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RESUMO

Chromobacterium violaceum produz o composto 3-[1,2-dif-
dro~5~(5-hidroxi~1lH~indol-3-{1)-2-o%xo-3H-pirrol-3~1lidenol-1,3~
ditdre-2H-indeci-2-ona (pigmento 1). Realizou-se um estudo das

condi¢Bes de cultura para obimizar a produgio de pigmento 1, cous

variagBes de nutrientes, temperatura e pH do meioc foram correla-

14

cionados com o crescimentoe celular. Os cultivos feitos a 28 c
durante 24 h de incubag3o a pH 7, em meio lfguido na ausé&ncta de
luz apresentou o5 melhores rendimentos.

0 pigmento I foi isolado de um extrato acetdnico da Dbactéria
e identificado medliante dados espectroscdplicos e constantes frlal-
cas.

A partin do pigmento | foram preparados og seguintes dériva-
dos : pigmento I-bromado, formilado, acetilado & =28l de sodto.
Eetes derivados foram purificados por cromatograffia de camada
preparativa e ldentificados por UV, iV,‘H NMR, EH.

Resultados preliminares de atividade Eiolégica degtes compos-
tos mostraram ser antitripénossomais

Por envelhecimento da cepa nativa obtem~ze uma cepa de cor
branca que sintetiza um composto que foi ildentificado parcialmen-
te como um derivado biftalato.

Quando a cepa nativa foi irradiada a A >254 nm na faixa de
fiuénctla entre 25,9 KJ/mze 38,9 KJ/Q% obtem—-se uma bactérta mu-
tante de cor vermelha. O composto isolado desta mutante foi iden-

tificédo cono isatina.



ABSTRACT

Chromobacterium violageun vyields 3-[01,2-dihydro-3-(5-hydro-
%i-1H~indol~3-yl)-2-oxo-3H-pyrrol-3-ylidenel-1,3-dihydro-2H~in-
dol~-2-one {pigment I>. Culture conditions were optimized for tLhe
production of pigment 1 and changes of nutrients, temperature and
pH were correlated to cellular growth. The best results achieved
when incubation was done in a liguid wmedtum and In abzence of
light, at pH 7 for 24 hs at 28=C.

Pigment | was lsolated from the acetone extracts and identi-
fied by spectroscopic data and physical congtants,

Bromo, formyl, acetyl and sodium galt derivatives were prepa-
red from pigment 1. These derivativeg were purified by preparati-
ve thin layer chramatmgraphy and tdentified by UV, Ik, u o umR
gpectroscoplies and Mass spectrometry.

Preliminary results have shown that these compounds are anti-
trypanosonal .

By aging the native strain, 2 white one was obteined which
yielded a compound which was partially 1ﬁentifled sz & biphta-
late.

When the native strain was irradiated at A > 254 nm, in
fluency range of 25,9 KJ/mzto 38,9 KJ/H?, a red mutant bacteria

was cbtained, which yvielded {gatine.
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INTRODUCKO

1.1 Aspectos Gerals

Qg processos de fermentagdo realizados por microorganismos
té&m sido explorados had milé&nios pelé homem. No entanto, 2 uttli-.
zag8o industrial da capacidade blossintética das células * vivas
para a produc¢io em grande escala de produtos quimicos e bloquimi-
cos de interesse pratico é relativamente recente. £ no comeco
deste século, apds ter-se-estabelecido as bases da microbiclogfla
e da bilogquimica, guando se industfiak}on a produgio de fermentos
e de etanol. Jd em 1925 foi produzido dcido citrico em escala in-
dugtrial, utilizando-sze¢ o fungo filamentoso Agpergillus niger
[11. Porém sem divida alguma, um grande avango na industrializa-

¢3o dos microorganismos fol devido a degcoberta da penicilina em

1928 por A. Fleming, produzido pelo fungo Penicillium nenatum

[21. A busca sistemdtica de novos antibidticos foi iniciada por
Waksman em 1939, descobridor da estreptomicina e outros antibidé-
ticos [31.

- De 1940 em diante, foram caracterizados aproximadamente 3000
noves antibloticos produzides por microorganismos. Ha tabela 1
estBo indicados algung dos antibidticos mais representativos jun-
to com os microorganismos produtores [1,4].

Apesgar dos antibidticos serem os produtos mails pesquisados

pelta microbliologia industrial, outros compostos também s3o produ-
zidos pela fermentagfo. Entre eles, podemos citar solventes e
dcidos orgdnicos, bebidas alcodlicas, nucleotfdeos, dextranos e

varios outrog polimeros. Alguns dos produtos de interesse indus-

trial mats representativos, s%o apresentados na habela 11 01,53,



TAB.I.Principails Antibidticos Naturais de Interesse Industrial e

Microorganismos Produtores

__ Classe_____._____Bntibidtico Microorganisue Produtor_
[B“LBCtamaS Penicilina Penicillium chrysogenun
Cefalogporinas C Cephalosporium chrysogenunm

Cefamicinas A, B e C Sireptomyces lipmanil
Streptomyces lactamdurans

Streptomyces griseus

Nocardicina Nocardias uniformis
Aminoglicos {deos Estreptomicina Streptomyces griseus
Gen@amicina Hicronospora chalceae
Kanamicina Streptomyces kanamyceticus
Hecomicina Streptonyces fradiae
Macrdlldas Eritromicina Streptomyces erythreus

Carbomicina

(Magnamicina) St;eptomyces haldstedi i
Lincomicina S;reptomyces Einéolnensis
Oleandomicina Streptomyces antibiéticué
Aromaticos Cloranfenicol Streptomyces venezuelae
Tetraciclinas Tetraciclina Streplonmyces aur@ofacieﬁs
(Aureonmicinal © Streptomyces aureofaciens

Oxitetraciclina

(Terramicinal Streptomyces rimosus
Glutafimidas Ciclohexinmida Streptomyces griseus
Polienos Amfotericina B Streptomyges nodosus
| Nistatina Streptomyces noursel
Pept{idicos Bacitracina Bacillus subtilis
Colistina Bacillus colistinus

Polimixina Bacillus polymyxa



"TAB.I!.Principals Produtos Microbianos NZo-Antibidticos de Inte-

resse Industrial

__________________ Hicroorganismos Prodotores _ Usos
Acetona Clostridium acetobutilicum Solvente guinmico
Butanol Clostridium acetcbutylicunm Sclvente quimlco

2,3~butanodieol

Diijdroxiacetona
Kcido citrico
Acido lactico

Kcido fumiarico

Aciﬁo glucdnico
Lcido 2-cetoglu_
cénico
Lcido azcéltico
Kcido glut@mico
2 Ligina
vinhos
Cerveja
Bhisky,rum
Amilo=ze bac.
Proteases bac.
Pectinagses
Eztreptogquinase
Sorbose
Cobalamina
Dextrano

Prot.Paraesporal

Bacillus polymyxa
Enterobacter aerogenes
Gluconobacter suboxidans
Aspergillus niger
Lactobac}llius delbruckil
Rhizopus oryzae

Rhizopus nigricans
Aspergillus niger
Pgeudomonas sp
Gluconobacter suboxidans

Gluconobacter suboxidans

Corynebacterium glutamicum

Saccharomyces ellipsoideus

Solvente guinmico

Reagente quimico
Alimentos,medicina
Alimentos, cortume,
téxtil e lavanderia
Reginas, umechtante

Medicina,fotografia

Praecurgor de vibt.C

Alinenta¢Eo

Alimentagio

Bebidas

S.cerevisiae,S5.carlsbergensisBebidas
™

Saccharomyces cerevisiae
Bacillus subtilisg

Bacillus subtilis

Aspergillus wentii

Streptoccocus hemol{ticus
Gluconebacter suboxidans
Streptomyces olivaceus
l.euconostoc mesenteroides

Bacilius thuringiensis

Bebidas
Hidrdélise de amlido
Cortume, papel
Fabglc.de sucos
Medicina

Sintege da vit.C
Suplem.alimenticia
Estab.de-

alimentos

Iriseticidas biodeg
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Teoricamente, estes metabdlitos celulares poderiam ser produ-
zidos por cultivo de células animals e/ou vegetais {6]. Entretan-
to os microorganismos apresentam uma série de vantagens gue per-
mitem o desenvolvimento de processos econdmicamente vidvels.  Por
exenplo,os microorganismos possuem uma aita velocidade de repro-
ducio, logrando-se em poucos minutos, um estdgio de crescimento
que =6 serta obtido apds horas ou dias pelas células vegetals ou
animais. Além disso o crescimento em grande escala n¥o apresenta
aificuldades técnicas em fermentadores de até 200.000 litros de
cultive, utilizando para seu crescimento matérias primas diver-
sas, o que permite aproveltar os recursos que existem em cada
pais.

0 conhecimento do me@abolismo de certog microorganismos, ser-
ve como modelo, em outras cepas, possibllitando alterar determi-
nadas vias metabdlicas ou mecanismos reguladores com o objetivo
de induzir um fluxo metabdlico para sintetizar produtos de inte-
resgse deseiado. Por eéte método, obtiveram-se por mutagBes suces-—
sivas, cepas de Penicillium chrysogenum com a capacidade de
produzir aproxlmadamente entre 35.000 e 40.000 Ul/ml de penicili-
na, sendo que as cepas originais tinham uma baixa capacidade de
produ¢fo (200 Ul/mi) (5].

£ sabido que as mutagles empiricas sgucessivas, alteram as
vias biossintéticas e os mecanfsmos reguladores das cepas nativas
de microorganismo. Assim, serfa possivel induzir os intermedid-
rios ﬁetabélicos‘apropriados para aumentar a produ¢lo de antibid-
ticoz, em detrimento da formagdc de macromoleéculas tails como pro-
teinas, carbolidratos e acidos nucleicos. Desta férma, um microor-
ganismo de alta produg¥o tem um crescimento mais lento que a cepa

parental I63.

Por exemple, a utilizacg®o de uma cepa mutante de Cornynebacte-

4



5
rium glutamicum induzida convenientemente, tem permitide a produ-
c%o em grande escala do aminodcido lisina com um rendimento de 44
gramag por 1itro de cultivo em &0 horas, com uma conversido de 30

-

% de glicose adiclonade ao melo em lisina [7].

A produgﬁo de um grande nudmero de antibiéticos‘pode ser con-
trolada pela concentrag3o de determinados nutrientes do melo. Por
~exemplo, altas concentra¢Bes de fosfato inibem a sfntese de antl-
bidticos aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina, butirozina
e kanamicina ), dos antibidticos peptidicos (bacitracina, poitimi-
wina, etc.), das tetraciclinas, das macrdlidas e dos polienos. En
consequénela a produgHo industrial destes antibidticos deve sger
Feita a concentragBes limitantes de fosfato [51; 0O aminodcido

triptofano ¢ indutor da biossintese de alcaldides do ergot por

truturais induzem a sintese do antibidtico cefalosporina.

0 progresso da blologfa molecular e o desenvolvimento da en-
genharia genética permitiram um enfoque méis racional na obtencHo
de mutantes "superprodubtoras”. Asgsim € possivel introduzir mate-
rial genédtico externo na célula micrebliana e desenhar os passos
metabslicos que devem ser alterados para sintetizar uma determi-

nada subgstancia de interes=ze industrial.
T

0 exemplo mais notdvel dos possi{vels beneff{clios das aplica-
¢Beg indutriais destas técnicas é a preparagdo de féarmacos, pro-
teinas, polipeptfdeas de lmporténcia médica tals come anticorpos
e horménios.

Neste processo de descobrir novos férmacos, muitas substién-~
cias quimicas s¥0 submetidas a ensalos biloldgicos para encontrar

o que apresente atividade bioldgica benéfica para o homenm.



1.2 Férmacos

Durante sdéculos a humanidade uséﬁ em muitos casos com exslen-
tes resultados, extratos vegebtsis ou de orgHos de animals para o
tratamente de ﬁiversas doengas. lsto levou aos pegﬁuisadores a se
interesar e a explorar a medicina popular. Diversos medicamentos
ut.ilizadose na =ztualidade (alcaldides, antibidticos, vitamina§ e
horm&nios) resultaram da purificag¢do destes extratos ou seja l=so-
lamento e identificagdo de seus principios ativos (87,

Sendo gue este estudo’foi realizade com um derivado inddlico,
produzido por um microorganismo, serdo introduzidos alguns con-
ceitos bés}cos de estrutura e atlvidaée bioldgica.

0 indol e alguns de seus derivados s%o conhecidos desde ha
muitoe [31, sua estrutura e nomenclatura foi proposta por Bayer
r10] e maig tarde por Fischer [11]1. 0 nuicleo inddlice & formado
se da fusZo de um anel benz&nico nas posigBes 2 e 3 do pirrol

(121, ver figura 1.

5 3

6 (;? Ve
4

FI1G6.1. Estrutura hibrida do indol

0 indol tém cardter aromdtico: apresenta estrutura planar e
10 eletrons ressonantes com energla de ressonfncia de 47 kcal/
mol. Cristaliza~-se em dguza quente, funde entre 52-54 ¢ e entra

em cbulicio a 254 2C. Possuil um momento dipeolar-igual 2z 2,38 D en
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dioxano e 2,11 D em benzeno (25 2C). E solivel em soiventes orgi-
nicos comuns como dbter de petrdleo, benzeno, clorof@rmio, dlcoonl
e dgua quente.

Og indéis s¥Ho altamente reativos frente a 4cidos e agentes
oxtdantes devido & zalta concentraglo da dengidade eletrdnica  s=o-
hre o C-3, sendo esta a posigio mais reativa do ndcleo, (ver fi-

gura 2).

o
Se
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©
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S i NS
i I |
H H H
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& [F . \»$ & $//
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" 9 10 1

Fi¢.2. Egtruturzs ressonanteg congtribuintes da estrutura hibri-

da do indol

Essas propriedades variam conforme se substitul o©s hidroge~
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nios do ndcleo por grupos diferentes. As propriedades egspectrog-
cépicas permi tem uma rédpida caracterizagfo, diferenciagfo e
identificagio dos derivados, principalmente ag zbsorgSes em UV e
espectrometr { @& - de massa.

A presenga do nudcleo inddlico em muitoz alcaldides bioldgica-
mente atlvos & espectidvel, & que compostos simplesz consbruidos
ao redor deste nidcleo poderf{am ter, ou n¥o, atividade bioldglica.
Embora gue mui tos deste mostrarem atividade, de fato, relativa-
mente poucos sdo usados ¢l inicamente . lgto ¢  possivel ochzervar
devido a que © nidcleo inddlico n¥o confere sobre @ mnolécula um
inico tipo de propriedades bioldgicas, a atividade depende mals
da natureza dos substituintes [5-8,13-171. 0 efeito produzido é
atribuido 2 interag%o com uma substincia receptora especifica
[18-231, formando um complexo com o componente celular [241.

.As fungbes fisioldglicas que envolven compostos inddlicos po-
dem distribuir-se em constibtuintes de protefnas (triptofano), al-
caldides (reserpina),‘alucinégenos (seroténina, dcido lisérgico,
poileocibina, ebtc.) [25], antibidticos (indolmicina, telomicina,
tirocidina B)Y [26-281, agentes antiﬂinffamatérios, analgésicés,
anti-piréticos (indometacina) [291.

Um microorganismo interessante para ser analisado gmob estes
aspectos, ¢€ agquele que produz um antibidtico iInddlico que & a
bactéria Chromobacterium viglaceum, o temz de estudo deste traba-

lho.
Esta bacteria té&m, 30 menos, tripla importSncia no Brastl,

uma que & produzida normalmente em grande escala no Rio Negro na
Amazébnia, segundo, que aparentemente té&m uma fungio ecoldgica nas

dguas do rio e terceiro, n3o apresenta patogenicidade aparente.



1.3 Chromgbacterium viglaceum

C. violageum ¢ isolada normalmente de amostrass de solo pelo
método de Corpe (30]. Recentemente, no Brasil, fol encontrada nas
margens do Rio Negro na Amazdnia [311. A posigHo ‘taxondmica tém
gide investigada por Sneath (321 e outros pesquisadores [33-471.
A literatura médica contem informagles do iscolamento de (.
viol aceum de tecidos animals, em infecgBes fatais de mamfferos
incluindeo 16 casoz no homem [38-417, embora relacles etiolégicas

definitivag ndo foram rigorosamente estabelecidas. Sneath repor-

tou gue as cepas de C. violaceum testadas foram sensfveis a es-

¢

treptomicina, cloranfenicol, aureomicina erterramicina £321. Al~
gumas destasz cepas produzem dcido clanidrico como parte de seu
metaboligno normal [42-471, a produgBo de hemolizina tambenm tam
sid@ informada (481. A preseng¢a desta bactérta fol obesrvada en
sementes de milho, provocande um aumente do peso seco da planta
[491. Um extrato desta bactéria lmpede o ¢rescimento de amebas no
solo [50]1, melhora a agregagHo hidrdulica da argtla arenosa [511.

Estudos preliminares de r@queriméntos nutricionais e fislold-
gicos para o crescimento da bactéria e sintese de alguns metabd-
litos Lé&m sido reportados [52-55]1, ela metaboliza H—carbobenﬁo~
xilﬂL+triptoFano em um derivado 2',3'~-diidro e dcido indol-3-pro-
pionico em indol-3-acrilico [561. Estes produtos de Dbiotransfor-
mag o tém sido'encontrados como componentes estruturals em varios
ant ibisticos peptidicos [57,5837.

Chromobacterium violaceum produz o pigmento roxo 3-[1,2-dii-
dro-5-(5~hidréxi~1H-indol-3-11)-2-oxo-3H-pirrcl-3-ilidencl-1,3~
diidro-2H-indel-2~ona, pigmente I, conhecido como violacelina, ex-
trafdo em bom rendimento e também o deoxi-pigmento 1. o pigmento

1 fol descoberto por Boisbaudran em 1882 [52], pesquisas poste-
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riores [AO-75]1 mostraram o isolamento com diferentes graus de pu-

reza, ver figura 3.

N0 .
R . A[H,0 - £+0H
| ] 1 Y___ \ [ COMPOSTO 1N Apmdx
If )\NI pr . ZSSnm'
A S 30 8 om(S)
£ b HCL 166 nm{S)
R=0H PIGMENTO I - | .
a=H DEOXI-PIGMENTO I
260 nm
xrod 376 nm |
585 6m COMPOSTO I H  Nmax
: . ; 2680 nm
366 nm
562 nm

FIG.3.Produtos de foltdlise do pigmento I, irradiado em solug3o de

acetona—dgua com ldmpada de mercirio a 400 watt por 45 minu

tos a 35 cm de distincia da l&mpada, 1881.

Estudos de determinagio estrutural foram por muito tempo in-
frut{feras até que uma série de observagles experimentals apare-
cem no perfodo de 184S a 1SéO [76-831. A estrutura fol entioc de-
duzida por estudos de degradagBes e confirmada por sintese. As
propriedades espectrais tém sido reportadas [67, 69, 70, ?6, 841.
Durdn e colaboradores [853, avaliaram o potencial fototerdpico do
pigmento comparando suas propriedades espectrais e fobtodinimicas

com conhecidos compostos fototerdpicos, come sosina, cristal vior
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leta, hematoporfirina e azul de metileno, sugerindo seu uso Como
droga fotoquimioterdpica 185, 8631. Quando o pigmento 1 fol foto-
{isado, dots produtes foram obtidos (871 o 4-[1,2-diltdro-5-(5-hi~
dréxi-1H-indol—~3-11)-4-h1dréxi-2-(1,3~didro-2H-indol~2-)1 but-3-
endico lactona{ 11) e seu scido correspondente (111}, a fligura 3
mostra os produtos de fotdlise do pigmento 1. Pogteriormente Du-
~4n e colaboradores também informaran atividade contra mlcroorga-
nismo Gram positive e Gram negativo do pigmento 1 e seus fotopro-
dutoes. A tabela 1!l mostra o efeito antimicrobial, do pigmento
1,deoxi-pigmento 1 e seus fotoprodutos {(composto 11). Embora este

ra

TAR.111.Actividade Antimicrobial de Pigmento [, Deoxi-pigmento I

e seus Fotoprodutos %

Hicroorganismo Control __Pigmente 1 DReoxi-pigmento 1
______________________________ #___.Control lrrad. Control Irrad..
Entercbacter asrogenes - ot o - _
ATCC 10006

Escherichia coli -~ ++ + + +
ATCC 25922

Providencia sp. - ok 4t +++ e
Rlebsiella pneumcnlae - ot + e+ ;+
ATCC 3383

Sal&onelia typhi - +4++ +4 s 4+
Staphylococcus aureus - +++ + -+ +
Bacillus subtilis - 4+ ++ + +

%) +=10 mm; ++=>10 mm; +++=>15 mm (halo de inibig3o).

#) em acelona.
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composto Il tenha menor atividade que o pigmento I, apresenta

maior solubilidade em &gua o que torna importante na ag%o ant {-

bicstica in vive [(881.

A baixa concentragio de microorganismos encontrados nas dguas
do Rio ¥egro @ a ausénela de doengas endfalcas entre a populagdo
que congome agua do rio, foi explicada pela presenga deste pilg-
mento | e outros fotoprodutos derivados (31, gg, 901.

Outras cepas de C.violaceun, distinta da cepa brasileira, ten
sintetizado compostos com atividade bloldgica e os de malor inte-
resse apresentam nmicleo peptidico ou um nécleo[leactémlco; que
repregentam um dos malores melos gquimioterdpicos para o controle

de infecg®es bacterials [91-94].

1.4 Objetivos

e constitul um 1mporténte problema sanitarioc em toda América La-
tiné e sua drea de difusfo abrange uma boa parte do territdrio
brasileiro, sendo end&mica nas regdes do-norte.

Existem poucos compostos com atividade antitripanossomal com
baixa toxicidade. Na atualidade sé se conta com trés agentes qui-
mioterapicos capazes de curar a doenga durante sua fase aguda,
Megazol e os nitroderivados Lampit {nifurtimox) e Rochagan (benz-
nidazol), tendo em discussBo ainda sua capacidade para produzir
verda&eiras curas na fase crdnica, ambas drogas s#o de toxicidade
consideraveis [95-98]. lsto se faz necessario procurar novos
agentes gquimioterdpicos efetivos contra ngggggggmg cruzi, . que
resultem indcuos para o homem. Estes antecedentes levaram nosso
grupo a pesquisar a atividade antitripanocida do pigmento 1 e

seus derivados quimicos, portanto os objetivos foranm abordades da

1
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geguinte formas:
-Otimizar a bicssintese do pigmento I, modificando as condi-
~Caracteri=zar sistemiticamente o pigmento | e seus derivados
por métodos especiroscopicos.
~Aumentar a solubilidade do pigmento 1 através da sintese de
derivados, mantendo sempre gue for possivel, sua atividade anbti- |

bacterial e contra o Trypanosoma cruzi.



Experimental

I1.1 Materials e Hétodos

Heste eztudo utilizou-se a bactéria Chromobacterium viola-

ceum, que pode ser encontrada no solo e na dgua de ambientes tro-
picais [993. Recentemente foram descobertas grandes quantidades

desta bactéria no Rio Negro da Amazdnila L[L00,1011.

11.1.1-Cregcimento Bacterial.
As células foram intcialmente cultivadas em meio sd&lido de
tioglicolato (DIFCO) com 1,2 % de agar (DIFCC) a pH &,8 (previa-

mente ezterilizado a1 15 minutos em um autoclave verti-

&3
PN
10
w0
-Ej
]
-

cal modelo 103 FABREY e s 32 20, em garrafas de Roux de il pro-
tegidas da luz, por 36 horas de incubag¢io em uma estufa de culti-
o modelo 1i6 FAREBE.

Posteriormente, os cultivos Fpram_Feitos a 28 =2C por 24
horas de incubag3o em melo lfiguido de tioglicelate, pH 7,2 cém
aeracio mediante uma bomba peristdltica de velocidade varidvel,
(modelo 1215, Harvard Apparatus), a 180 rpm ewm erlenmayer de 56&
m! contendo 125 ml de meio 1iquido, em auséncia de luz (previa-

mente esterilizado a 121 2C por 15 minutos),

11-1.?— Extragio da Bactéria.

A extracgio fol feita com solvente en ordem de polaridade
crescente e em um extrator tipo soxhlet de 250 e 500 ml de capa-
cidade e por lavagems sucessivos dos cultivos contidos nas gar-

rafas de Roux.
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11.2 An4ligse Jos Extratos por Cromatograffa

[1.72.14—- DetecogBo dos Constibuintes.

Em cromatogralifia de camada delgada (c.c.d.) e camada preparaﬁ
tiva (c.c.p.? utilizaram—-se sillica ge! GF254 e alumina GFZSé,quaM
lidade HMerck. As placas de c.c.d. de 0,2 mm foram do tipo G~&0
sobre folhazs de aluminio, as de ! mm foram preparadas em um apa-
relho de Desaga [102] sobre wvidro.

Og sistemas cromatogréficos utilizados foram

Sigtema 2 = gilica gel, benzeno:acetona (2:1)

Sizstema b =

il

{lica gel, benzenoc:acetona (3F:4)

Sigtema ¢ = alumina , cloroformio:metancl (385:5)
Sistema 4 = si{lica gel, benzeno:éter etilico (3:1)
Siztema & = 2ilica gel, acetato de etila:déter de petrol . (3:2)

Os cromatogramas secados ao ar foram observadas & luz UV X254
nm e reveladog com vapores de iodo ou reagente de Dragendorff
- e/ou golucio de dcido sulfdrico ao 10 % (v/v) [103]1. Az reveladas
com golucio aquosa de écidd sulfurico foram posteriormente  aque-

cidas a 110 2C por & minutos e observadas a luz UV X 360 nm.
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11.2.2~ Separagio dos Extratos.

Na separag®o cromatogrdf ica em coluna wutilizaram-se colunas
de vidro de 2x40, 1x25 e 4x60 cm respectivamente, a amostra dia-
solvida enm acetona foi misturada com uma quantidade adequada de
adsorvente cromatografico. Apds prévia evaporag8o do solvente, o
misgtura amostra-adsorvente foi colocada na parte superior da  co-
luna contendo @ fase estaclondria empacotada a szeco ¢ em =Seguida

celufda com o solvente determinado previamente por c.c.d., de
forma lenta e continua mantendo constante senmpre uma frenle de
solvente nf¥o malor gque um a dois centimetros de altura. A eluig¥o
foi efetuada até esgolar a mistura de partida.

s

11.3 legolamento & Purificaglo dog Produtos

A andlise por c.c.d. das diferentes fracBes, indicoun a reu-
ni%do de frag¢gBes da mesma conduta cromatogriafica e separar og pro-
dutos para serem purificados utilizando c.c.p. ou coluna. A puvlf
ficacic do componente levou—ge a cabo por’cristalizagles sucessi-
vaz até que o© comportamentd do produto mostrou-se crématagréfica~

mente puro.

11.4 Caraterizagio dos Compostos Obtidos

Os pontos de fus¥o foram obtidos em uma placa Kofler e n3o
sofreram correcio. Qg espectros de infravermelho (IV) Fdram re-
gistrédos em um espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo 180 em pas-

tilha de KBr ou em filme com fluorolube. As frequéncias das ab-

sorces s¥o informadas em cm .

Os espectros de resson&ncia magnética nuclear prcténica(ﬁﬂﬁh}

foram registrados em um espectrdmetro Varlan modelo T-£0, utili-
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zando solventes deutérados, conforme indicado em cada caso & he-
trametilsilanc (THS5) como referé&ncia interna. 08 deslocamentos
gquimicos dos protong %o informados em 6 e a multiplicidade & in-
dicada come singleto (), dubleto (), triplebto (L), guarteto
(q), muitip%ecﬁa{m) e a# constantes de acoplamentos de spin;spin
a3%0 indicadas como J (Hz), Se nio & mencionada n¥o foi resolwvida.

Os espectros de massa (EM) foram regitrados em um espectrdme-

tro de massa Vartan modelo MAT 311 A a um potencial de ionizagho -

de 70 eV, a temperatura € indicada em cada caso. Oz especiros fo-

ram graficados em termos da intensidade de cada sinal relativa &
mais intensa designado como 100 % e indlcando-se s aquelas; cuja
intensidade relativa fol maior que 5 %

As atribﬁigﬁes funcion¥is nosg espectros IV feoram feitas de
acordo com Nalkkanishi [104] e Bellamy [1051 = o8 deslocznentos
quimicos de RMN 'H de acordo com Bovey [1061, Dyer [107) e Jackman
£1081.

Os espectros de absorg¥o registraram-se em um Espectrofotdme-

tro Karl Zeig DHR-21.

11.% Tratamentos das Amostrasg

necidas pelos profesgores L.R.Caldas e A.C.Leit%o da Universidade

9]

Federal de Rio de Janeiro e foram mantidas am rescimento  em

placas de Petri de 10 ¢m de diametro em meio sélido de tioglico-

lato com 1,2 % de agar a 35 2C e replicada cada 36 horas

11.%.1- Fraciconamentoe do Meio S4slido.

A bactéria inoculada nas garrafas de Roux (20 de cada vez)

fol extraida exaustivamente por lavagens sucessivas com acebtona.
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A4 solug¥o aceldnica ?01 flltrads sobre algedio & concentrada eob
vacuo {(protegida da luz), obhtendo-se 4,50 g de exirato crd. 0 ex-
trato crd embebido em silica gel fol fraclonade por extragio con-
t fnua num soxhlet, com clorofdrmio, €ter etflico e acetona duran-
te 6 horas paré cada soﬁvente, tempo que fol mals que suficiente
para lograr uma extragfo total.

Ag respectivas sclugdes orginicas foram secadas sobre Mg 50,

anidro e concentradas separadamente produzindo os residuocs deno- .

minados como Ext. CHCly (2,1 g), Exbt. Et,0 (1,3 g) e Ext. He, CO

2
(70 mng).

As anadliges cromatogriaficas de camada delgada nos sisteﬁas a
e e (vide sec¢do EI,2.i pag1S3 indicaram que os extratos clorofdér-
micos e etéreo apresentam muitos componentes. Com 2 finaltdade de
obter extratos mais limpos & solugBo acetbnica original fol con~

centrada ateé suspensio (aproximadamente 100 ml) e extraida por

vdrias vezes com volumes iguals de umz mistura composta de aceta-
to de etilas—3dgua (2:1) até obter a fase orginica incolor. As
solugBes de acetato de etila foram reunidas & secadas =zobre Hgﬁﬂa

anidro, emsegulda concentradas em um evaporador rotatdrio e o ex-
trato crd assim obtido pesou 4,2 g. Este extrato crd foi Lratado
da mesma forma gue o anterior, fornecendo um Ext . CHC1ly (2,05 @),

um Ext. Et,0 (1,07 g) e um Ext. He,CO (30 mg).

2
0 extrato clorofdérmico e a solucio aquosa n%o foram trabalha~

das

11.5.1.1- Fracionamento do=Extrato Etéreo

As andlises cromatogriéficas nos diferentes sistemas mostraram
a presencga de dois compostos majoritdrios entre vérios componen-

tegs menores.

2 g de Ext. Etzo misturados com adsorvente cromatografice fol
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colocado na paxte su?eriaP de uma coluna (Ix40 omy ds SiDziativim
dade 1) e eluico com benzeno-acetona (3:1), o qﬁe permitiu sepa-
rar 8 fragGes.

Das frag8e= 6 e 7 recromatografadas no sistema b (vide sec3o
11.2.1 pag.id > - foi lsolado um composto denominade como VCV~3
(27 mgl.

Da fragdce 3 isolou-se um composto que se apresentou amorfo
de cor roxo. N@o fol possivel cristalizar (2 mg) e fol dencominada
como CV-2.

Es outras fragles nBo foram trabalhadas.

I1{.5.1.2~ Frac ionamento dé Extrato Acetdnico.
100 mg de extrato ascetbnico foram submetidas a separacic  enm

c.c.p. mediante eluigles continuas utilizando o sistema b (vide

L

egBo I11.2.1 pag.15). Uma faixa de cor azul intenszo fol zseparada
desta placa cromatogréfica e o constituiente aderido na Faze esg-
taciondria fol extraido com mebtanol e filirade em funtl de wvidro
ginterizado. Obtive-ze 8 mg de um composto puro que apresentou
uma de colorag@@o szul Iintenso gque cristalizou 2m  benzens-sostons

e fol denomina<ioc como pigmento-}

11.5.2~ Fraclonanento do Melo Ligutdo.

da pelo seguinte procedimento:0 meio de cultura fol separado da
cepa por filtragio sobre algodi3o. As células foram lavadaz virlas
vezes com #gua destilada até eliminagfo total de tioglicolato,
ficando prontas para uma exbtraglo com acetato de etila. Esta ex—
tragdo foi feita por simples lavagens das bactdérias, obtendo—se
uma solugdo de cor azul intenso que fol secada szobre HgSO, antdro

e logo concentrada em evaporador rotatdric. Foram obtidos 2,1 g
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de extrato cru, o qual fol fracionado por cromatografia de colu-
na (4x60 cm), wutilizando 510 atividade | (250 g} e benzeno-ace-
tona (3:1) como eluente. Das fragdes 57, obbiveram—-gse 14 mg de
pigmento 1.

Oz dados espectroscdpicos do pigmento ! estZo resumidos abail-

KO

UV A max / nm (log €): 260 (4,29), 236 (3,96), 376 (2,83), 577
(4,3

IV v cal: 3250, 3100, 1680, 1655, 1610.

pun'H, &: 12,1 (s,1H), 8,1 (s,1H), 7,35 (s,1H), 7,40 (s, iH),
6,82 (d,1H> J=4 Hz, 10,82 (s,1H), 7,6 (g,1H), 11,0 (s,iH), 8,90
(s,1H), 7,1 (t,1H) J=4 Hz, 7,25 (d,1H) J=4 Hz, £,90 (d,1H) J=4
Hz.

EM m/e (%) : M+ 343 (27,5), 327 (3.15), 315 (5), 134 (12,4),
133 (100), 132 (10), 105 (40>, 104 (81), 398 (17>, 84 (46), 78

(293 .

11.5.3- Fraclionamento das Frag®es &6~7.

110 mg das fragBes 6-7 foram submetidas a separacio em c.c.p
sistema b (vide seg¥o 11.2.1 pag.13), uma faixa fluorescente de
Rf 0,76 fol separada da placa, o compogto adsorvido sobre a si-
lica gel fol & extrafde por lavagens sucessivas com clorofdrnmic e
filtrado. A solugd@o clorofdrmica fol concentrada em evaporador

averdeado

ih

rotatdério e oblteve-se 37 mg de um dleoc flucorescente

gue n¥o fol possivel cristalizar. Este composto foi denominado

R

uintes:

jir]
i

como OV-3 e azm caracterigticas ezpectroscdpica O asg Be
F

3), 386

o

UV X max /nm (log&: 226 (5,113, 274 (4,643, 284 (4,r

(4,40,

1V v em': 3450, 1730, 1600, 1580, 1280,
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e, 8. 0,62 (s,9H), 0,30 (L,18H) J=7 H=., i,1-1,5% {m,36H),
> 1 (s,0H), 4,2 (d,4H) J=5 Hz., 7,4 (d,2H) J=6 Hz., 7,6 (d,2
H) J=tHz.

EM m/e (%) : M+,644 (72), 626 (8),_ 601 (12), S61 (58), 517 (11)
487 (26), 445 (&60), 420 (567, 390 (&4), 373 (&7), 375 (59

(7 ), 345 (237, 149 (100).
I1.6 Qeagﬁes de Transformagfio do Pigmento I

11.6.1~- Sintese do Aceltato.

50 mg de pigmento [ misturaram-se intimamente com DO mg de
acetato de asdio e 1,5 ml ‘de antdrido acético [iOé}. A solugio
aga{m obtida foi refluxada a 80 2C com aglitagBo magnética. 0O
transcurso da reag¢fo fol acompanhado por c.c.d. no sistema g (vi-
de secBo [11.2.1 pag.15) e gquando esta mostrou o consumo total de
pigmento 1, a reag¥o foi vertida sobre agua com gelo e extrafda

com benzeno. A fragio benzénica feol purificada por ¢.¢.p. no sia-

]
n

Ltema {vide seglo 11.2.1 pag.15 ). Izolou-ze um composto puro

im

(36 mg) que cristalizou em benzeno-acetona em forma de agulhas
escuras e funde a uma temperatura acima gue 300 2C. 0 compoato
foi denominado como pigmento—1 Acetilado. Seus dados espectros-
cOpicos s¥%o os seguintes: .

UV A max /nm (log €): 235 (4,43), 265 (4,33), 300 (4,003}, 560

(4,21).

1V v cal: 1780, 1740, 1650, 1550.

run'ud 7,75 (s,1®), 7,25 (d,1H), 7,0-7,2 (stnal largo,3H),

7,80 (s,1HY, 8.30 (L,1H), 8,4 (4,1H), 9,05 (4,1H) J=7 Hz, 2,30

(s,3H), 2,35 (s,3H), 2,50 (s,3H), 2,55 (&,3H).

EM m/e (%) :511 (48,25), 496 (233, 4638 (52,6), 468 (73), " 426

{31, 425 (603, 343 (1003, 174 (47>, 175 (8)

. 176 (92)
{84} )
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11.6.2- Sintese do Sal Sddico.

Foi prepar @ado de acordo zo método descrito na referéncia [109]
50 mg de hidreto de sddio (2,17 mmol) foram lavadas com n-pentano
e2m um balio tr itubulado, equipadoe con termdmetro e funil de adi-
cHo sob atmosfera de nitrogénio e adicionadosz 10 wl ds THF  ani-
dro. Uma solug 3o de 130 mg (0O,3790 mnol) de pigmento | em THF (5
wml) foil adicionada a Ltravés deo funil ace balidc de reaglo. A migstu-
ra de reacio fol aglitada magnéticamente a 02C. 0O transcurse da
reacdo fol seguido por c.c.d. no sistema b (vide gegad I[1.2.1
pag.35), sendo que o desaparecimento do plgmento 1 foi observado
a poucos minutos do infcio desta. Apé§ 3O minutos de agitagdo, a
misgtura de reagio fol vertida sobre um excesgso de dicﬁrs‘;‘-r:ar;‘:eianr:a
e o precipitadeo formado fol meparado por filtragfo.

Obtive-se 147,5 mg de um composto que recristalizade emsde
acetona-dgua fundiu a acima de 400 =2C.

0 numero de equivalentesz de sddio por‘equivalente de pigmento
1 foil calculado a partir dos resultados.das zeguintes experién-

cias:

a) Uma titulagBo acldo-base, utilizande um pHrmetrc modele E 512
Metrohm Herisau. 60,1 mg de pigmento I"sédico que foram dis
zalvidos en dgua destilada e completado a 5 ml em balZ3c wvolu
métrico (o, pH da solugal & 10,5), foram =zdicionados 5 ml de
solugfo de dcido cloridrico 0,1 N que mudou o pH para 3,2. O
exceso de dcido foi entﬁé titulado com soluglo de hidrdxido

de sodio O ,0816 H.

b)Y 16,94 mg de pigmento l-sddico foram dissolvidos em 1 ml de
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uma solucHo de 0,05 M de dcido sulfdrice & ge agitou a b

5]

s
ratura aml 1ente por algunsz minutos. Logo depols foi  extrafda
por sucess ivas vezes com volumes lguats de acetato de etila A
solucg%o de acetato de etila foi secada sobre sulfato de sddlio
anidro e cnjncentradé em um evaporador rotatérico. O extrato
obtido foi redissolvido em acetato de etila completando 1 ml
em um balXo volumdtrice. A solugfo de acetalo de ebtila foli
colocada em uma cela de gquartzo e sua absorbincia fol lida a
N 577 nm, a concentraglo final do pigmento I fol calculada
através de uma curva de calibracgio.

A informag o espectrdscopica da sal sdédica obltida é & éeguin
Le: .

UV >max /nm (log €): 247 (4,53), 280 (449>, 302 (4,37, 378

4,223

IV v en! : 3030, 1680, 1610, 1550

RMN]Htﬁ: £,30 (d, 1HY, 7,00 (¢, 2HY, 7,05 (4, 1Hy, 7,15 (4,

1HY, 7,20 (&, iH>, 7,25-7,45% {(m, 2H), 7,55 fd, 1y, 7,80 (4,

1HY, 7,70 ¢(d,1H).

11.6.2~ Sintese de Metilol:

Fot prepar-ado seguindo o procedimento indicado na referéncia
£1101; A 80 mg (0,23 mm) de pigmento-I, disclvidos em 5 ml de THF
{procedé&ncia Aldrich), foram adicionados 2 ml de d&cido percldrico
aquoso 2 5% e 1 ml de solug¥o aquosa de formaldeido a 37% (Fie-
chef). 0 transcurso da reagfo fol seguida por c.c.d.no slistema a2
(vidé secBo 11.2. 1 pag.1®) e apds 1 hora de 2gitag¥o a2 mistura
de reac¢Ho foi neuiralizada com solugio saturada de bicarbonato de
sodio e filtrada. O filtrado fol diluido com acetato de etila e
lavade com soluglo saturada de bicarbonato de sddio (2 x 15 mld).

A soluclo de =acetato de etila fol secada sobre sulfato de sodio
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anidro e canae?ﬁmadarém evapor ador rotatdrio, obtendo-se um sdli-
do de cor azul claro (65 mgl), que induzido a cristalizar em ace-
tato de etila/m-hexano forneceu 48 mg de um composto cristalino
de cor azulado gue fundiu com decomposigdo a temperatura acima de
290 =C. |
Oc dados especiroscdpicos s3o apresentados a continuagfo:

UV X max. /nm (log €3 :232 (3,78), 2,60 (3,83), 275 (3,54,

380 (3,83), 530 (3,68},

IV v cal :3250, 2950, 1680, 1650.

RHN1H§:9,?8 (s, 1H}, 9,10 (4, 1H), 8,25 (g, 1H), 7,62 (=, 1H),

7,40 (s, 1H>, 7,35 (s, 1HY, 7,00-7,30 {(m, 2H), 6,30 (&,1H),

&,80 {(m, 1H>, 4,85 (s, &H).

EM m/e (%) : N+,433 (100), 432 (51), 405 (113, 404 (57>, 402

498y, 164 - (143, 163 (77), i61 (32), 105 (413, 104 (19), 78

11.6.4~- Sintese de Pigmento I-Br.

Fol prepar ado de acorde com o método ;tilizado por Erickson e
colaboradores [111]. 40 mg de pigmento 1 foram disclvidos em dois
ml de piridina resfriada em um banho de gelo e fol adicionado gém
ta a gota uma guantidade equivalente de perbrometo de piridinto.
0 consumo de substrato foi monitorizado por c.c.d. no sistemal 2
(vide seg¢¥o I11.2.1 pag.i15) e 5 minutosapds de completada a raa-
¢3c, fol adicionado NaHCO4(10 %) e extrafdo com éter etilico.

A ﬂolggéo etérea fol lavada com bicarbonate aquoso saturado de
NaCl, a fase eltérea foi secéda com MgSO,anidro e cromatografado
sobre c.c.p. no sistema 4 (vide secio 11.2.1 p39115}, {(por duas

vezes). Obtiveram-se 32 mg de composto puro (Rf 0,61) que crista-

lizou em éter—metanoi e fundiu a temperatura acima que 300 2C com

decomposigdo.
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UV X max /nm (log €): 263 (4,19, 310 (3,72), 495 (4,42),570
(449

v v cit : 345, 3200, 173C, 1750.

RN B O ;10,30 (=, 1tHY, 10,80 (s, 1H), 9,55 (s, tH), 8,80 (&1

r

H), 8,25 (=, 1H>, 7,55 (4, 1H), 7,40 (m, 1H>, 7,25 (4, 1HY,
7,20 (4, 1H2 , 7,10 (s, 1H), &,95 (4, tH)

EY m/e (%)Y : 503 (7,8, 501 {(M+,17), 439 (8,2}, 475 (3,6>, 473
(8), 471 (4> , 213 (100}, 211 (983, 132 (50, 131 (373, 105 (27}

105 (27), 104 (12), 78 (48).

11.6.5- Tentativa de Oxid'ac;%r:} com Reagente de Jones.

40 mg de CV-3 (vide seqgfo [11.5.3 pag. 20, foram disolvidos en

5 ml de acetona e agregou-se 2 ml de reagente de Jones [1121.

A mistura <da reag@o fol mantida durante um dfa a temperatura

ambiente. 0 ex<esso de oxidante fol destruldo com gotassz de meta-
nol, diluiu-ge com dgua e extraiuvu-se com clorofdrmic. Depols de

secar a golucgilHo clorofdrmica sobre sulfato de =sddio anidro foi
evaporado obbte ndo-ge uma gubstancia olecsa.
Por an&lise de c.c.d. no sistena a (vide seg¢3o 11.2.1 pag.1s:

no transcurso da reagido se verificou que o produte CV-3 € inerte

ac reagente de Jones. Foram recuperados por c.c¢.p. no sistema 2

33 mg (82,5 %> de CV-3

11.6.6- Tentativa de AcetilacZo de CV-3.

A uma solug3o de CV-3 (SOm_g) em Ac,0 (3ml) foram adicionadas
3 gotas de pir idina e foi guardada a temperatura amblente por 24
horas [112]. Ao términe desgste lempo a mistura de reaglio fol  ana-
ltzada por c.c .d.no sistema a (vide gegfo I1.2.1 pag.15) o que se
verificou a auaéncia de qualsquer produto. Seguidamente., fot re-

fluxada por & horas e depols de analizada por ¢.c.d. fol obser-
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vado que V-3 €€ inerte & acebt ilaglce. Por c.c.p. sistema =2 {(vide
= = P a

seco 11.2.1 paxg. ¥ ) forem recuperados 17 mg (56,7 %).

1.7- Otimizag™ o do Crescimento Celular
11.7.1- Velocidade de Crescimento.

Calulag de 3% horas de crescimento de Chromebacterim wviola-
ceum foram inoc<culados em uma garraf‘é de Roux (gue continha  um
meto edlido de cultivo, cuja conmposiglo era de 3% de tioglicola-
to e 1,5 % de =agar) e Incubadas a 30 2C em ausénecia de luz. A=
célulag foram rTemovidas da garrafa em intervalos de tenpo de
crezcimento di Ferente e levadas a secagem a 70 20 por 12 horas.

Quantidade=s de células zecas & pigmentadas entre 2,5 e 3,5 nmg

foram pesadas em um balfo volumétrico, completando o volume de b
P ’

ml com stanol e apds 10 minubtos aglitagHo, uma aliquota de 1 ml
foit retirada e ida a absorb&ncia a XN 577 nm em um sspectrofobd-
mebtro Bicronal {(modelo B-3823 . As concentrsgd mes de pigmento I

foram calculadas utilizando o valor de € (2,55»;10[*} a um caminho

Sptico de 1 cm ..

11.7.2-Efeito da Temperatura.

200 ulL de wuma suspens¥o de células pigmentadas, de 3& horas
de crescimento, foram agregadas a cada um dog 5 matrazes HMHoncd
contendo 10 ml de meio liquido de tioglicolato e incubados a di-
ferentes temperaturas selecionadas. Depols de 14 horas de incuba-
¢%o, cada amostira recebeu 1 ml de etanol adicional e depois de
cinco minutos de agitagHo foi lida a sua absorbancia em um espec-
trofotdmetro Micronal (modelo B-382)Y a A B77 nm, a concentragio

by o

do pigmento foi calculada em fungio do valor de €(2,5210 I

minho &ptice de 1,0 cm.
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11.7.3-Efetto de Aminoacidos Sobre o Crescimento

200 ul de #ndculo foram transferidos & um matraz MNonod con-
tendo como meio de culbtivo (previamente esterilizadod, 15 ml de
uma composiq%c»ﬂde aminocdcidos como fonte de N, C e sais minerais
contendo por 100 ml de meio: 0,5 mg de FeSQ,x7H/ 0, 100 mg de Hg-
Clp: 600 mg de K HPO,: 50 mg de K50, 147,33 mg de Dlh-alanina,
20,66 mg de DL.—triptofano, 8 mg de treonina, 12 mg de L-lisina,
106,6 mg de Dl.—metionina, &,6 mg de DL-fenilalanina, 8,6 mg de
L-leucina 6,6 mg de tirostna, 6,6 mg de DL-valina, 9,3mg de argti-
nina {(todos de procedencia Sigma) ajustada a pH 7,2 e Incubzdas a
30 eC sem luz . Apds 16 horas de crescimento fot agregada & amos-
tra de meio de cultura 2 ml de etanol a 95%, agitada por al-
guns minutos e B absorbincla da suspens¥o fol lida a A 720 nm.

Neste expeximento para crescimento bacterizl, o melo padr3o
corresponde azguele que contem todos os amlnoacldos e sals mine-
rais, exceto de um aminocdcido na compogigZo do melc o que corres-

ponde & amosghtr a em eztudo.

11.7 .4-Efeito da Concentra¢3oc de Triptofano

Foram inoculados, com 200 al. de suspensio estogue de células
com 326 horas de crescimento de Chromobacterium vicolaceun, 25 er-
lenmayers contendo 15 ml de solug¥o aquosa de tioglicolato a 1,5%
aquoso como me lo padr¥o. Os frascos foram distribuidos em 4 z2é-
riegs de & erlenmayers, contendo adicionalmente quantidades diver-
sas de solugBes de (20 mg/100 mldde L-triptofanc ou D-triptofano
ou DL-triptofanc ou DL-politriptofane (de procedéncia Sigma).

0O meio de cultura fol incubado a 30 2C sen iuz e depois de 4

horas o crescimento foi interrompido com 2 ml de etanol e agita-

¢c¥o. Umalfquota de 3 ml da mistura de reag3o foi lida a absorban-
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cia do pigmento 1 a X 577 nm, com um caminho dptico de 1 cm. Su

m

concentraco fol calculada com o valor de G(Z,Bxloé).

11.7.5-Efeito da Concentrag¥o de Metionina e Vitamina B-12.
Seis eriernﬁayers de 100 ml foram inoculadeos com 100 ul de ce-
pa fresca de Chromobacterium violaceum,  contendo come nmelo de

cultivo, 15 ml de uma solu¢Xo cuja composig¥o por 100 ml de melo
& 1,5 g de tioglicolato (Blo—Bras). Foi adicionado para cads  wa-
traz (total 5) =dmente um dos seguintes nutrientes: 3 ng de D-me-
tionina, 3 mg de L-metionina, 3 mg de DL-metionina {(de procédénm
cia Sigma) 3 mg de N-acetil,L-metionina e 0,5 pg de vitamina B-12
(de procedéncia Herck). .

0 weio fot mantido por 16 horas com agitagdo a 28 =2C. Depols

de adicionar 2 ml de etanol a cada erlenmayer, a wbsorbincia fol

lida & X 577 nm.

11.7.6-Consumo de Oxigénic em Diferentes pH

Utilizou-se um oxigrafo termostatlzadé com agitacBo magnélica
Y51 modelo 59.

Como amostra estoque de indculo, fol utilizada uma suﬁpensﬁo

de 0,6 mg de células de 36 horas de incubag¥o de Chromgbacterium

ml. Umnaz serie de 16 erlenmayers de 50 ml contendo 5 ml de meio
tioglicolate na faixa de pH entre 3,0 e 8,2 {(com uma diferénga de
D,S‘unidades de pH entre cada erlenmayer da série) foram inocula-
dos com 100 ul. da suspensio estoque. Apds uma hora de Incubaglio a
28 2C, 4 ml de amostra de cada erlenmayer foranm galccados no  re-
servatsdrio do eletrodo especifico de oxigénlio e individualmente
medido © consumo de oxigénio. A velocidade do registrador foil de

20 cm/h .
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Ae solugBe= tamnplesg foram preparadas a partir de Hhc 0,3 H:

Naic 0,3 M e N=C1 0,5 ¥ [112].

.7.7-Crescime=nto Celular e Sintese de Pigmento | em Diferentes

pH
Uma amostr & estoque composta por 5 ml de uma suspensfo que
contem 0,8 mg <de célulag de 36 horas de crescimento de Chromobpo-

terium violacewun por ml de dgua destilads, foi utilizada.
De uma zér ie de 19 erlenmavers de 125 ml contendo 10 ml de
meio liguido t ioglicolato, 18 foram inoculades com 100 pl de sus-
pensfo estoque e incubadas a 28 2C com agitacio, protegidés da
luz; 0O erlenmaver nio inoeulado permaneceu como controle do meio.
A determin mcio do pigmento 1 Fbi feita ltende a absorbincia a

AN 577 nm em um espectrofotdmetro Micronal em diferentes tempos de

incubagfo até completar 14 horas de crescimento. Para iszto fot

i

necezsgario adi clonar na cela 200 ul de etanal & 95 %,
As leituras de turbidez da suspensdo celular foram felitas a
720 nm. Este experimento fol feito a pH 6,4; 6,8; 7,2;: 7,0 ¢ 7,8

respectivament e

11.7 .8~ Efeito do pH Sobre o Crescimento Celular em Presenga de
Hetion ina e Vitamina B-12. |

Doze matra=es Monod que continham como meio de cultive, 15 ml

de solugHo de tioglicelato aquoso (1,5 %, previamente esteriliza-

do? énriquecido com ! mg/m! de DL-metionina e 0,5 ng/ml de vita-

mina B-12, onze foram inocuiados com 100 ull de célulaz de 36 ho-

raz de crescimento de Chromebacterium violaceum, permanecendo um

em branco.
Os meios de cultivos tamponados entre a faixa de pH 2,5 e 8,2

foram preparados por dissoluglBo do tioglicolato, adbre ag solu-
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¢8ezs tampfes proeviamente escolhidos e preparados por guantidades
apropriadas de solugBes de acido fosfdérico e sais de potassio
{mantendo cons®ante a concentragico de fosfato O,'S:H),‘ correspon-
dendo um pH diferente para cada matraz. Apds de & horas de incu-
bacio a 28 20 < crescimento fol detido com 500 ul de etanol 95 %

e foram lidas =ms absorbincias a X 720 nm e a XN B77nm

11.7.9- Mutagdo Fotogquimica,

A irradtag=oc da cepa fol efetuada com uma lampada de Merciurioc
OSRAM HQL (A> 254 nm) a diferentes velocldades de fludncia.

A fluéncia da laémpada ol determinadas com um radidmetro YS1-Ket-
tering modelc; 55 A nos ccr’npx‘imentas de onda » > 254 nm (107,0
w/md e A > 300 nn (68,4 w/nd.

A irradiacZo da cepa de Chromobacteriun xigﬂlggg%,' de 12 ho-
ras de incubago em meio tioglicolate (3%)-agar (1,2%) em placa
de Petri, fol ¥ealizada recobrindo-se a placa com papel de alumi-
nio  com uma abertura retangular de 1x8 cm = uma distancia entre
15-20 c¢m. Inmed latamente apds o término da fotdlise, 3 bactdria
fol replicada «m placa de Petr! com igual nutriente & incubada &
- 28 2(C.

Coldnias vermelhas selecionadas, onde as placas ressemeadas,
foram incculadas em garrafas de Roux e apds de 6 dias de incuba-
¢Bo a 28 2C, feoram extrafdas por lavagens sucessivas com cloro-
férmio. Por andlises de c.c.d. sistema 3 (vide segfo 11.2.1 pag.
1%, o extrato «<loroférmico mostrou a presenga de dois compostos

maJoritérics.de Rf 0,37 e 0,81 respectivamente.

I11.8 Ensatos Bloldglicos
Foram envi adas amostras do pigmento 1 e de pigmento I-Br a0

Doutor Victori ano Campos da Faculdade de Ciéncias da Universida-

%
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de Catdlica de Valparaiego-Chile, para serem submebidas a testes
de atividade anti-tripanossomals.

Oz trabalhos experimentais foram realizados pelo grupo do Dr.

Campos, e os resultados aqui apresentados sHo ensa

pror

oz prelimina-

res in vitro.

Ag formas <e cultivos de Trypanosoma gcruzi, <¢epa Tulahuen,
foi mantida em melo de Senelk jle para eztoque e em meic Phillip

para crescimen®tos e ensalos.

11.8.1~ Curva e Populagio.
De uma sér ie de 18 matraz Monod contende cada um 20 ml de
meio Phillip, 17 foram inpculados (um permanece ' como controle)

com 500 uL de cultura de Trypanosema ¢ruzi e incubades durante

-

12 dias a 28 =2€ alcangando uma concentragio de 2x105protozoos por
ml de meio, instante gue se separam em dols grupos: O primelro
formado por trés sgéries de 3 Monod mais um controle, ao que adi-
cionou-se pigmento | e pigmento I-Br dissolvides em acetona e me-
tancl a uma concentraglo de 10, 50 e 100 ﬁg/ml de meio; O segundo
grupo estd formado por duas széries de 3 Monod mals um control,
aos que adicionou-se osg solventes em razio de 10, 50 e 100 jug/mi
de melo.

0 estudo do efelito dos compostos e seus solventes fol reali-

-

zado apds 1, 6, 8, 9 e 20 horas de sua inoculag3o, correlacionan-

4o o

U]

gseguinte s parsmetros:

W

.~Leitura de absorbincia a A 540 nm do meio Phillip.
b.-Contagem de protozoos em cémara Hemacitbmetro de Keubauer.
¢.-Mobilidade e formas f lageladas percentuals

d.~Morfologlia e afinidade de se-~tinglir para estudo microfo-

tografi co
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11.8.2- Curva e Crescimento.

A distribui ¢l3o dos 18 Monod foi feita como "foi indicado no
item anterior. Az séries de Monod contendo: meic Phillip-compos-
tos e meio Phi 1l lip-solventes foram aquecidos a 50 2C em banho Ha-
rfa termoreguié§v91 duraﬁte 15 minutos.

Uma vez res=friado procedeu-se a inocular os protozoos e Incu-
bi-log a 28 2C por 28 dias, correlacionando os mesmos parémetros

e

do item 11.8.1 exceto a morfolegia e afinidade de se-tingir.

Composi¢¥o do melo Senekjlex

Bacto Beef extract 50 gr
Neopeptona {BRI) . 20 gr.
Nall ‘ 5 gr
Bacto agar 20 gr
Agua deztt 1ada 10006 ml
Sangue desf ibrinade de coelho 10 % de metlo

Compostigio do melo Phill ip#

Tripficase (BBI) 2,0 gr
NaCl 0,7 gr
H32803 0,03 gr
Dextroga 0,% gr
Agua dest! lada 100 ml

Soro de cawalo 4,0 m!}

XAmer . J. Trop. Hed.

1ha
(7%

, 523, (1943).

#Amer. J. Trop. Med.

{8}
=

, 280, (1851).
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A sintese «uimlca do pigmento [, fol reportada por Ballantine

e colaboradores: [B2] e a formag3o bloldgica @ sua biosintese, foi

sugerida cons i derando o2 regiduosg gque forman parte da  estrubtura:
S-hidroxindol, oxindol e hidroxipirrol {1131, Requerimentos nu-
btricionals, em cutras cepas de thgég@_gg_gggigrﬂ violaceum & c:er.tc:é
fatores fistoladgicos involucrados no crescimente do microorga-
nismo, foram descritos por De Moss e Happel [731.

Og requerimentos nulricionais para a blosintese do pigmento I
gHo desconhecidos e, observagBes pouco precisas é. respeito tem
sido reportadas por Corpe e Gilmaﬂ- (114,1151.

Nozso estudo de velocldade de crescimento celular c-t—:-- produgio
de plgmento 1, monstrou gque a sintese do pilgmento foi evidente
depols de 15 horas de Incubag¥o da bactéria quando foi utilizado
tioglicolato como melo a 30 =2C

Na figura <t pode-se ohservar que = vel'oc:idade de sintese | do
pigmento 1 é diretamente proporcional & écncentr‘ag%a de ecélulas.
Uma relagio limnmear entre atividade celular e concentraci3o das ce-
iulas, fol encontrada aoredor das 20 horas de incubag¥fo. Os wvalo-
reg experimenta@ls resumides na tabela IV, representam os valores
medics e foram aorreiacionados com O valor de€(2,5x106) a XN B77
nm e daf calcu ladas as concentrages do plgmento I. Pode~se ob-
servar que 2 velocldade de sintese val-se tornando matzg lenbta &
medida que o tenpo de incubagdo aumenta, indicando que o cresci-
mento celular deixa de ger logaritmico, ou seja, o aumento da
concentragio do pigmento |, jd n3o ¢ observivel, embora exista um

asumento considerivel de concentragfo celular.

33



32t

1

F. S
2 G ’
E
£ [
iy
£
c oy

D

TFiG.4. A velocidsde de 2zintese

crescimento celular entre 16-21 horas

& 00,9370

TAR.IV. Velocidades Hédias de Sintese

| i i i | | ™ citulas -
S 10 15 20 i 3

I } £ 1 t L HORAS.
5 17 18 ™Y 20 21 C AESCIM,

(vide gecd0o

do pigmento 1 &

11.7.1 pag.28 3.

{coaf.

fungfo linear do

de

correlaclo

)

de Pigmento I

Crescim.

Hrs

16

17

18

18

20

21

celulasg em .
peso secol{mg)
2,8

8,3

Absorbincia
{xn B77 nml
0,057
0,188
0,285
0,375
0,510

0,594

Pigmento I

{nmol/horal

O efelto da temperatura no crescimento celular e na activida-
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de do microorgz&niﬁmo-em sintetizar o pigmento 1 é apressntado na
tabela V (vide secgdo 11.7.2 pag.ze Y. O crescimento celular & 28
=C apresenta mamior atividade que as célulae crescidas a 37, 30,
57 @ 23 eC. Ilst-o significa gque a velocidade de sintese a 28 =2C
estd sendo Favc;recida eﬁ dez vezes mais do gque © crescimento
feito a 37 2C. Também pode-se sugerlicr que a abtividade celular
para sintetizars o pigmento 1 a 37 2C & de 10 %, relativo & abtivi-
dade sapresentacda com 28 =C. A solubilizagc3o do pigmento [ na mis-

pura de reaco foi facilitada pela adigdo de um ml de etanel 95

%.

TAB.V.Efeito da Temperatura Sobre a Sintese do Pigmento I.

(os valor-es de absorbinclia apresentam um erro de #1,5%)

Temp - Abzsorbiancia Vael. de sinteses
(2C) (h B77 nm (nmol/hd (%)
23 0,276 5,52 84
27 0,296 5:92 30
28 0,329 6,58 100
30 0,240 4,80 72
37 0,042 0,84 10

Dos requer imentos nutriciocnais ensalfados da tabela VI (vide
secio 11.7.3 pag.27 ), s6é metionina & absolutamente requerido pa-
ra o crescimETato-‘Alanlna, arginina e triptofano estimulam ©
crescimento somente em presenga de todos os outros amino dcidos.
A menor percen tagem de crescimento obtido para a auséncia de me-
tionina, indica provavelmente, gue este nutriente poderta estar
presente no caminho metabdlico da sintese do pigmento 1. O trata-

mento com etarzol n¥%c afeta a turbidez se a leitura & feita antes
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de cinco minutos. Foi observado que apds doz minutos & absorbin-
cia diminui e 1 sto & cuplicado pelo aparecimento de precipitado
que deve ser C. vlolaceun.

Quando este experimento foi repetido nas mesmas condiges, os

valores da absorbincia mostraram que o crescimento relatlivo &

reprodut fvel em aproximadamente 96 %.

TAB.VI.Efeito de Amino dcidos Sobre o Crescimento.

Amino dcido Omitido Crescimento Cregcimento Relativa
{(ng/15ml)d {(Abs. A 720 nm) (%)
Henhum . 0,410 : 100,00
Alanina (22,1 0,187 45,60 + 1,7
Triptofano (3,131) 0,281 68,53 + 1,3
Treonina (1,2 0,342 83,41 + 2,7
Ligina (1,8) 0,331 BO,73 + 3,1
Hetionina (163 0,058 _ 14,14 + 1,0
Fentlalanina (1,0) 0,335 ' 96,48 + 0,3
Leucina (1,3) 0,360 _ 37,80 + 2,9
Valina (1,9) 0,389 94,87 + 3,7
Arginina (1,4) 0,299 72,92 + 2.8
Tirosina (1,02 0,427 104,14 + 1,0

A capacidade do microorganismo em preferir algums destes
subétratos, foi verificada em ewxwperimentos separados.

0 efeito da concentragi3o de triptofanc na sintese do pigmento
1 pode ser observado na figura 5 (vide seg%o 11.7.4 pag.27 ), on-
de a absorbfincia do composto sintetizado & fungio linear da con-
centracio de L-triptofano. A proporcionalidade demonstrada pelas

concentracBes do racemato triptofano fot devido a atividade indu-

36



zida pelo 1sOmeTo L-iri;atef‘ano, ja que foi observado que O o-
triptofano ndo produz efeito sobre o crescimento bacterial.

Uma concentraci¥o de 120 u1g/15ml do L-triptofano apresentou
uma absorbincia de 0,283 e de 240 pg/ 15wl do racemato DL-iripto-
fano apresentoxi uma absérb’a‘mc:ia igual a 0,296 a A 577 nm.. A pro-
wimidade destes doig valores demonstram que, aproximadasmente o
wesmo efelto na atividade celular é provocado confirmando gue s8¢
L-triptofano (50 % do racemato apresenta atividade) & requertdo

na sintese do pigmento I

J

| I | | i SE | |
100 200 300 400 500 0 700 }-lg/TS m

FIC.5 . Efeito de triptofano na sintese do pigmento 1. A absorbin
cia do plgmento I n%o & cobservada quando se utiliza no melo
de cultura do microrganismo, o D-triptofano como nutriente

-a-L-triptofano, -s-DL-triptofano, -x politriptofano (vide se
o 11.7.4 pag.27 ).

Concentrac8es limites de L-triptofano também 3o regqueridas.
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ConcentragBes e=levadas de L-triptofanc apresentam um efelto  ini-
bidor no cresc kmento celular e este fendmeno recebe o nome de
retroinibli¢do T1161]
e estd presente em muitos microorganismos produtores de metabd-
litos [51.

Na tabela 11 observa-se o crescimento relativo do microorga-

nicmo induzido pela presen¢a da metionina e da vitamina B-12 (vi-

de secfo 11.7.5 pag.28 ). A atividade celular & promovida pela .

presenga de: r @cemato DL-met ionina, D-metionina & L-meblionina.
Feta nio ester eoespecificidade da bactéria, foi também observada
ceum strain ATCC 553. Devido ao fato que D~ ou L-metionina favo-
rece a atividade celular na sintese do pigmento, sugere-se que a
mistura racémi<a DL-meticonina esta presente no metabollsmo do ni-
croorganisme. Quando o crescimento & realizado em presengt de wvi-
tamina B-12 e H-acetil-L-met ionina, pode-se sugerir que existe a
possibilidade «e substituir parcialmente a presenga de metionina.

v

TAB.VI1 .Requerimento de Metionina e Vitamina B-12 no Cresctmen

-to

Nutriente adl <ionado . Crescimento Crage, Relativé

(ug/15m 1) | Abs. (XA 720 nm) %)
Nenhum 0,038 5,35 + 2,0
Dthetionina { 450) 0,710 100,00
D—Met‘ionina (4 50) ’ 0,603 84,92 + 1,7
L-¥etionina (£ 50) 0,755 _ 106,33 + 2,0
H-acetil,L-Het tonina (450) Q0,720 101,48 + 1,0
VYitamina B-12 (0,75) 0,410 57,74 + 3,4
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A quantidade de ‘pigmento 1 n3o aumenta consideravelmente
quando metionimna e vitamina B-12 s¥o Incorporados como nutriente
ao meio, a maior produgde de pigmento ! € alcangada em um periodo
de tempo menor gque guando metionina e vitamina B-12 s3o omibti-
do=. A velociciéde de crescimento e a atividade celular na pfoduﬂ
cEo bilossinteética & evidente apds 4 horas de Incubag3o na presen-
ca de metionina e vitamina B-12, em contra de 16 horas, na ausén-

ciadestes dois nutrientes, comparar figuras 4 e 6.

T T 1T 1t 71T 1T 1T 1" 1.1 I 11
Tz o3 4 s 8 7 8 3 0 N2 43 14 [Horaal

FI1G.6.Crescimento celular (720 nm) e produgdo do pigmento | (577
nm) na presenga de metionina (30 pug/ml) e vitamina B-12

(0,05 ug/ml) (vide secZo 11.7.5 pag.28).
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Un melo de cultufa com mals de 48 horas de incubag¥o produz
células mutantes de uma cor branca gque n3o sintetizam o pigmento.
Depcis de var i as replicadas comegam a reverter, originande c¢élulas
iguais as natiwas. Quando cepas de oito dias de incubaclo sBo re-
semeadas, a prwibabilidaae de ressucitar as células para obter
bactérias jovens, & muito baixa, porédm gi o nutriente € enrigue-
cido com metlionina e/cu vitamina B-12, a probabtlidade de obter

bactérias jovens ¢ nuito alta.
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FIG.7 .Crescimento celular como consumo de oxigénio €42 entre pH
3,0-8,2. Crescimento celular x) e produglio do pigmento 1
a9 como absorbincia, depols de 1,5 hora de incubagdo entre

pH 6,4 e 7,8 (vide segio 11.7.6 pag.ZS).

0 efeito do pH no crescimento foi seguido medindo o consumo
de oxigénio. A figura 7 (vide se¢Zo 11.7.6 pag28 ) mostra os re-
sultados obtidos neste experimento. Sabe~se gque em um sistema ce-

lular aerdbiceo, um malor consumo de oxigénio significa uma maior

URICAMP
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reproduglo celwular oﬁ guando a populagdo celular alcanga
maior crescimerito.

A faixa de pH entre 6,6 ¢ 7,5 corresponde ac malor consumo de
oxigénio (19,‘3%10‘7 mol /! min), portanto dever{a ser a falxa de
pH onde © micréorganismo alcangaria sua malor velocidade de ér‘e&s-—
cimento; Também pode-se observar que o crescimento n¥o é favore-
cido nas regiBes de pH 4clido, em valores de pH superior a 5 o]
crescimento ce lular ¢ debilmente favorecido até que em pH 7,2 o
microorganismo alcanga sua maxima velocidade de reprodugZo e logo

apds pH 8.2 cormega a decalr lentamente.
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F1G.8.Crescimento celular ¢ e sintese do pigmento 1 (-x) como

absorbsncla entre 1,5 e 14 horas de incubac¥o entre pH 64 e 78
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Este comportamento de dependéncia do pH no. crescimento  foli
concordante com os resultados obtidos quando fol medido o ‘creSW
cimento celular e a producio de pigmento como = absorbincia  na
faixa de pH entre 6,4 e 7,8 depois de 1,5 horas de incubagio.

Quando as leituras foram feitas entre 1,5 ¢ 14 horas, em in-

tervalos de uma hora, observou-se que o comporiamento celular &

estimulado linearmente em fungdo do tempo @ que 3 velocidade -

maxima de crescimento é alcangada em 14 horas a pH 7,2. Apds 15
horas de incubagfo n3o se obgerva um aumento na atividade Cglular
(figura 8) (vide sec¢lo 11.7.7 pag. 29 ). Foi observado que todos
oz meioc de cultivos de diferentes pH no tewmpo de maxima

veloclidade de crescimento tendem a pH 7,0.
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FI1G.9.Crescimento celular X3 e produgZo do pigmento 1 &@-) como

a absorbincia, depols de 6 horas de incubagBo em um meio
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A figura 8 (vide se¢¥o 11.7.8 pag.28 ) mostra nftidamente o
efeito de requerimento nutricional de metlionina e de vitanmina
B-12 por parte ~«:10 micro§rganismo, permitindo-lhe ampliar a Faixa
de pH onde pode alcangar sua mixima velocidade de crescimento.
Pode-ge sugerir que no processo de sintese do pigmento I, metio-
nina e vitaminaz B-12 estimulam a atividade enzimidtica das sinte-

tasas, os complexos enzimdticos que levam a0 final a sinteses. A

ainda & desconhecido.

A cepa mutante branca; é induzida por célulag de 48 horas de
incubaclo e éprasenta um mecanismo.de reparo, favorecendo a sin-
tese do pigwento | depois de quinze ou vinte gerag¢Bes ﬂa bacte-
ria. Ji foi dito anteriormente que, em presenga de metionina e
vitamina B-12 © mecanismo de reparo pode ser obkservado depois da
quarta ou quinta geracdo.

1
1
C.C. S10, Atividade I

benzeno:acetona (3:1)

ESQUEMA . Frazcionamento do Extrato Etéreo



Quando a cepa mutante fol extrafdo com CHCla, abteve-se com

bom rendimento {(0,81%) um compostio que fol purificado por c.c.p.

ubtilizando © s1istema b (Rf 0,76) (vide se¢io 11.2.1 pag.’d ). Es- -

te composto,derominado CV—3 encontra-ge também presente, com me~
nor rendimento _(0,42 %)}, no Extrato Etereo da cepa nativa .(ver
egquemra 13,

Os resultados preliminares dos ensalos bloldgicos s%o apre-
sentados nas ffiguras 10, 11 e 12 (vide secdo 11.8. pag.30)

A figura 10O mostra a curva de populagiio da cultura de Trypa-
nosoma cruzl em presencga de 30 ng/ml de melo de pigmento i,A onde
um pequenc efeito de solvente & observado. Quando a cultura fol
incubada com 10 pg/ml de 'meio do pigmento I, (figura 11), obser-
vou-se menorlnwabi}idade no protozoo. lncubada com 50 ug/ml de
meio de plgmént&)l, o efetto foi minimo apds uma hora de contato
com o pigmento 1.

A figura 12 mostra unm estﬁdo comparative da atividade do plig-
mento I & do pigmento 1-Br com respeito a‘mortalidade de §339§Qg¥
soma c¢ruzi. A mortalidade no caso do pigmento [-Br ¢ total em 8
dias de contato. Uma andlise microscdplica mostrou que apds 8 ho-
‘ras, o protezoo perdeu totalmente a mobilidade com alteracgio
da membrana e perda da cauda

As andlises espechtroscédpicas, do composto majoritdrio (Rf
0,37 (induzido por mutagénesis da bactéria com luz UV) e sua com
paragdo com a amostra auténtica, fndicou ser isatina, gue apresen
ta um miclec comum com uma parte da estrutura do pigmento 1, isto

confirma que a luz UV produz uma alteracdo no caminho metabdlice
normal da bactéria. Um resultado importante que . pode ajudar a
esclarecer a biossintese do pigmento 1. Este estudo mostra ciara~

mente que os <ompostos sintetizados possuem uma razodvel ativi-

dade antitripanosomal. A atividade dos outros compostos esta sen-

k]
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do estudzada por uma faorma mats detalhada & =2

deradsa para tese de doutoramento. Nesta parte

foi alcancada

dos objetivos de nossa tese.
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FI1G6.11.
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4-pig.I S0pg/ml acetona
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FI1G.12. Estudo comparativo da atividade do pigmenic 1 e pigmento

I~Br com respeitoc & populagfo de Troypanoscoma cruzl (vide
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Qs aspectos relacionados com a sintese dos outros. derivados
ser¥o discutidos a segulr.
Quando o extrato cru (4,30 g), obtido da solugio acetdnica

proveniente do meio sélido de culitivo de Chromobacterium viola~-

ceuym, fol frac i onado pefo procedimento indicado na parte experi-
mental e que em forma resumida estd demonstrado no esguema 11,
Foram obtidos 46,7 % de extrato clarofdratco, 28,9 % de axtrato
etéreo e 1,6 % de extrato acetdnico, rendimentos relativos aoc pe-
so total do extrato cru.

As analises cromatograficas por c.c.d. indicaram que ©S trés
extratos eram mistura de grande quantidade de componentes e em
baixas concentragBes (determinadas qualitativanmente pelas Adreas
dos constituintes observados sob U.V. 254 nm), distriburdos ao
longo de toda =@ placa cromatogrdfica, permanecendo os contituin-
teg majoritarios no ponto aplicaglo. Egtes componenbes nEo  mog-
traram rea¢gBes coloridas com HZSD4 %X 10% nem com reagente de Dra-
gendorff ou de Earlich, exceto alguns constituintes no extrato
ebéreo e ocutro no extrato acetdnico. Visté ¢que a presgenca de pro-
dutos artefatos n¥o pode ser descartada, o melo de cultivo =dlt-

do, apds ser autoclavado, fol extrafdo de forma idéntica como se
tivesse inéculo, este tratamento forneceu um extrato acetdnico de
baixigsimo peso, onde acredita-se que os componentes ndo solubi-
lizaram devido a presencga de dgua no melo, visto que através de
c.c.d. n¥%o foi possivel eluir o extrato, ou seja, © extrato nio
saiu do ponto de aplicaglo.

A fragio etérea obtida desde a extra¢®o no soxhlet se apre-
senta com colorac#o roxa, devido a um constituente que possul unm
Rf 0.85 no sistema 3,( vide segio 11.2.1 pag 15 ) este componen-—
te denominado CV-2 foi separado por uma cromatograffa em coluna,

como indicado na tabela-VIII, e esquema-l.
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CEPA EM ‘MEIO

SOLIDO

~ 36 Hr/32°C

- extracao com Mezco

- filtragao em algodéo

Sélido -
Solucio
,,f_?Y%?; Acetonica
p
E
~H,0 ; - Mgso4
-EtAC '
’ ]
] o
. 4
solucido - MgSOy Cri da
Ac. etila [ 7777 - == =-== -7 viclaceina | 4,5g
. 4,2 g
- Sioz/soxlet
- extracao com
CHCL '
3
Extrato
CHCL
3
—Et.0
- deoxi-
pigmento I

Esquema 11. Fracionamento da cepa

Pigmento I
,0 mg

8,0mg

-~ Extracdo com Me2C0

incubada em melo sélido
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0 rendiment.o deste componente é muito batxo com respeito a0
extrato etérec e mais alnda com o do extrato crﬁ. Pelas caracte-
risticas espectrogcépicas de UV e IV, deveria ser deoxi-pigmento
1, um constitueente multq soldvel em édLer, acetona e mebtanol o
qual foi descr Lto por Ballantine [821, cuja concentragio & épro—

wimadamente 100 vezes menor que a do pigmento 1.

TAB.VII X .Cromatograffa em Coluna do Extrato Etéreok

[ pp—————epe R SR R 4 e ;b e f it el e

Fragio N2 massa {(mg)
1 18
2 78
3 4
4 507
5 400
& 1603
7 7
8 130

ksobre silica gel, elufda com benzeno/acetona 3:1
COMPOSTO CV-3

As fragBes 6-7 (vide segad 11.5.3 pag.20 ), obtidas a partir
da coluna cromatogrifica indicada no esquema I, contém entre ou-
tros constituesntes, um composto que fol denominado CV-3. Este
composto nHo £ ol possivel cristalizar ¢ ele se apresenta como  um
éleo transparemnte, soluvel em clorofdrmio e éter etilico, porém
menos soltvel em acetona e metanol. Em c.c.d. no sistema b, (vide

sec%o 11.2.1 pag.1d ) apresenta um Rf 0.76 e & fortemente fluo-
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rescente a lu= UV (254 & 260 nm). Purificado por c.c.d. no siste-
ma b (vide secTo 11.2.1 pag.18 ) obteve-se 27 mg de composto puro
{rendimento 1,39 % relativo ao extrato etdreo e 0,4 % relativeo ao
extrato acettn Eco original.

Seu espectfo de UV -(Figura E~-13 apresenta bandas de absbrg%o
em 226, 274, 282, & 3%4 nm, Indtcabivo da presenga do anel aromi-

tico. Os picos no espectro de |V (Figura E-2) em 1730 c:ﬁ‘, fina e

intensa e em 1600, 1580 e 1280 cilem conjunto com &= sinats dJdo -

cepectro de RMM'H (Figura E-3) 207,40 «d, 20, J=6 Hz>,0 7,60 (4,
2H, J=6 Hz) inclicam a presenga de anel aromdtico orto sustituido
@ o plco em m/= 149, sugerem especi{ficamente um é&ster de — dcido
ftalico 117, 31181. .

0 conposto CV-3 também mostra uma banda a 3450 o’ em seu

espectro de IV, no espectro de REN

H ainda observamos ginais a
Sz .10 (=, 1HY indicativo da presenga de um grupoe hidroxila, a S
4,50 (d, 4H, J=0 Hz), atribufdos =zos protons do -~0CH,CH-, na =ona
afafatica a51 #10~1,60 (m, 36H) had superposicdo de slinais ob~
gervando-se sd& un pico larg_o, para prc)tc'ms- metilénicos, 3 5 0,80
(dd, 18H, J=7H=) atribut-ge a metilas secundarioz & = 6&,&2 (=,
9H) correspondente a oulros tré&s grupos metilos que pela mulbti-
plicidade @ a integraglo devertas cwréesponder a2 um grupo  ter-bu-~
tilico, mas este grupo aparece no espectro normalmente a 6 0,85~
C,985.

No espectro de massa (Figura E-4) se observa um pico em m/z
t44 éorrespondente a ion molecular, e correiacionando o com m+1i,
m+2 e‘m+3 pode-se deduzir uma composigfo elementar. Esta fdérmula
de 041H7205 apresenta 6 insaturag¢Bes distrtbufdas em duas carbo-

nilas e um anel aromitico. No espectro de massa os fragmentos de

844 (M+), 626 CM -H,0), 601 (M -CqHg) 561 (M -  CHy=C-C,Hg >,517

(M -CgH1,CH(CH 3)2), 487 M -CgHyy (CHy), (OH), 445 (M - CH,=C=C o H, g

1
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Figura E-3: Espectro RNN'H do composto CV-3 (CDCly)
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Figura E-4: Espectro de massa do composto CV-3



nl 11 2 -y \ —
(DH)L{CL3)3}, 120 (M C16H32} 390 (M C17 3£ . 373 (M C]7H35 02
Y, 375 (M - C16H37)' 361 (B -~ C18H3582) 345 (M - C18H3503} 149
(¥ 33 680) s%0 ewplicados no esquema [Il, correlacionande to-

dos estes dados especiroscdplicos a estrutura parcizlmente propos-

ta &
Phc\\ //CH3
CH
!
0 CHa - 3CHy
C-0-CH,CHCH,[c,H,,)~|~ OH
%{%CF! ? H{C H;4)CH(CH )
0
| THy
CH
N
Hac CHy
Apezar da informagio espéﬁtraacépica digponfvel, apenas fol

poss{vel determinar a cadetla carbonica em que esta o grupo hidro-
xila, e as tr&s metilas, mas n3o fol possivel determinar as posgi-
¢Bes exatas das llgagles.

O carater inerte do grupo hidroxila 3 acetilagio com piridina
anidrido acético e & resisténcia a éxidagﬁo com reagente de Jones

sugerem firmemente um grupo hidroxila tercidrio.

PIGHMENTO I.

A cor azul intenso mostrado pelo exwtrato aceiénicol(vide seglo
1.5.2 pag-19 ) & devido a3 um componente que apresenta em c<c.c.d.
um Rf de 0,46 no sistema z, (vide szecfo 11.2.1 pag.15 ) este pro-
duto denominado como pigmento 1, foi isclado com 5% de rendimento

relativo ao extrato aceténico e 0,1 % relativo ao extrato cru,
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nquantidade ezt & que pode ser conzideradsz de rendimento bowm.  As
maiores dificu ldades se apresentam no manuselo .deste extrato, jé
gue o pigmento | decomp@e-se com muita rapidez na presenga de
umidade e de l=iz. A& rapidez de decomposigdo do pigmento [  pode
ser observads f_acilmenté porgue a solugdo azul muda para uma cor
verde escura, = ©0s produtoz de degradagdo podem ser removidos emnm
clorofdrmio.

Quando a = uspensio aquosa da solugfo acebdnica foi extrafda
com a mistura acetato de etila-dgua (2:1) obteve-se 4,2 g de en-
trato cru, uma guantidade levemente inferior ao obhiido diretamen-
Le. Apds a extraglo fracionada em um soxhlet o extrato crd for-
neceu 48,8 % de extrato ¢lorofdrmico, 25,5 % de extrato etéreo e
0,7 % de extr ato acetdnico. A analise cromatografica n3c mos-
trou ser diflerente dos extratos anteriocres. Estle método de extra-
cB3o com acetat. o de etila favoreceu sd o rendimento do plgmente |
(B% para o ewxtitrato acetdnico e 0,2 % para o extrato crd, estes
valores representam quase o dobro, comparados com os obtidos a
partir da extr aglo da‘soluc’ﬁo aceténica.

Provavelmente componentes multo polares que foram solubiliza-
dos em aceton a-dgua, s3o pouco soluveis em acetato de etila
preferindo fic ar na fase aquosa, do gque forneceu um malor rendi-
mento do pigmento 1.

A quantidaade de células no meio sélido esgtd limitada pela
idrea de meto de cultive, isto significa que uma vez gque a cepa
cobr‘é uma determinada drea, os nutrientes esgotados n¥o sHo reno-
vados‘ ¢ a reprodugio celular torna-se mals lenta.

Se a biosf ntese do pigmento | é proporcional ao c¢recimento
céluiar‘, com um aumento de reprodugio da cepa, deverlia obter-sze
um major rendl mento do pigmento l..Tendo presente esta observagfo

a cepa fol induzida a ge reproduzir em meio 1lfguido, Jjd que &
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CEPA EM MEICO LIQUIDO

-24 Hr/27°C

- asr agao

. . ~ Filtracdo em algodao

- extracdo com Ac. Etila.

Solugao )
Ac. Etila Celulas
— MgS()4
Cra de
. . - cromatografia de coluna
Violaceina
2:1-g Sio2 Act I
~ Me,CO:C H, (1:3)
Deoxi
pigmento I

Pigmento I
14 nmg

Esquena IV.Fracionamento da cepa incubada em meio liquido.




possibilidade de rencﬁvag’i’so de nutriente nestas condiqBes é maior
e o cresciment © celular favorecids.

A obtengdo de 0,7 % de rendimento de pigmento I a partir do
extrato cru proveniente do meilo l{quido (esquema IV) mostra gque &

geparar por ¢romatografta de coluna o pigmente 1| diretamente do

extrato cru sem ter previamente fracionado em extrato clorofdrmi=

co e etéreo, evita sua degradagio por excesso de manuselo.

0 pigmento [ apresenta-ze como um sdlido de cor azul escuro
gque cristaliza em acetona-benzeno e funde 2 uma temperabtura actiua
de 250 2C com decomposigio. Nos gistemas cromatograficos _,a_,'g, <,
(vide segZo 11 .2.1 pag.15.) © composto mostra Rf de 0,46, 0,30 e
0,56 respectivamente.

0 ecpectro de UV (Figura E-5) apresenta quatro médxinos 577,
376, 296, e 260 nm o qual corregponde a um cromdforeo inddlico.

Através do plco M+1 (6,5%) e M+2 (0,8%), (M+23 ¢ muito pouco
intensc}) no espectro de masga (Figura E-6), 2 com 2a masza do fon
molecular fmpar, 3434{(27,5%), obtém-sze uma‘f‘érmula molecular com
um nuimero fmpar de dtomos de nitrogénios que imcrementam isotdpi-
camente o pico M+l, e =¢ a abundincia isotdpica de oxigénio iﬁ“
crementa & pico M+2.

m/e % de H Horm. C20 H 2N O Z2x0  3x0

343 (M ) 27,5+2,8 100 100 100 100 100 100 1QO
344 (M +1) 6£,5+0,7 23,6+2,5 22 0,37 1,11 0,04 0,08 0,12
345 (M +2) 0,8+0,2 2,9+0,3 2,3 - - 0,2 0,4 0,6
346 (M +3) <0, 1+0,2 0,440,2 0,2 - - - - -

A correlagdo da fdérmula 020N303 concorda plenamente com os

dados experimentals
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Coag N, 03 Calculado Experimental
M 100 100 100 100 100
M+1 22 1,11 0,12 23,23 23,64
M+2 2,3 - 0,6 2,9 2,91
M+3 0,2 - - 0,2 0,386

Assim pode-se propor a formula C,gH4 H303 , oS Fragméntos do
espectro de massa estdo explicados no esquema V.

0 espectro de IV (figura k-7) exibe bandas de absorgio na
régi%o de 1610 cn! fina que pode ger atribufda a -C=C- e as ban-
daz largas de absorgio em 1655 e 1680 cml %0  atribufdas a C=0.
Absor¢Bes em 1550 ciil e entre 3100-3300 cri' podem ser atribuidas
a ~HH e -~0OH respect}vamente

0 espectro de RMN 'H (Figura E-8) néo apresenta sinais de prdé-
tons alifdticos e a Lotalldade deles aparecem come sinals largos
na regifo de campo baixo.

Az propliedades fisicas e a férmula molecular do pigmento 1

concordam om o8 dados Jjd Informados por Ballanbtine [B32] & wmats

]

recentemente no transcurso deste tﬁabglh&, Themson e colaborado-~
reg (847 fizeram as atribul¢fes de sinails RMN 1H por couwparagio
com compostogs modelos; indicando que a estrutura do composto deve
ser & mostrada na figura 13

1 s 2@ 4 5 ol s 6 d 7 d

12,16 8,13, 7,30 9,41 6,88 7,41

10,88 . 7,61

Lz

lt ’ 1*s  4%d 5*¢ &'t 7"d

11,0 n,a8 7,00 7,25 6,90

-—h’

FIG. 123 . Pigunente 1 e zseus deslocamentos quimicos de RMNH em 220

Hilzz [84]
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0 pigmento 1 mostrz em RMN'H de 60 MHz, (Figura E-8) sinails
em 56,82 (4, 1H, J=a H: 57,35 (s, 11y 57,40 (s, 1H) largo 08,10
(¢, 1HY, que podem ser alribuldos a prétons  caracteristicos de
indol, também cbservamos sinals a 5 7,60 (3, 1HY para protons
oleffnicos do @nel pirrdtico e a O 8,90 (a, 1H, J=4 H2),07,2 (%,
(i, J=4 Hz),07,25 (d largo, 1H, J=4Hz),06,90 (4, tH, J=4 Hz), que
%o atribufdas ao anel do fragmento isatin. Os deslocamentos qui-
micos observados em 60 MHz concordaw com OS obtidos em 220 HH=z,
embora as multiplicidades ndo sejam iguais

0 sinal de HH inddélico & observado a 6 12,10 , o de NH lacta-
mico a 5 10,82 e o de HNH isatin a(ﬁii,@ sinal que de acordo a li-
teratura geralmente nBo & obszervada.

0 proton'déegﬁ fendlico aparece em(59,40 egta atribulicio foi

confirmada quando se obgervou o espectro de RﬁN1H do metilol.

DIGHENTO | ACETILADO

0 composto acetilédc (vide se¢do 11.6.1 pag.21 > obtido con
70% de rendimento apresenta um espectro de UV (Figura E-3) baa-
tante similar 2o do pigmento I, a banda que absorve no visfvel
sofre um efelto hipsecﬁﬁmica em 17 nm atém de um efelto hipoord-
mico quase de 50% em todo o espectro, a2 banda em A 265nm caracte—
ristica do cromdfore indélico é claramente observivel.

0 espectro de 1V (Figura E-10) apresenta os sinals tipicos de
carﬁoniias de éster, 1740, 1650 cm! e o sinal a 1550 el & atri-
bufdé a -C=C-, na regli¥o acima de 3000 cmiobserva-se uma sinal
fino que pode ser atribufda a impureza ou a algun equilibrio do
tipo ceto-endl ico entre os prétons do grupo acetél e as carboni-

las do ndcleo 1satin ou pirrdlico

.
0 espectro de RMN 'H (Figura E-11) n¥o apresenta diferencas
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Espectroe UV do Pigmento I-acetilado (etanol)
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Figura E-10: Espectro 1V do Pigmento I-acetilado (KBrJ
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drasticas comparado ao espectro de RENH do pigmento T . A anidli-

e de

L]
9]

o)

eu egpectroe indicas que os sinais a<52,30~2,50 caracteri{s-
tico de grupos metil ligados a €C=0 s¥o quatro singletes que inte-
gram em total de 12 prdétens indicando a presenga de 4 grupos =GO
CH3. i

A regifo camracteristics de anel aromidtico apresenta uma =sinal
targo entre S 7 ,00-7,20 que integra para 3H, provavelmente poden
corresponder aos prdétons que apresentam mator multiplicidade ou
seja os prétons 4 e 5 do nidcleo isatina e 20 prdton 6 do ndcleo
inddlico. A presenga de dois grupos acetilas no sistema aromatico
indélico produ= um deslocamento para campo malor do prdéton 2 do
nlcles inddlico, porém 5 préton 4 do  anel pirrdlico ndo sofre
deslocamentos drdstice.

0 espectro de masga (Figura E-12) apresenta o fons moiécular

a msz H1l1 (48, 25%), H+1 512 (16%) e H+3 513  (2,9%), a disbtribul-

cH3o dag inteneg idades isotdpicas mostraram © seguinte.

m/z %M | Nor C28 N3 07
511 (M) 48,25+ 4,8 100 100 100 100
512(H+1) 1& + 1,6 33,1+3,3 31 1,18 0,28
BI3(M+2Y 2,9 + 0,3 6,0 0,6 4,5 - 1,4

A correlac®o dos dados de abundancta isotdpica indica a se-

guinte fdrmula molecular CygNaQg.

caleculado experimental
- G F3 Oy
M 100 100 100 100 100
M+l 31 1,18 0,28 | 32,46 33,1
M+2 4,5 -~ 1,4 5,9 6,0

Assim a férmula encqntrada & 028N307H21'

Os fragmentos mals importantes de seu especiro de massa estio

mostrados no esquema VI
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PIGMENTO 1 S0OD T CO

0 composto  pigmento I-sddico (vide sec¢lo 11.6.2 pag.22 ) foi
obtido com 89, =% de rendimento, seu esgpectro de UV (Figuraz E-13)
apresenta bandéés ¢aractérfsticas de aromatico e indol en 290; 260
e 380 nm, na re=giad do visivel nHo apresenta absorgio.

0 espectro de IV (Figura E-14) apresenta sinals em 3030 cnil
caracteristico de H iigaddra dupla liga¢%o, a 1610 et absorgio
caracterfstica de C=C e em 1680 ca! de carbonila.

0 espectreo de RMN'H em 90 MHz (Figura E-15) apresenta sinals
na regido aroms@tica que integra para nove prdtong ¢ por coﬁpara~
¢%Ho com o espe«:tiro de rUNIH do pigmento~-1 ze pode dezer que oz
prétons aparéc&am a campo malor, deQido a que o nitrogénio produz
blindagem nos jordétons, esta explicag¥o satisfaz em parte os des-

locamentog quirmicos porém nio a multiplicidade.

0,446 =

0407~

0390 -

0,380

0365—

] ] | 5
2,& 4 286 3,‘1 6 347 369 _ M 10
FIG.14 . Curva pz=drio de pigmento [, os dados graficades asprezentanm
um erro de =+ 0,008x16SM o que corresponde a um 2% de erro.

Aos préton=s do nicleo isatin podem atribuir-se os seguintes
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sinais, 7H ((5)\&,?3(}), 5H (57,25),'5}'{ &37,00) e 4H ((O\?,?O}, o prdton
4 lactdmico apmrece como dupleto a57,60.

Os equivalentes de sdédio foram calculadogs medlante uma curva
de valorag¢gfo congtruida com pigmento I (figura-13) (vide segZo

11.6.2 pag.22 D.

[rig

A4 absorb

4]

ne«<ia da amostra problema foi de 0,330 unidades de
abgorbancia e @ IntercecqgBo da curva corresponde 3,06><1i551~% que
representam 13,18 mg. de pigmento ! ou 3,66 mg de sodio.

A quantidade de pigmento I sdédico encontrade (16,76  mg)
apresenta uma dJdiferenga de 0,08 mg (0,5%).

Este tratarmento indicou a presenga de 4 equivalentes de 86~

dio por equiva lente de pigmento 1.

PIGHENTO I-BRORIADD

H H -
Pk A . ~ /bi,tv /
mﬁitﬁ%zmwﬂJQLleﬁ‘ﬁ’
W T’\Ll _ H ‘l’* L}J'
BrLBr Br
A1 i |
o 1’ N - 3 Bv-
TR Naa vy
Ay .
- B, > B }

0 conposto bromado (vide se¢lo 11.6.4 pag.24 ) mostra no es-
pectro UV (Figura E-16) absor¢les a 270 e 310 nm caracteristico
de a.z*omético e indel e na regiZo do visivel apresenta dois maxi-
mos & 490 e 58O nm.

0 espectro de IV (Figura E-17) apresenta um sinal large tipi-
co de OH e outro de NH em 3450 e 3200 cile na regilio de 1730 e
1750 crl se obsmervam abgorqfBes de carboniles tiplcas de lactamas.

No espectro de RMH-‘IH (Figura E-18) =& observam sinais de HNH
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Figura E-17: Espectro 1V do Pigmento-! bromado (KBr)

. S(opm)

i
Figuras E-18: Espectro RMHH do Pigmento I-Br (C,Def0)
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indol em O 10, S0 (i1H}), para NH lactamico en (510,80 (1HY, e os
gingletes 315‘3 ;95 e 8,90 podem atribuir-se a NH do ndcleo fgzatina
e [OH fené]lco, estae atribuicdes podem ger trocadas. A 856,95 e
observa um dup leto (1H) que corresponde aoc praton 7, H-6 (4  a
5‘7,20, H-5 (&2 ) a 6?,25, H-4 (d) a 57,55 todos do nidcleo jgati-
na.

Os prétons  do ndcleo inddlico se observam a O 8,25 para o H-4
para o H~6 (4> al7,10 e & 557,40 para o proton 7.

Ho espectr© de massa (Figura E-19) pode-se ver o ﬁrlpietp de
picos na regi®E-o do fon molecular, a relaco das 1ntensidadesxisa—
topicas dos toms M+, M+l, H+2 (1:2:1), indicam a presenca de doig
bromos, o plco base esta presente em m/z 211 (100%) e w/= 213

(98%) esta ext =téncia de dupleto de plcos Indica que o pico Dbase

esta formado por sd um bromo (m/z 79) mais o ndcleo hidroxi-indd-

lico (m/2 1322 um ion de intensidade mediana. As fragmentag¢Bes

mate mals lmportantes € mostrado ne esquema VII
PIGHERTO I-FORXILADO

0 composto formilado (metilol) (vide sec¢Bo 11.6.3 pag.23 )
apresenta um espectro de UV (Figura E-20) wnmuito similar ac do
pigmento l-bromado e pigmento ! com um marcado efelto hipocrdmi-
co. |

0 espectro de 1V (Figufa E-21) moetra sinats largas na regido
de 3250 cmlcar sacterfistica de OH, o sinais em 1680 e 1650 cml g
atribuem a carlosonilas.

0 eépectro de RMN'H (Figura E-22) apresenta um sinal largo e
intenso que Int.egra para . 4 prdtons a o) 4,35 caracterfsticeo de
C-0-8-CH, - [11933. A<§5,8O se observa um singleto largo que inte-

gra para dois pordtons que podem ser associados a N-CH, ligada a
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Figura E-21: Espectro 1V do Pigmento-1 formilado (KBr)
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nitrogénio inddlico, os prdotons de OH n3o 280 observidvels devido
a trocas com © solvente (DZD).

0 resto do espectro nZo sofre alteragBes importantes. Ao gru-
po hidroxila f=ndlico se atribul o sinal a S 9,78, que tambémn
troca com D0 Snbora muito mals lenta que OH do metilol.

Acs préton= do nuicleo igatina podem atribuir-se as seguintes
sinats :4-H (4> 2 0 9,10, 5-H, 6-H (m) a 0 7,00-7,30 e 7-H (d> a
de,90.

0 proton 4 do anel pirrdlico a 337,62 {s), no ndcleo inddlico
o 4-H a &7,40 (s>, 6-H 2 06,80 (n), 7-H a O7,35(s), 2~ a & 8,25
{s). ‘

0 espectro de massa M+ 433 apresenta uma abundincia isotdpica
de m+1 e m+2 gque concorda para 23 atomos de Carbono e 6 oxigsé-

nios. 0 esquema VIII apresenta os fragmentos mals importantes.

4R
00—}

433

80-— .
1163

432 ¢

404

104 | 402
40— 10
78 |
41 - 151

- 164 |
" 408

i
ot
3
.
o

Figura E-23: Espectro de massa do Plgmento I-formilado.
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CONCLUSSES

Como podemos ver temos chegado a cobrir plenamente nossos ob-
Jetivos colocados na pag.

~ Otimizar a-biasfnteée do pigmento 1: por exemplo, as condi -
c¥es de temperatura de 28 2C a pH 7,0 cw um nutriente enriquect-
do com metionimna e vitamina B-12, obtivemos rendimentos de apro-
wimadamente 1% em peso seco da bactéria, considerando que a pro-
dug%o usual de outros antibidticeos [5] nZo alcangam vaio#es maio~
res que 0,5%, este fato ¢ bastante promissor para iniclar uma
producio em escala semipiloto.

- Caracterizar sistemidticamente o pigmentoe I e seus derivados:
Embora o pigﬁento ] fosse conheclido hd varios anos, ndo existia
na literatura uma caracterizagio espectroscdpica. Hosgo trabalho
mostra uma caraterizagde por UV, IV, EM, RMN‘H e compara sua eg-
trutura com dos derlvados.

- Aumentar a solubi;idade do pigmento I: Tanto o sal de sddio
como o metilol sdo totalmente solidvels em-égua o gque permite fa-
zer testes bioldgicos sem interferéncia de solventes orginicos.

Uma vez que estes objetivos foram alcangados, estamos ago?a
interessados em aspectos bilossinteticos do pigmento 1.

Uma vez que ge conhega perfeitamente o mecanismo biogenicolda
biossintese do pigmente 1, estaremos em condi¢@es de alterar eg-
sos passos e obter uma grande produgfo de matertal Eialéglca-

Este sera um dos grandes desaflos que tentaremos desvendar na
continuaglo do nossé trabalho. 0 segundo aspecto que deixas intri-
gade neste trabalho é: qual & a ag¥o da droga a nivel de bacteria
e de tripanossoma. Tentaremocs assim, estudar a aglo do pigmento |
e sua atividade como antibidtico e como antitripanossomal.

Acredita~se que uma vis3o quimica de um problema bioleogico em
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certa medida garante um exito neste Ltipo de problema.
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