bioldégicas
similares ao Aacido indol-~-3-acético e a tiroxina [127 1281l.

Estudar propriedades tripanoccidas in vitro frente a

7. cruzi Ccepa Tulahuen) em Meio LIT foi outro de nossos objetivos.
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QO aumento da‘produggo do composto 1 atraves dos | estudos
feitos neste trabalho permitiu a sintese de varios derivados como
o bromadeo 4, tetraacetilado 35, triacetilado 38. sal de sodic 38 e
metilol 37. Sendo que este Gltimo mostrou-se altamente eficiente
contra T. crwu=i, in wvitro, e com citotoxicidade e genoloxicidade
similares a do nifurtimox, droga amplamente utilizada na Doenga

de Chagas.
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CONCLUSDOES

1. -Chromoboc teriun vioclacewn mostrou-se altamente sensivel & luz

UV tendo sua cor modificada, indicando a nBo produgifce do pigmento

(composto 1), sem alterar visivelmente o crescimento bacterial.

2. -Com os compositos bicssintentizados nesta condigBes & com ©s
resul tados obtides na incorporagio de TAA a-*¢ foi

proposta uma biogénese do composto 1.

2. ~Induziu~se a sintese do composto 1 e composto 1 isotdpicamente

marcado com metabdlitos produzido pela mesma bacltéria, como
isatina, 28 e os produtos de catabolisme de L-triptofanc, S.
Atingiu-se o© objetive de melhorar o rendimente de vioclaceina,

fate promissor paré iniciar uma produgico de derivados (bromado 4,
acetilados 38, 38 e metilol 27) para se ter uma fonte potenci al de
drogas com atividade bactericida é tripanocida.

4, -Caracterizamos sistemiaticamente os produtos isclados desde a
bactéria irradiada’ (isatina 29, acido. antranilico 31 =]
p—aminof enol 30, embora sSejam conhecidos. NEo existe na
literatura informag8c de que foram isclados em cultivos de
Chromobacteriwumn vicolaceun.

8. Desde a cepa nativa foi isolado um derivade de besnzofurano,
23, t_::u_jo escueleto, pertence a um grupoc de compostos que
propriedades antioxidante e similar as propriedades de acido

~ indcl -3—acético.
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6. ~ Mol horou—se a ‘prcdug?a‘o de wvieoclaceina {composto, 1 com

nutrientes baratoes visando sua produg3o industrial,
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