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RESUMO

O composto  3-[1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-0x0-3H-pirrol-3-
ilideno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona, conhecido como violaceina, é o principal pigmento
produzido pela bactéria Chromobacterium violaceum (CCT 3496). Este pigmento
violeta apresenta diversas atividades biolégicas como antibidtica, antitumoral,
antichagdsica, antimicobacteriana e antioxidante, além de apresentar citotoxicidade
para células de mamiferos. Pela modificacdo estrutural da molécula e suas implicagdes
nas atividades biolégicas e toxicidade, propds-se a biotransformacdo da violaceina
utilizando dois procedimentos diferenciados: tratamento da substancia diretamente
com enzimas e tratamento com células inteiras (microrganismos). A seguinte ordem
cinética foi obtida para as biotransformagSes com as enzimas: Lignina peroxidase /
Manganés peroxidase < Lacase-mediador (HBT) < Lacase < Peroxidase de raiz forte <
Lactoperoxidase. Nos procedimentos utilizando os microrganismos Tramefes
versicolor (CCT 4521), Trametes viflosa (CCT 5567), Lentinus edodes (CCT 4519),
Azotobacter vinelandii (ESALQ 1228), Phanerochaete chrysosporium (ATCC 24725) e
Pseudomonas putida (CCT 0548) observou-se uma maior rapidez nas
biotransformagdes realizadas em meio de cultura liquido. Apds a selegdo de uma dnica
biotransformagdo, isclou-se o produto obtido da reagdo com a enzima Peroxidase de
raiz forte caracterizando-o por técnicas espectroscépicas corriqueiras (EM, RMN 'H,
RMN B3¢, IV, UV-Vis., CLAE). Os resultados dos testes de toxicidade revelaram um

cardter menos citotéxico para o novo produto quando comparado a violaceina.

Palavras-chaves:  violaceina,  biotransformagdo, enzimas, microrganismos,

Chromobacterium violaceum.



ABSTRACT

3-[1,2-dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl}-2-0x0-3H-pyrrol-3-ylidene]-1,3-
dihydro-2H-indol-2-one compound known as violacein, it is the main pigment produced
by the bacteria Chromobacterium viokaceum (CCT 3496). This violet pigment presents
several biological activities as antibiotic, antitumoral, antichagasic, antimycobacterial
and antioxidant, besides it presents cytotoxicity on mammals’ cells. Through
structural modification of the molecule and its implications on the biological activities
and toxicity, two strategies to violacein biotransformation were proposed: the use of
pure or partially purified commercial enzymes and the use of whole cells
(microorganisms). The kinetics observed for the biotransformations using enzymes
were: Lignin Peroxidase / Manganese Peroxidase < Laccase-mediator (HBT) < Laccase <
Horseradish peroxidase < Lactoperoxidase. In the treatment with whole cells using
Trametes versicolor (CCT 4521), Trametes villosa (CCT 5567), Lentinus edodes (CCT
4519), Azotobacter vinelandii (ESALQ 1228), Phanerochaete chrysosporium (ATCC
24725) and Pseudomonas putida (CCT 0548 T) was observed that biotransformations
in liquid medium were faster than in solid medium. The product which was obtained
from the reaction with HRP-VI was isolated and characterized by current
spectroscopic techniques (ME, NMR 'H, NMR ¢, IR, UV-Vis., HPLC). Cytotoxicity
tests with the new product showed a lower toxic effect in mammals cells than

violacein values.

Keywords: violacein, biotransformation, enzymes, microorganisms, Chromobacterium

violaceum,
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CHROMOBACTERIUM VIOLACEUM, VIOLACEINA E BIOTRANSFORMACAO

1.1 O surgimento da Chromobacterium violaceum e seu pigmento, a violaceina

*Cromobacterium violaceum - elementos celulares cilindricos dotados de
movimento oscilante, corados de violeta por uma substéncia especial insolivel em dgua
- Grossura de 0,6 a 1 u; comprimento de 2 a 3 p - Vegetam especialmente em solugdo
de albumina de ovo." Foi essa a primeira descrigio documentada sobre a
Chromobacterium violaceum e a violaceina. Em 1881, seu autor, Curzio Bergonzini,
esqueceu um frasco controle de seu estudo “Sobre o modo de acdo de algumas causas
que retardam a putrefaclio” contendo uma solugdo de albumina de ovo. A partir dela
pdde contemplar um acontecimento jamais observado: o recobrimento da superficie da
solugdio de albumina bovina por uma densa pelicula de coloragdo intensa violeta escura
Inicialmente ele pensou tratar-se da Cromococcus violaceus, unica bactéria a
apresentar tal coloracdio até entdo. No entanto, ao fracassar na tentativa de dissolver
em dgua um pequeno fragmento da pelicula violeta, desistiu de aceitar a possibilidade.
Apés alguns experimentos, concluiu Hfmtar'-se de uma nova bactéria violeta, a
Cromobacterium violaceum (Bergonzini, 1881).

Nesse mesmo ano, Zimmerman corrigiu o nome da bactéria para
Chromobacterium violaceum, grafia aceita pela maior parte dos autores até os dias de
hoje (Buchanan, 1918),

1.2 Determinagdo da estrutura quimica, caracterizagdo e bioquimica da violaceina

Em 1882 Lecoq Boisbaudran extraiu um pigmento violeta produzido por uma
bactéria crescida em pasta de amido a qual ele ndo descreveu, registrando o seu
espectro de absorgdo. Materiais de coloragtio similar foram obtidos de Bacillus
violaceus e Bacillus janthinus e descritos por Schneider (1895). O pigmento de 2
violaceus foi submetido & andlise espectroscépica por Hartley (1913) e, finalmente,

considerado por ele diferente daqueles registrados anteriormente, uma vez que
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apresentava absorglio na regido do infravermelho. E possivel, entretanto, que o
pigmento obtido nesses trés casos fosse o mesmo, apesar das divergéncias com
relactio & sua obtencdo e da diferenca de época da realizagéo dos experimentos.

Apés Lasseur e Girardet (1926) prepararem e purificarem uma pequena
quantidade de violaceina obtida pelo cultivo de um bacilo violeta, Reilly e Pyne
conseguiram isolar 60 mg do pigmento produzide pela entdo conhecida
Chromobacterium viokaceum, chegando até mesmo a sugerir sua férmula quimica, muito
aproximada da real (CioH:2OsN), (Reilly e Pyne, 1927).

Quando a quimica da bactéria estava sendo estudada, vdrios experimentos de
degradagdio da violaceina e sintese de derivados seus foram realizados, até a
determinagtio de sua verdadeira estrutura. Beer e col (1949) iniciaram o processo
com a determinagdo dos residuos de indol e hidroxindol na molécula. Em 1954, apés
decomposigdo térmica, concluiram que a molécula continha um ndcleo 5-hidroxindot, um
oxindol e provaveimente um residuo hidroxipirrol, resultando na férmula C>H;sO3N; ou
C21H1303N; (Beer e col, 1954). Finalmente, Ballantine e col (1958, 1960) conseguiram

concluir a férmula quimica e a estrutura exata da violaceina (Figura 01).
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Figura 01: Estrutura molecular da violaceina -
3-[1,2 dihidro-5(3,5-dihidroxi-1H-indol-3-il}-2-pirrol-4-ilideno]i,3 dihidro-2H-indol-2-
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A caracterizacdo da violaceina comegou a ser realizada na década de 80,
possibilitando a obtencéio de dados de RMN 'H (Laatsch e co/, 1984; Hoshino e col,
1987, Riveros e col, 1988; Rettori e Durdn, 1998), 'H COSY (Hoshino e col, 1987,),
IV (Laatsch e col, 1984; Riveros e col, 1988; Rettori e Durdn, 1998), UV-Vis. (Riveros
e col, 1988; Rettori e Durdn, 1998), Massa (Riveros, 1986; Riveros e co/, 1988;
Rettori e Durdn, 1998), RMN °C (Hoshino e col, 1987, Rettori e Durdn, 1998) e de |
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) (Rettori e Durdn, 1998).

O papel fisioldgico da violaceina ainda ndo foi completamente esclarecido.
Friedheim (1932) estudou os efeitos do pigmento sobre a respiracdo de células vivas
da bactéria verificando um aumento dessa atividade, além da supressdo da sintese do
pigmento quando do crescimento da bactéria em meio de glicose.

Em revisdo realizada por De Moss (1967), algumas sugestdes quanto a possiveis
fungbes da violaceina na fisiologia da bactéria foram propostas: (1) a violaceina
poderia funcionar como protetor da bactéria contra radiagdo - seu alto coeficiente de
extingdo molar e sua insolubilidade em dgua confinariam o pigmento nas células; (2)
violaceina funcionaria como fonte de precursores de triptofano; (3) a violaceina seria
um produto final da degradaco do triptofano - assim o nivel intracelular de
triptofano seria mantido relativamente baixo e ndo téxico; no entanto, nenhuma
dessas sugestdes pdde ser comprovada (De Moss, 1967).

Alguns estudos bioquimicos também contribuiram para elucidar pontos chaves
com relacdo & biossintese da violaceina. Tobie (1934) descobriu que ao oxigenar
culturas de € violaceum, o tempo necessdrio para mdxima produgdo do pigmento era
consideraveimente reduzido. Esta observago contribuiu para postular a essencial
importdncia do oxigénio molecular na biosintese da violaceina.

A primeira indicago de que o L-triptofano fosse um precursor da violaceina foi
proposta por Mitoma e col, (1956), quando adicionaram o aminodcido & uma suspensdo
de ¢ violaceum com produgﬁo de violacetna. Ainda na década de 50, De Moss e Evans

(1959) confirmaram que a lnica fonte de carbono necessdria para a sintese do
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pigmento pela bactéria era o L-triptofano (na presenca de oxigénio molecular)
enquanto que ¢ D-triptofano ndo podia ser convertide em violaceina. Estudos de
incorporacdio de isétopos (**C) em diferentes posicdes na molécula de triptofano
(figura 02) mostraram que o carbono da carboxila (C1) era eliminado provavelmente
por um processo de descarboxilacio e o restante da molécula era incorporado na

estrutura do pigmento (De Moss e Evans, 1960).

H NE
” |
/% \
H

H

Figura 02: Estrutura molecular do L-triptofano.

Por meio de experimentos utilizando triptofanos [2-°C] e [3-**C], Hoshino e col.
conseguiram estabelecer que a origem do esqueleto carbdnico do grupamento
pirrolidona da molécula de violaceina provinha da condensacdo de duas moléculas de
triptofano (ligagtio C3-C3 e C2-N-C2 entre as cadeias laterais das moléculas)
acompanhada pela mudanga 1-2 de um dos dois anéis inddlicos da molécula (figura 03)
(Hoshino e col, 1987,).

A=OHA& N

Figura 03: Condensagdo de duas moléculas de L-triptofano.
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Pouco tempo depois, com a ajuda dos isétopos 2H, °N e 0, a proveniéncia dos
demais dtomos da molécula de violaceina foi estabelecida: o nitrogénio se originaria do
grupo amino ligado ao carbono o (C2) do L-triptofano; o hidrogénio , de um dos dois H
do carbono 8 (C3) e todos os dtomos de oxigénio seriam provenientes do oxigénio
molecular e ndo do meio (Hoshino e co/, 1987,).

Em 1994, com o auxilio de rddio-isétopos, sugeriu-se a possibilidade da
Chromobacterium violaceum ser capaz de sintetizar a violaceina a partir do indol-3-
dcido acético (Durdn e col 1994). Trabalho mais recente mostrou ainda um novo
sistema livre de células, capaz de converter o precursor triptofano em violaceina
{Hoshino e Yamamoto, 1997; Momen e col, 1998).

Qutros trabathos indicaram e isolaram enzimas produzidas pela
Chromobacterium violaceum, no entanto, o Unico sistema enzimdtico envolvido na
biossintese da violaceina foi o da triptofano hidroxilase (Hoshino e Ogasawara, 1990).

O triptofano exdgeno em altas concentracdes atua como inibidor na produgdo
do pigmento (De Moss e Evans, 1959) enquanto outras substancias, como as lactonas
N-acil-homoserinas, podem atuar como indutores na produgdo da violaceina pela
Chromobacterium violaceum (McClean e col, 1997).

Além da violaceina, a Chromobacterium violaceum produz muitos outros
compostos: oxiviolaceina (Hoshino e Ogasawara, 1990), HS-1 (Hoshino e col, 1994),
pseudodeoxiviolaceina e prodeoxiviolaceina (Hoshino e col, 1994,), proviolaceina e
pseudoviolaceina (Hoshino e col, 1995), 3-[2-{(Z)-[3,5-di(1H-indol-3-il}-1H-pirrol-2-
ilImetilideno}-5-(1H-indol-3-i{)-2H-pirrol-3-il}-1H-indol e 3-[2-{(Z)-[3,5-di(1H-indol-3-
il}-1H-pirrol-2-ilJmetilideno}-5-(1H-indol-3-il)-2H-pirrol-3-il}-1H-indol-5-0l (Momen e
col,, 1998), alguns inclusive com propriedades antibiéticas: aerocianidin (Parker e col,

1988), aerocavin (Singh e col, 1988), 3,6-dihidroxindoxageno (Hamada e col, 1983)

dentre outros.
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1.3 Chromobacterium violaceum, violaceina e o Rio Negro (AM)

A regidio amazédnica é uma das maiores regides ainda virgens na Terra. A vida de
plantas e animais nessa regido, fortemente carente da luz do sol, é tdo intensa e
diversa que praticamente, tudo o que se vé e estuda € novo. A coloragdo natural dos
rios ¢ particularmente destinta: dguas pretas, azuis-esverdeadas e brancas. A
biomassa produzida nas dguas escuras é pelo menos 200 vezes menor quando
comparada s produzidas por dguas claras. Essas dguas pretas, que também sdo
cristalinas, possuem pH entre 4 e 5, stio ricas em material orgdnico mas pobres em
inorgénico. A natureze da coloragio das dguas pretas tdo peculiar é ginda duvidosa.
Inicialmente ela foi atribuida & presenca de dcidos himicos, mas medidas posteriores
no rio Amazonas e no Rio Negro, comprovaram niveis aproximadamente iguais (Caldas,
1977; Caldas e col, 1978).

A descoberta de altas quantidades de Chromobacterium violaceum nas dguas e
solos das margens do Rio Negro, deu-se quando uma amostra foi retirada de uma
profundidade de 30 metros, em frente d estacdo de tratamento de dgua da cidade de
Manaus em 1976. Uma andlise bacterioldgica determinou a presenca de dois tipos de
colonias: uma branca e uma violeta. A violeta foi identificada como sendo
Chromobacterium violaceum, microrganismo jamais isolado e estudado no Brasil
(Caldas e col, 1978). Esse fato adicionou mais uma possivel explicagdo da coloragto
das dguas: a existéncia de um pigmento (violaceina) que em combinagdo com a luz solor,
poderia funcionar como um fotosensibilizador tornando as dguas com baixa
fertilidade.

Apesar disso, a divida ainda persiste: as dguas do Rio Negro sdo pretas devido
& presenca da Chromobacterium violaceum ou a bactéria se desenvolve gragas as

propriedades das dguas negras? (Caldas, 1990).
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1.4 A Chromobacterium violaceum e sua patogenicidade

A Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-negativa pertencente &
familia Rhizobiaceae e & ordem Eubacteriales, é anaerébia facultativa em forma de
bastonetes (0,6-0,9 x 1,5-3,0 cm) frequentemente coccobacilares. Suas coldnias séo
ligeiramente convexas, ndo gelatinosas, regulares e violetas, embora sejam
encontradas variantes irregulares e ndo pigmentadas (Sneath, 1974).

Trata-se de uma bactéria sapréfita amplamente distribuida, encontrada em
dguas e solos de regides tropicais e subtropicais, onde constitui componente
minoritdrio da microflora total. Considerada ndo patogénica para os homens, revela-se
ocasionalmente de extrema viruléncia para animais e humanos (Ballows, 1992; Kumar e
col, 1999), _

O potencial patogénico dessa bactéria foi descrito pela primeira vez por
Wooley (1905) ao identificd-la como a responsdve! pela morte de biifalos d'dgua por
septicemia. A €. violaceum jé foi isolada de infecgBes em humanos, sendo o primeiro
caso reportado na Maldsia em 1927. Eventos fatais de infeccdo foram registrados,
desde entdo, em vdrios paises: EUA (Lichstein e Van de Sand, 1945; Johnson e col,
1971; Ponte e Jenkins, 1992; Midani e Rathore, 1998), Vietnd (Ognibene e Thomas,
1970), Austrdlia (Wilkey e Mc Donald, 1983; Huffam e col, 1998), Brasil (Petrillo e
col, 1984), Nigéria (Onille e col, 1984), Cuba (Machin Villafranca e col, 1986),
Argentina (Kaufman e col, 1986), Maldsia (Hassan e col, 1993), Taildndia (Roberts e
col, 1997) e Coréia (Lee e co/, 1999).

Estudos comparativos entre linhagens virulentas e ndo virulentas determinaram
diferengas nas propriedades bioquimicas da membrana externa da bactéria,
explicando sua sobrevivéncia nos organismos hospedeiros (Miller e co/, 1987). Os
tinicos documentos relatando infecgdo humana por linhagem ndo pigmentada foram
descritos por Sorensen e col (1985) e Lee e col. (1999), embora a patogenicidade
parec¢a ndo estar relacionada & producdo de pigmento (Ponte e Jenkins, 1992).
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Um rdpido diagndstico, uma identificagdo bacteriana apurada e um tratamento
especifico sdo muito importantes pois a £ violaceun pode causar sérias infecgbes
principalmente em pessoas imunodeprimidas (Petrillo e col, 1984; Kaufman e cof,
1986; Martin e Brimacombe, 1992). Ndo existe nenhuma evidéncia clinica de fatores
de predisponentes ou doengas pré-existentes que tornem um individuo mais
susceptivel & infeccdo por esse organismo. No entanto, jd foi sugerida a predisposigéo
de portadores de granulomatose crdnica. A via de entrada mais comum ocorre em
lesGes cutdneas, podendo passar vérios dias ou até meses, até que a doenga sistémica
se manifeste. A presenga de diarréia sugere eventual vie de acesso pelo trato
gastrointestinal (Kaufman e co/, 1986).

O processo de infeccdo quando sistémico, forma abcessos em miiitiplos érgtos
incluindo figado, bago, puim3es e coragdo. A causa morte do paciente geralmente é por
septicemia. A bactéria é sensivel & tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina e

gentamicina, sendo resistente a cefalosporina (Hassan e co/, 1993).

1.5 Propriedades especiais da violaceina

Kidder e Stuart (1939) descreveram a morte de protozodrios ciliados quando
expostos as culturas de £ violaceum, enquanto Singh (1942) mostrou que exiratos
brutos de violaceina adicionados d&s suspensSes de bactérias impediam que essas
fossem ingeridas por amebas de solo.

A existéncia de pigmentacdo ao redor das lesdes dos pacientes infectados com
a C violaceum associada & auséncia de organismos contaminantes, sugeriu a
possibilidade de que algum produto metabdlico do organismo dessa bactéria pudesse
ter acdo inibitdria contra outros microrganismos, particularmente aqueles
encontrados abundantemente na flora normal da pele. Baseados nesse fato e nas
informacdes anteriormente descritas, Lichstein e Van de Sand testaram as

propriedades antibiéticas da violaceina cristalina em 51 cepas de bactérias. O
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pigmento mostrou marcante efeito inibitério no crescimento de bactérias Gram-
positivas, com excecdo do Clostridium welchii e discreto efeito inibitéric na
proliferacdio de bactérias Gram-negativas (Lichstein e Van de Sand, 1945; De Moss,
1967).

Em 1966, duas amostras de Chromobacterium violaceumn (diferentes entre si
pelas concentracdes de pigmento em suas solugdes) foram examinadas quanto a sua
susceptibilidade & morte por irradiagtio continua de luz de um laser a gds, na presenca
ou ndo de fotosensibilizador exdgeno. O fato da suspensdo de C. violaceum contendo a
maior concentragdo de pigmento ter se mostrado como dnica a resistir por mais de 30
minutos de irradiagdo, foi atribuido ao pigmento (violaceina) que se depositava na
superficie das células, protegendo-as da luz (Macmillen e col, 1966).

A propriedade fotobiolégica da violaceina também foi sugerida por Caldas,
quando estudos sobre a natureza da coloragdo do Rio Negro (AM-BRA) foram
realizados (Caldas, 1977; Caldas e col, 1978). A potencialidade fototerapéutica da
violaceina foi sugerida ainda por Durdn e Faljoni-Alario (1980) e Campos e col (1982).

Trabalhos posteriores atribuiram & violaceina propriedades tripanocida (Caldas
e col, 1978; Riveros e col, 1988; Durén e col, 1989), antiviral (May e col, 1991),
tumoricida (Durdn e col, 1996), antioxidante (Aski e col, 1997 Rettori e col, 1998) e
anti-micobacteriana (Souza e col, 1999), além de apresentar atividade citotdxica a

células de mamiferos (Durdn e col, 1989; Haun e col, 1992).

1.6 Breve histérico & biocatdlise usando enzimas ¢ microrganismos

Com o passar dos tempos vem crescendo o interesse na aplicagtio de enzimas e
microrganismos como catalisadores em quimica orgdnica. O potencial de crescimento
da biotecnologia, sem mencionar os numerosos trabalhos na drea de biotransformagdo,

tem demonstrado as vantagens que a catdlise bioldgica pode trazer d complexa sintese
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orgénica. No entanto, essa explosdio de interesses atuais possui um contexto histérico
como alicerce, no qual as tecnologias e ciéncias subordinadas foram se desenvolvendo.

No inicio do século XIX, o desenwolvimento em bioquimica estava intimamente
associado dqueles realizados na quimica orgdnica. Além disso, a ciéncia desses
assuntos ndo era distinta da tecnologia de suas aplicagdes. As reagdes quimicas e
biogquimicas, nas quais participavam amido e agudcar, foram tdpicos importantissimos
para a pesquisa cientifica e desenvolvimento tecnolégico. No entanto, foram os
trabalhos de Pasteur (1858-1864) que revolucionaram a ciéncia e a tecnologia da
microbiologia, pela conclusdo de que o curso de cada fermentagdio era determinado
pelos organismos que ela continha e que o processo em si era dependente da agdo de
um organismo vivo.

Ndo hd dividas de que, comparativamente ao quimico do século XIX, o
bioquimico do sécule XX direcionou seu interesse d medicina e fisiologia. Os quimicos
orgdnicos também puseram-se em caminho diferente. As duas disciplinas comegaram a
ter objetivos separados: bioquimicos investigavam processos vivos enquanto quimicos
orgdnicos concentravam-se em andlises e sinteses. Isso foi essencial para as duas
ciéncias realizarem rdpidos progressos que foram atingidos no século XX,

Os avangos recentes no final do século XX desenvolveram-se gracas ao
conhecimento adquirido por essas duas disciplinas e pek identificacdo de probiemas a
serem resolvidos em conjunto. Entretanto, a base de conhecimento é tdo grande agora
que essa convergéncia e integragdo das disciplinas torna impraticdvel a possibilidade
de estudos isolados. O mais promissor é o trabalho de grupos de individuos
executando a mesma sinergia entre a quimica orgdnica, bioquimica e engenharia, unido

que demonstrou ser sumamente eficiente no século passado (Roberts e co/, 1995).
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1.7 Biotransformagdo

As definigdes mais recentes de biotransformagdo (ou bioconversdo) stio:

(1) A sequéncia de rea¢des quimicas que um determinado composto
sofre ou é submetido dentro do corpo de um organismo;

(2) A conversdio de um composto de uma forma & outra, pela agdo de
organismos ou enzimas (http://biotech.icmb.utexas.edu/search/dict.search).

A primeira definiglo estd diretamente relacionada a conversdo de drogas em
substdncias mais soliveis em dgua e portanto, mais fdceis de serem eliminadas pelo
organismo. As propriedades fisicas do composto sdo modificadas e o que antes
favorecia a absorcéo (efeito lipofilico) passa a favorecer a excrecdo (efeito
hidrofdbica). Além disso, as propriedades toxicolégicas inicias também sdo alteradas,
diminuindo ou aumentando imprevisivelmente (http://www.tamu-
commerce.edu/coas/biology/weinstein/bsc597/biotrans.himl).

A segunda definicdo de biotransformacdo é a adotada por trabalhos realizados
no limite da biologia e quimica, que utilizam transformagdes bioquimicas nas suas
pesquisas, estudando reacdes catalisadas por enzimas ou sob aclo de microrganismos
(Poppe e Novdk, 1992; Durdn e col, 2000). As aplicagSes industriais vém sendo
adotadas na drea de alimentos, medicina, indistria téxtil e papeleira assim como na
monitoracdio do meio ambiente. Enzimas e célules microbianas em geral participam na
producdo de compostos de alta pureza enantiomérica, campo antes reservado 4
quimica fina, como por exemplo fdrmacos e pesticidas (http:// www.igb.fhg.de/
Biokat/en/Biotrans_home.enhtml).

Basicamente existem duas estratégias na realizagdio das biotransformacdes: (1)
uso de enzimas puras ou enzimas isoladas e parcialmente purificadas e (2) uso de

células inteiras, cada uma com suas vanfagens e desvantagens (tabela 01).
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Tabela 01: Algumas vantagens e desvantagens da utilizagdo de sistemas com células

inteiras ou enzimas isoladas (Roberts e co/, 1995).

SISTEMA
BIOTRANSFORMACAO

VANTAGENS DESVANTAGENS

- Necessidade de volumosa vidraria:
- Baixo custo;

i - Possibilidade de interferéncia de
CELULAS INTEIRAS - Presenca de co-fatores enzimd-

reagdes laterais;
ticos.
- Muita mdo de cbra.
- Aparelhagem simples;
parelnos P - Alto custo;
- Pouca mdo de cbra; . _ .
ENZIMAS ISOLADAS - Necessidade de adiglo ou reciclagem
- Especificidade de reagiio;

de co-fatores para a enzima,
- Melhor tolerdrcia de co-solventes.

Outros sistemas vém demonstrando promissores resultados como o uso de
enzimas semi-sintéticas, enzimas obtidas por engenharia genética, anticorpos
cataliticos e enzimas sintéticas (ndio protéicas) (Poppe e Novdk, 1992; Justo, 1998).

As biotransformagbes sdio empregadas quando uma dada reagdo quimica ndo €
facilmente conseguida por métodos quimicos ou ainda para obter modificagfes de uma
molécula relativamente complexa (antibiético ou outra droga) por reagdes especificas.
Dessa maneira, os andlogos das drogas preparadas sdo comparados com o composto

inicial no que diz respeito a sua toxicidade, atividade e farmacocinética (Leuenberger,
1984).

1.7.1 Tratamento utilizando microrganismos

O primeiro passo a ser realizado para a biotransformagdo desejada é encontrar
¢ microrganismo que catalise a reagdo de interesse com o maior rendimento possivel.
Geralmente é’ necessdria a realizagdo de uma selegdo (“screening™) com um grande
nimero de culturas puras. Para evitar o empirismo de uma selegdo aleatdria, é

prudente testar microrganismos considerados em observagbes anteriores realizadas
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com compostos de ordem estrutural similar ao composto de partida do estudo
(Leuenberger, 1984),

As transformacdes com microrganismos podem ser realizadas com células em
diferentes estados de seu ciclo de vida, isto €, células em crescimento, massa celular
em repouso ou por meio de esporos. Pode-se efetuar uma imobilizagdio em todos esses
casos ou ainda fazer uso combinado de mais de um microrganisme para um processo

multi-fésico.

e Com biotransformacOes realizadas com culturas de microrganismos em
crescimento, o substrato é adicionado em um estdgio especifico do crescimento
microbiano. O momento e o modo étimos de adigdo sdo importantes pois o fato do
substrato ser um indutor para a(s) enzima(s) responsdvel(eis) pela transformacdo
desejada é de muita ajuda, ao contrdrio por exemplo, de ser uma substéncia inibidora.
No método de culturas em crescimento, a transformacdo do substrato ocorre
simulteneamente ao crescimento das células e portanto toda a operacdo leva menos
tempo, motivo que torna o método mai§ .?';imples e frequentemente adotado. Por outro
lado, a dificuldade em isolar e purificar o produto desejado é maior, devido & presenca
de outros metabdlitos produzidos pelo microrganismo. A adicdo do substrato
diretamente as culturas em crescimento é também um método de opgdo para
experimentos de selegdo.

* Quando se trabalha com células em repouso, a preparagdo da massa celular e
a biotransformactio em si ocorrem em operacdes separadas. Inicialmente, as células
crescem em meio favordvel e apds separaglio e centrifugacdio/filtracdo, elas sdo
ressuspendidas em meio tamponado jd otimizado no qual o substrato é adicionado e
finalmente a biotransformagdo € efetuada. Assim, € possivel otimizar ambos os passos
independenfémen’re e obter entdo a melhor razdo substrato-massa celular. Além disso,
numa mistura menos complexa, onde os nutrientes celulares sdo escassos ou até

ausentes no meio da transformacdo, torna-se mais fdcil isolar o produte. A
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predispopsico ds contaminagdes também sdo reduzidas, possibilitando até

manipulagdes com operagdo ndo estéril.

o A utilizagdo de esporos requer o cultivo do fungo em um meio especial, capaz
de promover a esporulagdo do microrganismo. Esporos sdo formas mais resistentes
das células produzidas por alguns microrganismos, fungos filamentosos em sua maioria.
As mesmas transformacgdes realizadas com esporos podem ser realizadas com micélios
apesar do uso de esporos oferecer algumas vantagens como maior produtividade e
estabilidade, uma vez que os esporos podem ser estocados em grandes quantidades

por longos perfodos de tempo.

e Para a biotransformagdo consistindo de duas ou mais etapas requer-se a
utilizagdo de diferentes microrganismos em uma tnica operagdo ou a combinacdo de
microrganismos e enzimas. A vantagem desses sistemas tdo complexos é que ndo

existe a necessidade de isolar os intermedidrios.

o O emprego de sistemas de imol:;ilizag&o podem ser adotados tanto para as
células dos microrganismos como para as enzimas. Geralmente os procedimentos
adotados para imobilizagdio de células sdo os mesmos para a imobilizagdo de enzimas
com pequenas alteracdes. Entre esses métodos pode-se citar: inclusdes em matrizes
poliméricas, adsorgdes em suportes sdlidos insoliveis em dgua, ligagdes efetuadas a
suportes sélidos insoliiveis em dgua, efc. A experiéncia pratica demonstrou que esses
métodos séio melhor aplicados ds bactérias e leveduras do que a fungos filamentosos.
A imobilizagdio de células é realizada no seu ambiente natural, onde conserva portanto
sua estabilidade e oferece ainda outras vantagens como a tolerdncia de temperatura,
pH, maior resisténcia a efeitos téxicos, além de poder ser empregada em operagdo
continua e ser reutilizdvel. Comparativamente ao volume equivalente de células em
crescimento, a atividade catalitica das células imobilizadas € significativamente
reduzida, provavelmente devido ds limitagdes na difusdo do substrato na preparagdo
(Poppe e Novdk, 1992; Roberts e col, 1995).
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1.7.1.1 Biotransformagdo de compostos inddlicos

A primeira publicagdo de grupos inddlicos metabolizados por microrganismos
utilizou uma bactéria obtida de dgua de torneira e foi regisirada em 1953. Depois,
somente no ano de 1968 é que apareceu um segundo trabatho no assunto utilizando
uma bactéria do solo. Uma revistio de degradagdo microbioldgica de compostos N-
heterociclicos foi publicada por Callely em 1978, referindo-se sempre ao metabolismo
aerdbio. Shanker e col (1991) descreveram também a transformagdo de moléculas
heterociclicas (incluinde o indol) por microrganismos aerébios e anaerdbios. Uma das
primeiras biotransformagdes realizadas com o indol foi uma reacdo de hidroxilacdo
pela agdo da bactéria Desulfobacterium indolicum (Licht e col, 1997). A conversdo de
derivados inddlicos com substituintes variados também foi realizada utilizando
culturas de bactérias produtoras de metano e culturas de Polygonum tinctorium
(Shcherbakova e cof, 1997; Shim e col, 1998). Diversos outros trabalhos foram
publicados nesse tema, no entanto, o tnico a utilizar um dos mesmos microrganismos
empregados nesse trabalho foi o da formagdo do indigo e compostos correlatos a
partir do indo! e de uma linhagem de Pseudomonas putida (Eaton e Chapman, 1995).

Atualmente, a utilizacdo de microrganismos para biotransformar diferentes
substratos tém sido cada vez maior e mais diversificada. Phanerochaete
chrysosporium, fungo branco lignolitico, mineraliza uma grande variedade de poluentes
aromdticos incluindo clorofendis, nitrotoluenos, hidrocarbonetos aromdticos
policiclicos, etc (Paszezynski e Crawford, 1991: Spadaro e col, 1992: Ralph e col,
1996; Ralph e Catcheside, 1998: Kermar e col, 1999. Manimekalai e Swaminathan,
2000). Adicionalmente a esses compostos, o fungo mosirou-se eficiente na
descoloracdio/degradagdo de corantes e efiuentes téxteis (Spadare e col, 1992. Sani
ecol, 1998; Tatarko e Bumpus, 1998; Guimardes e col,, 1999. Swamy e Ramsay, 1999,
Manimekalai e Swaminathan, 2000), na degradagdo de inseticidas e herbicidas (Mougin
e col, 1996; Liu e col.,- 1997; Mougin e col, 1997) e na degradacio de efluentes

papeleiros (Durdn e col, 1999,). Outros fungos lignoliticos como Trametes versicolor,
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L,

Trametes viflosa e Lentinus edodes também vém sendo empregados na
biotransformagtio de compostos do género (Ralph e Catchside, 1996. Okeke e col,
1997; Vinciguerra e col, 1997, Gramss e col, 1999; Pankratov e col, 2000; Johannes e
Majcherczyk, 2000), na descoloragdo/ degradacdo de corantes (Heinfling e col, 1997)
e efluentes téxteis e papeleiros (D'Annibale e col, 1998; Rodriguez e col,, 1999; Knapp
e Newby, 1999; Swamy e Ramsay, 1999,). A utilizagdo das bactérias Pseudomonas
puﬁaﬁ e Azotobacter vinelandii em transformagdes jé € mais limitada no entanto,
estudos de conversdioc de fluorobenzenos e benzaldeidos jd foram realizados pela
bactéria Pseudomonas putida (Lynch e col, 1997 Simmonds e Robinson, 1998) assim
como degradacdo de compostos aromdticos fendlicos (Annadurai e col, 1999) e ndo
aromdticos (Horinouchi e co/, 1999).

O estudo dos fungos Trametes versicolor, Trametes villosa, Lentinus edodes,
Phanerochaete chrysosporium e das bactérias Azofobacter vinelandii e Pseudomonas
putida voltado para a aplicactio no branqueamento de polpas para a inddstria papeleira,
tem tido bastante interesse devido também ds suas producdes de sideréforos (Fekete
€ col, 1989; Sevinc e Page, 1992; Rodriguez e col, 1997; Durédn e col, 1999,), que sdo
quelantes especificos com alta afinidade por metais e que formam complexos estdveis
(Neilands, 1981; Milagres e col, 1999), além de poderem exercer ainda uma segunda

fungdo como por exemplo a mimetizagdo de enzimas (Durdn e col, 1999,).

1.7.2 Tratamento utilizando enzimas purificadas ou isoladas
Em muitos casos € extremamente vantajoso ¢ emprego de enzimas para a

realizagdo de biotransformagdes principalmente se: (1) a membrana das células dos
microrganismos ndo permite a permeagdo do substrato ou do produto; (2) a enzima de
interesse é excretada pela célula e facilmente purificada; (3) a enzima de interesse é
de origem animal ou vegetal e (4) a enzima escolhida é disponivel comercialmente
(Leuenberger, 1984),
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As enzimas sdo catdlisadores eficientissimos que aumentam a velocidade de
uma reagdo em fatores de 10°-10", sdo ambientalmente aceitéveis, atuam em
condicdes suaves (pH 5-8, T= 20 - 40°C), sdo compativeis umas com as outras o que
possibilita a utilizacdo de sistemas multienzimdticos, catalisam uma ampla faixa de
substratos além de apresentarem alta seletividade (quimio, regio, diastereo e
enantioseletividade) e ndo se restringirem & agdo em meio aquoso (Faber, 1997).

Apesar das reagdes de hidrdlises e esterificagdes serem as mais exploradas
pelas biotransformagdes, aplicacdes variadas vém sendo realizadas com diferentes
enzimas (Demirjian, 1999).

As peroxidases catalisam a oxidagdie de uma larga variedade de compostos. Elas
ocorrem em animais, plantas, microrganismos e suas especificidades e fungdes
biolégicas variam conforme a origem da enzima, As peroxidases atrairam a atencdo
industrial devide ds suas utilidades como catalisadores em exames clinicos e outras
aplicagBes. A compreenstio da relacdo da estrutura-fungéio assim como do mecanismo
catalitico das peroxidases é baseada ne trabalho com a Horseradish peroxidase (HRP)
ou peroxidase de raiz forte. Talvez seja essa a peroxidase mais conhecida e que
possui grande especificidade por doadores de hidrogénio e alta eficiéncia catalitica
(Nakayama e Amachi, 1999),

Nas peroxidases cldssicas, o grupo prostético é a protoporfirina férrica IX A
atividade caracteristica das peroxidases € a oxidagdo por um elétron que normalmente
ocorre conforme o mecanismo mostrado na figura 04. O composto I é reduzide ao seu
estado férrico fundamental por dois processos consecutivos de transferéncia de um
elétron da peroxidase para o substrato ou por um processo de oxidacdio por dois
elétrons associado com a transferéncia do oxigénio ferril aos substratos. Os radicais
pr'oduzidosl na reacdo geralmente envolvem produtos ndo enzimdticos e/ou ndo
radicalares que variam conforme a caracteristica de cada substrato. Dos dois elétrons
necessdrios para a r'edug‘a'o do peréxido, um é proveniente do Fe(ITI), enquanto o

outro provém da porfirina, produzindo um cdtion radical porfirinico. A reducdio por um
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o

elétron do composto I fornece o composto IT, no qual as espécies Fe™=0O permanecem
intactas e a porfirina é reduzida. Em geral, a reacdo do composto IT com o substrato
¢ pelo menos 10-20 vezes mais lenta do que aquela com o composto I e, sob condigdes

constantes, € a reacdio limitante de velocidade (Colonna e col, 1999).

H,0, H,0
Fez* __LL Fﬁe‘*
{composto )
0 R ’
lo 1.
(composto IT) ; \: Ef (composto I
[ - (% H,O
H,0,

Figura 04: Ciclo catalitico das peroxidases cldssicas.

Se durante o nimero de renovagdo (“turnover”) de qualquer peroxidase, um
grande excesso do agente oxidante, perdxido de hidrogénio, estiver presente, um
outro intermedidrio enzimdtico, Composto ITT, pode ser formado. Uma vez que esse
composto é bem menos reativo, seu actmulo durante o nimero de renovagdo
("turnover”) reduz a atividade da enzima (Monzani e co/ 1997).

A peroxidase de raiz forte (HRP) vem sendo utilizada em determinagSes
espectrofotométricas de materiais bioldgicos (Mazerska e col, 1998; Matsumoto e
col, 1999; Zhu e col, 1999), conversdes de substratos fendlicos (Zahida e col, 1998;
Kazunga e col, 1999: Ferrari e col, 1999. Ghioureliotis e Nicell, 2000) e diversas
aplicagdes industriais (Peralta-Zamora e col, 1998; Kawai e col, 1999; Aimelda e
Tabak, 2000). |
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A lignina peroxidase (LiP), inicialmente chamada de ligninase, foi descoberta em
1982 como resultado de uma pesquisa para enzimas degradadoras de lignina (Glend e
col, 1983; Tien e Kirk, 1984). Esta enzima apresenta miltiplas formas e dependendo
da cepa, condigBes de cultura, idade e tipe de separacto, diferentes tipos de enzimas
podem ser isolados. A LiP foi obtida pela primeira vez de culturas de Phanerochaete
chrysosporium onde ela é excretada como metabdlito secunddrio sob condicdes
limitantes de carbono e nitrogénio. A LiP gera a oxidagdo de dlcoois benzilicos, quebra
de cadeias aromdticas laterais, desmetilagdo, rearranjos intramoleculares, etc (Gold e
col, 1989; Timofeevski e col, 2000). O dlcool veratrilico tem um papel importante no
ciclo catalitico da LiP, é o redutor preferido pela enzima e aparentemente a protege
contra a inativacdo do excesso de peréxido de hidrogénio (Ollikka e col, 1998).
Trabalhos recentes foram publicados principalmente na drea de descoloragdo de
corantes e efluentes industriais (Young e Yu, 1997; Olikka e co/, 1998; Kwang-Soo e
Chang-Jin, 1998; Ferreira e col, 1999; Manimekalai e Swaminathan, 2000).

A manganés peroxidase (MnP) foi descoberta em culturas de Phanerochaete
chrysosporium juntamente com a LiP (Kuwahara e col, 1984). Essa enzima é muito
semelhante & LiP entretanto, além da dependéncia do perdxido de hidrogénio, ela
depende também da presenca de Mn'? e por isso seus mecanismos cataliticos se
diferenciam um pouco (Swamy e Ramsay, 1999,). A MnP € capaz de oxidar uma grande
variedade de compostos principaimente substratos aromdticos fendlicos e ndo
fendlicos (Palma e col, 2000). A aplicaglio dessa enzima também tem se focado
bastante no tratamento industrial de corantes (Spadare e Renganathan, 1994;
Heinfling e col, 1998).

A lactoperoxidase (LPO), membro de outra superfamilia de peroxidases
diferente da HRP, uma hemeproteina contendo tiol em seu grupo porfirinico, pode ser
encontrada na saliva, leite e ldgrimas de mamiferos. Ela oxida SCN ~ pelo H;0;
produzindo o 4cido hipoﬁbci&nico, que possui potente atividade bactericida. Trata-se

de uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 78 KDa sendo 10%
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carboidratos. O que a distingue bastante das outras peroxidases é o comportamento
de seus intermedidrios enzimdticos (Monzani e col, 1997; Tuynman e col, 1998).
Estudos de oxidacdo de materiais bioldgicos sdo a maioria dos trabalhos publicados
até hoje (Chatterjee e col, 1998; Reszka e col,, 1998, 1999).

A lacase (Lac) difere das peroxidases uma vez que ndo necessita do perdxido
de hidrogénio para oxidar substratos. Essa enzima é uma fenol oxidase que catalisa a
oxidacdio de vdrias substncias aromdticas e inorgdnicas com a concomitante reducdo
de oxigénio e formaglo de dgua. As lacases sdo ndo-especificas ao seu substrato
redutor e a variaglio de substratos oxidados varia de uma lacase para outra. Uma

reagdo tipica da lacase pode ser exemplificada utilizando uma hidroquinona:
é ¥e é @
OH ©.H o
POLIMERIZACAC

Esquema 01: Reagdio tipica da lacase, oxidagdo da hidroquinona.

A dihidroguinona é oxidada pela perda de um elétron para formar um radical
livre. Esta espécie ativa de oxigénio pode ser convertida ¢ uma quinona em uma
segunda etapa de oxidacto. Tanto a quinona quanto a forma radicalar podem sofrer
polimerizagdo. Como a oxidagdio do substrato pela perda de um elétron estd acoplada &
redugdio do oxigénio molecular por quatro elétrons, acredita-se que o mecanismo de
reaglo possa ndo ser tdo simples, sugerindo-se a formacdio de compostos
intermedidrios durante a reagdo (Thurston, 1994). Sabe-se que a presenca de
mediadores como (2,2'-azinobis-(3-etilbenzetiazoline)-6-sulfonato) (ABTS) ou 1-
hidroxibenzotriazol (HBT) (figura 05), podem catalisar quebras de ane! e até mesmo
oxidar substratos ndo fenélicos incluindo dlcool veratrilico (Jakob e col, 1999).
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A Lacase é um dos grupos mais promissores das enzimas para descontaminagdo
de poluentes de sistemas fenélicos e para aplicagbes biotecnoldgicas como produgdo e
tratamentos de bebidas, biosensores, etc. Trabalhos de transformacdo de compostos
aromdticos sem utilizagdo de mediadores (Jonas e col, 1998; Osiadacz e col, 1999;
Itoh e col, 2000), com utilizagdo de mediadores (Li e col, 1999; Kawai e col, 1999;
Johannes e Majcherczyk, 2000) e de descoloragdo de corantes (Swamy e Ramsay,
1999,) stio frequentemente relatados.

CH,CH, CH,CH,

N N N
CLy o -0
N HO,S s S SO,H

OH X
(1) )

Figura 05: Estrutura quimica do HBT (1) e ABTS (2).

1.8 Avaliagdo de toxicidade de novas substdncias

As novas substéncias que sobrevivem aos processos iniciais de pesquisa e que
apresentam atividades bioldgicas variadas, necessitam ser avaliadas quanto aos seus
potenciais riscos antes de se iniciarem testes clinicos.

Testes de toxicidade ja foram realizados com a violaceina, promissora
substdncia a ser utilizada como droga, no entanto sua insolubilidade em dgua é um
verdadeiro empecilho. Um trabatho de complexo de inclusdo da violacefna com B-
ciclodextrina realizado, apresentou redugde na citotoxicidade além de melhora na sua

solubilidade (De Azevedo e col, 1999).
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1.8.1 Ensaios citotéxicos em células de mamiferos

Um grande interesse tem sido dispensado no uso de festes /7 wifro para
avaliagdio de toxicidade celular contribuindo ao desenvoivimento de alternativas para o
emprego de animais na pesquisa biomédica (Renzi e col,, 1993).

A aplicagdo de sistemas de culturas de células, o sistema vivo de mamiferos
mais simples que existe, pode oferecer vdrias vantagens sobre modelos animais
completos. Por exemplo, o uso de culturas primdrias, linhagens de células clonadas ou
células continuas, conferem um comportamento relativamente homogéneo da populagio
celular a ser estudada, excluindo complicagGes encontradas em tecidos inteiros ou em
animais. Vdrias descobertas no campo da biologia celular resultaram de experimentos
in vitro, e alguns estudos em assuntos especificos como controle de proliferagdo
celular, sdo virtualmente impossiveis de serem realizados /n vivo. Apesar disso, o
principal problema na introdugdo de testes /n vitro para determinagdo de risco
toxicolégico em relagtio & exposicdo humana deve-se & extrapolagdo dos dados /n vitre
para a situacdo /n vivo. O ponto central na comparacdo /n vitro /in vivo refere-se ds
diferengas no processamento metabélico de xenobiéticos por organismos inteiros ou
culturas de célules (Knox e col, 1986; Cingi e col, 1991).

Para aperfeicoar o conhecimento dos mecanismos de agdo téxica e suas
avaliagdes, forna-se fundamental a investigagdio de efeitos téxicos por técnicas que
fornecam informagdes sobre fungdes e/ou organelas celulares diferentes. Um nimero
de testes foi designado para um estudo geral de citotoxicidade de xenobidticos como
a exclusdo do corante Azul de Tripan, a determinagdo do conteldo protéico da célula,
a retengdio do corante Vermelho Neutro e a redugdo do sal de tetrazédlio (Huveneers-
Oorsprong e col, 1997; be Conti e col, 1998).

A exclusdo do Azul de Tripan juntamente com observagdes morfoldgicas
permitem a avaliaciio da integridade estrutural da célula. A habilidade das células

vivas (que possuem a membrana celular intacta) em expulsar o corante, permite a
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quantificacio dessas células. As trés outras técnicas fornecem informagdo sobre

funcbes metabdlicas celulares (Renzi e cof, 1993).

1.8.1.1 Ensaio com Vermelho Neutro (2-amino-3metil-7-dimetii-amino-cloreto de
fenanzina)

A avadliagdo por esse ensaio baseia-se na habilidade de células vidveis
incorporarem e reterem o vermelho neutro, corante supravital. Esse corante
fracamente catibnico penetra a membrana celular por difus@io passiva ndo-idnica e
concentra-se nos lisossomas onde por ligacdes hidrofébicas eletrostdticas, liga-se aos
grupos fosfato da matriz lisossomal.

Dessa maneira, esse ensaio depende de dois fatores principais:

(1) ndmero de células vidveis na cultura: existe uma correlagdo linear entre o
vermelho neutro extraido de uma cultura e o nimero de células vidveis nessa cultura, o
que implica na possibilidade de alteragdes tdxicas da proliferagto celular modificarem
os resultados.

(2) Os resultados sdo dependentes da viabilidade lisossomal precisa ou fungdo
das células. O termo “viabilidade de uma cultura” representa a porcentagem de células
que expressam certas caracteristicas reservadas das células vivas, por exemplo a
exclusdo de um corante como o Azul de Tripan. A retengdio do Vermelho Neutro pelas
células vidveis pode ser modificada por dlteractes na superficie celular ou nas
membranas lisossomais (Repetto e Sanz, 1993).

1.8.1.2 Ensaio de determinacdo do contetido protéico

A razdo para sele¢do desse ensaio de determinacdo do contetido protéico foi a
consideragdo do fato da existéncia de uma velocidade 6tima conhecida de proliferagdo
celular na cultura continua. Essa velocidade seria reduzida na presenca de compostos
quimicos que por sua vez, afetariam uma ou mais fungdes citoldgicas essenciais como

por exemplo, atividade mitocondrial, sintese de DNA, sintese protéica, etc. O ensaio

25



Capitulo 1

de determinacdo do contelido protéico € rdpido e ndo requer o uso de produtos
quimicos radioativos ou outros equipamentos caros. O objetivo da determinagdo do
contelido protéico é avaliar o material celular total o que é uma indicagdo do nimero

total de células (Knox e col, 1986; Renzi e col, 1993).

1.8.1.3 Ensaio com MTT [Brometo de (3-(45-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil
tetrazdlio)]

A clivagem do sal de tetrazdlio a um produto de coloragdo azul denominado
formazan pela uma enzima mitocondrial succinato dehidrogenase € um método
potencialmente (til para realizagto de ensaios de sobrevivéncia celular e proliferacdo.
A conversdo ocorre somente em células vivas e a quantidade de formazan produzida é

proporcional ao niimero de células vidveis presentes (Denizot e Lang, 1986).

1.8.2 Ensaio de toxicidade aquda utilizando a bactéria Escherichia coli

Testes de toxicidade aguda usando microrganismos vém sendo largamente
utilizados uma vez que possibilitam a obtencdo de informacdes em curtos periodos de
tempo. Apesar da toxicidade poder ser monitorada pela variacdo interna de ATP e
DNA, outras inibigdes de fungdes vitais dos microrganismos podem ser mais
facilmente medidas como por exemplo a respiragdo, pardmetro confidvel para ser
monitorado em um teste de toxicidade aguda.

A velocidade de produgdo de CO. pelo microrganismo reflete uma série
completa de rea¢des bioquimicas que constituem seu processo de respiragdo. Uma
inibiclio nesse processo acarreta na alteragio da quantidade de CO: produzida e
mantida no meio de cultura aquoso.

Esse teste de toxicidade aguda utilizando a Escherichia coli adotado é uma
técnica sofisticada e com alta taxa de reprodugdo para quantificar as respostas

microbianas a agentes téxicos (Moraes, 1995).
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OBJETIVOS

2.1 Selegtio de enzimas e sideréforos eficientes na biotransformagdo da
violaceina,

2.2 Selegdo de microrganismos eficientes na biotransformagdo da violaceina.

2.3 Tratamento da violaceina com as enzimas e microrganismos selecionados.

2.4. Selegtio da enzima ou microrganismo mais adequado para realizacto da
biotransformagdo em maior escala.

2.5 Andlise do produto da biotransformagdo escolhida por técnicas
espectroscépicas (CLAE, UV-Vis., IV, RMN 'H, 'H COSY, RMN *C e Massa) para
tentativa de determinagdo de sua estrutura quimica.

2.6 Realizactio de testes de avaliagdo de toxicidade aguda e citotoxicidade com
o produto obtido.
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MATERIAL E METODOS
3.1 Biossintese da violaceina

3.1.1 Producdo microbiana

Inoculou-se 1,0 mL de suspensdio de Chromobacterium vielaceum CCT 3496,
crescida por 12 horas em agitador orbital a 30°C e 120 rpm, em 400 mL de um meio
liquido (05% D-glucose; 05% peptona; 0,2% extrato de levedura; 0,002% L-
triptofano) contidos em um frasco Erlenmeyer de 1000 mL. Dois desses frascos
inoculados foram incubados a 30°C por 24h em agitador orbital & 120 rpm. A seguir,
inoculou-se a suspensdo de €. violaceurn em oito tapetes de algod@o (aproximadamente
10x20x0,5 cm) ndo esterilizados (90 mL/tapete) colocados em garrafas de Roux
modificadas e ndo esterilizadas (p.ex. um tapete por garrafa). As oito garrafas foram
incubadas & 30°C por 3 dias num bioreator de prateleiras (Rettori, 1996) com aeragdo.
Ao término dessa etapa os algodfes apresentam uma coloragdo violeta intensa

indicando a produgdo intracelular do pigmento violaceina pela bactéria.

3.1.2 Extracdo e purificacdo

Os oito tapetes de algoddo foram retiradoes das garrafas de Roux modificadas
e lavados duas vezes com dgua destilada apés de eliminado o excesso de meio de
cultura existenfe, A violaceina foi extraida dos tapetes de algoddo com 500 mL de
etanol comercial a cada procedimento realizado. A solugdio de etanol foi filtrada e
evaporada sob pressdo reduzida. Purificou-se a massa obtida em sistema Soxhlet
utilizando-se inicialmente como solvente o clorofdrmio, para retirar impurezas
lipidicas como restos de membranas de bactérias, a seguir utilizou-se o éter etilico e
por fim, etanol.

o b;fanol foi evaporado & pressdo reduzida obtendo-se entdo o extrato semi-
purificado de violaceina. Esse extrato foi purificado por cristalizagdio através de sua
dissolugdio em minima quantidade de metanol e adigdo gota a gota de dgua. O material
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sedimentado foi centrifugado e seco em estufa d aproximadamente 100°C por 24h,
Obteve-se 25-30 mg do extrato semi purificado de violaceina. Esse foi o material

utilizado para caracterizagio e estudo de biotransformagio com enzimas e

microrganismos.

3.1.3 Caracterizacéio
Amostras do extrato semi purificado de violaceina foram submetidas ds
seguintes andlises espectroscépicas: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

ultra violeta-visivel (UV-Vis.), infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear de

préton (RMN-'H, COSY), ressondncia magnética nuclear de carbono, além de
espectrometria de massa (EM).

» Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): para a injegdo de amostra
etandlica de violaceina utilizou-se um equipamento Shimadzu LC-10AD com vazdo = 05
mL/min; fase estaciondria = coluna analitica Shim-Pak C18; temperatura da coluna =
temperatura ambiente (~25°C). fase mével = 75% etanol : 25% dgua (% em volume);
comprimento de onda do detector = 230 nm.

¢ Andlise espectroscdpica na regio UMtravioleta-Visivel (UV-Vis.): utilizou-se
espectrofotometro Hitachi U-2000 para a obtenctio do espectro de solucdo etandlica
da violaceina.

» Espectroscopia na regido infravermetha (IV): utilizou-se o espectrémetro
Bomen - modelo B 100 e a amostra de violaceina foi preparada em pastilha de KBr.

» Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de préton (RMN 'H) e de
Correlagdo H-H (*H COSY): utilizou-se o espectrémetro Bruker Ac 300/P, 500 MHz
para a andlise da amostra de violaceina dissolvida em DMSO-d;.

» Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de carbono (RMN 2C):

utilizou-se o espectrémetro Bruker Ac 300/P, 500 MHz para a andlise da amostra de
violaceina dissolvida em DMSO-d,.
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e Espectrometria de massa (EM): utilizou-se espectrometro de Massa VG
Autospec - MICROMAR 70 eV,

3.2 Tratamento da violaceina via enzimética

As cinéticas das reagdes das biotransformacdes da violaceina em presenca de
enzimas foram realizadas em cubeta de quartzo de 1,0 mL de volume, 1,0 cm de
caminho dptico e monitoradas por 30 minutos utilizando-se espectrofotdmetro
Beckman DU-70. O decaimento da intensidade no comprimento de onda de maior
absor¢do da violaceina em meio tamponado (558 nm) foi utilizado para a determinacdo
da taxa de conversdo do substrato. Os coeficientes lineares obtidos das equagdes dos
grdficos Ln A; - Ln A¢ versus Tempo/min realizados para cada enzima, forneceram os
valores das velocidades de cada reagdo.

Vérias concentracdes e pHs dos tampdes fosfato de sddio e acetato de sédio
foram testadas para as reagBes com as diferentes enzimas até a determinacdo

daquele mais adequado & cada uma delas.

3.2.1 Biotransformacdo utilizando Peroxidase de raiz forte (HRP-VI) (Sigma)

O meio reacional tamponado (tampdo fosfato de sédio 50 mmol.l* pH 7.6)
continha violaceina (em etanol) 250 pmol.L?, HRP-VI (Sigma) 15 UmL* e H,0, 4
pmol.L! em volume final de 1000 L. Os reagentes foram adicionados na ordem citada

em um primeiro experimento e num segundo experimento, a ordem foi alterada para
estudo da formagdio do Composto IT da enzima.

O substrato 5-hidroxindol também foi submetido & biotransformagdo com essa

enzima sob idénticas condigbes, funcionando como modelo de reagdo para a violaceina.
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3.2.1.1 Determinagdo da atividade da enzima de raiz forte (HRP-VI) (Sigma)

A atividade da enzima de raiz forte (HRP-VI) foi determinada utilizando-se o-
dianisidina como substrato enzimdtico. A mistura de reacdo continha 0,6 mL da
solucdio de enzima preparada, 0,2 mL de tampdo citrato-fosfato 0,02 mol.L™ pH 5,0,
0.1 mL de o-dianisidina 1,0 mmol.L? e 0,1 mL de H.0, num volume final de 1,0 mL. A
reacdo teve inicio pela adigtio da o-dianisidina e a velocidade de oxidacgtio (€450=29400
L.mol*.cm™) desta foi acompanhada durante 5 minutos a 460 nm. Uma unidade de
atividade de raiz forte (HRP-VI) foi definida como a quantidade de enzima necessdria

para oxidar 1 umol de substrato por minuto e por litro da solugdio de enzima preparada
(Szklarz e col, 1989).

3.2.2 Biotransformacdo utilizande Lactoperoxidase (LPO) comercial (Sigma)
A reacdo de biotransformagdo da violaceina em presenga de LPO foi redlizada

nas mesmas condicdes adotadas para a biotransformagdo da violaceina em presenca de
HRP-VI, sem no entanto realizar o experimento com o 5-hidroxindol.

3.2.3 Biotransformacdo utilizando Lacase (Lac) obtida a partir do cultive do fungo
Trametes versicolor CCT 4521

O volume final do meio reacional tamponado (tampdo acetato de sédio 50
mmol.L? pH 5,0) foi de 1000 1L e continha violaceina (em etanol) 250 pmol.L?, Lac
2500 UL! e H,0, 4 umoll™. A reacdo com a adicio do mediador 1-
hidroxibenzotriazol (HBT) 80 umol.L! também foi realizada para estudo de sua
influéncia na cinética da reagdio. Os reagentes foram adicionados na ordem citada em
um primeiro experimento e num segundo experimento, a ordem foi alterada para

estudo comparativo ds demais reagdes.
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3.2.3.1 Produgdo da enzima Lacase

A Lacase utilizada foi obtida a partir do cultivo de Trametes versicolor CCT
4521 em dgar extrato de malte acrescido de deido fertlico (0,25 mmol.L™) por 20 dias
em estufa & 28°C. A lacase foi entéio extraida do meio sélido com tampdo aéefafo 20
mmol.L" pH 5,0 apés 30 minutos de agitagio & 30°C e 120 rpm. O caldo enzimdtico
obtido foi filtrado em membrana Millipore 0,45 1 seguido de liofilizagdo. A atividade
da enzima foi determinada pela oxidacdo da siring&ldazim (£525=65.000 Lfnol“.cm")
até sua forma quinona. A reagdo foi conduzida nuha mistura contendo 0,6 mlL da
solugdo de enzima preparada, 0,3 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 molLpH 50 e
0,1 mL de siringaldazina 1,0 mmol.L™, num volume final de 1,0 mL. A reagdo teve inicio
pela adicdo da siringaldazina e a velocidade de oxidagio do substrato foi acompanhada
durante 5 minutos a 525 nm. Uma unidade de atividade de Lacase foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 umol de substrato por minuto e por
litro da solucdio de enzima preparada (Szklarz e col, 1989).

-~

3.2.4 Biotransformacdio utilizando “pool” de Ligning _peroxidase e Manganés
peroxidase - LiP/MnP obtido pelo cultivo do fungo Phanerochaete chrysosporium ATCC

24725

O volume do meio reacional tamponado (tampdo fosfato de sédio 50 mmol.L* pH
7,6) contendo violaceina (em etanol) 250 pmol.L™, *pool” enzimdtico 65 UmL™ LiP / 1.5
UL? MnP, dicool veratrilico 5,7 pmoll? e H,0, 4 pmoll? foi de 1000 pL. Os
reagentes foram adicionades na ordem citada em um primeiro experimento e num
segundo experimento, a ordem foi alterada para estudo da formagdio do Composto II

da enzima.

3.2.4.1 Produgdo do “pool” enzimdtico LiP/MnP
a. Meio de manutencdo:
O fungo de Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 liofilizado foi

reidratado e repicado em placas de Petri com meio de cultura contendo extrato de
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malte-dgar 5% e pH 5,4. A incubagtio foi feita em estufa & 37°C por 5 dias ou até o
crescimento atingir toda a extensdo da placa, sendo considerado entdo como mdxima

esporulagdo.

b. Preparagdo da suspensdo de esporos:

Apds cinco dias, as placas de Petri contendo o meio citado foram lavadas com
dgua esterilizada e a suspensdo resultante filtrada em funil contendo 1& de vidro,
também previamente esterilizado. Uma aliquota de 1 mL foi retirada da solugéio
filtrada e apéds diluicdo @ 5 mlL, sua absorbdncia foi medida a 650 nm para

determinacdo de sua concentragdo conforme descrito pela relagdio abaixo (Linko,
1986):

niimero de esporos/ _ abs-5-10°
mL— 0,1843

¢. Inoculagdo da suspensdo de esporos: _

A suspensdo de esporos obtida foi inoculada em Erlenmeyers contendo 75 mL
de meio de cultura para crescimento do fungo e 1,7 g de Nylon (marca 3M) cortado em
pedagos de 0,5xIxl cm, utilizado como suporte. O volume da suspensdo de esporos
inoculado foi o correspondente a 2,2 x 10° esporos/mL conforme o autor Linko (1986)
descreveu. Os Erlenmeyers foram incubados sob agitagdo a 150 rpm e 37°C,

Apés reducdo e estabilizagdo dos agucares redutores, dicool veratrilico e
Tween-80 (concentragbes finais de 0,6 mmoll™? e 0,13% respectivamente) foram
adicionados ao meio de crescimento e a agitagdo foi reduzida a 60 rpm.

Nos dias seguintes a ativagdo com dicool veratrilico, pulsos de oxigénio (vazdo
entre 10 e 15 L/h) com duragdo de 2 minutos foram dados ds amostras contendo o

meio de crescimento e o fungo inoculado.
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d. Meio sintético para crescimento do fungo:
O meio sintético, limitado em nitrogénio, foi preparado para o crescimento do
fungo P. chrysosporium conforme descrito pelos autores Linko e Zhong (1987)

contendo no entanto, algumas modificagdes. Para a preparagdo de 1000 mL de meio

sintético final adicionou-se:

- 500 mL da solugdo tampdo tartarato 0,04 mol L%,
- 20 mL de solugdo de glicose 10%;
- 1 mL de solugdo de vitaminas (ndo deve ser esterilizada em autoclave);

- 479 mL de dgua destilada.

e. Preparagdo do tampdo tartarato:

Os reagentes da tabela 01 foram dissolvidos com aproximadamente 800 mL de
dgua destilada adicionou-se ainda 21,8 mL de HsPO, 1 molL? e 2 mL da solucdo de
elementos traco. Ajustou-se o pH da solugdo em 45 com NaOH (5 molL?) e

completou-se o volume a 1000 mL. -

O tempdo foi esterilizado juntamente com 500 mlL de dgua destilada e 50 mL
de glicose 10% em autoclave a 1 atm e 120°C por 15 minutos.

Tabela 02: Composicdo do tampdo tartarato 0,04 moll? pH 45 empregado na
formulagdo do meio de cultura sintético usado para o crescimento do fungo

Phanerochaete chrysosporium.

COMPONENTES

CONCENTRACAO (gL1)
Acido (L+) tértico 6,00
Sulfato de magnésio heptaidratado 1,00
Cloreto de cdlcio hexaidratado 0,20
Sulfato de ferro heptaidratado 36,00 x 10°°
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f. Preparactio da solugdo de elementos trago:
A solucdo de elementos trage foi preparada contendo os elementos

relacionados na tabela 03 a sequir. O volume da solugdio estoque preparada foi de
100 mL.

Tabela 03: Composigdo da solugdo de elementos trago empregada na formulagdo do
meio de cultura sintético usedo para o crescimento do fungo Phanerochaete

chrysosporium.

COMPONENTES CONCENTRACAO (g.L™)
Sulfato de manganés monoidratado 1,00
Suffeto de zinco heptaidratado 3,00
Sulfato de cobre pentaidratado 0,01
Cloreto de cdlcio hexaidratado 1,00
Sulfato de aluminio e potdssio dodecaidratado 0,01
Acido bérico 0,01
Molibdato de sddio 0,01
Nitriloacetato de sédic 1,50

g. Preparacdo da solugdo de vi'fam;;ns:

Para a preparagdo de 100 mL da solucdo de vitaminas, dissolveu-se a biotina em
dgua quente (~15 mL) e adicionou-se 3 a 4 gotas de NaOH 5 molL'. Os demais
reagentes (tabela 03) foram dissolvidos em dgua destilada. A solugdo de vitaminas foi
esterilizada por filtragdo (Filtro Millex, poro 0,22 um), diluida & 100 mL e finalmente
estocada & 4°C.

Na preparagdo do meio sintético, esta solugdo foi diluida dez vezes assim, para
1000 mL de meio de cultura sintético utilizou-se 1 mL da solucdo de vitaminas
estocada.
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Tabela 04: Composicdo da solugdo de vitaminas empregada na formulacdo do meio de

cultura sintético usado para o crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium.

COMPONENTES CONCENTRACGAO (gL 1)
Biotina 0,04
Acido félico 0,04
Riboflavina 0.10
Acido p-aminobenzéico 0,10
Acido tidico 0,10
Cianocobalamina 2,00 x10°
Piridoxina 0,20
Acido nicotinico 0,10
Dicloreto de tiamina 1,00
DL pantotenato de cdlcio - 0,10

h. Determinagdio de acucares redutores:
Essa determinagdo foi realizada utilizando-se o Método do DNS (Miller, 1959).
Para a preparagdo de 1000 mL do reagente DNS utilizou-se:

- Acido 3,5 dinitrosalicilico 100¢g
- Hidréxido de sédio 2 mol L 3000 mlL
- Tartarato de sddio e potdssio 3000g
- Fenol 50% 40mL
- Bissulfito de sédio 35% 14mlL

Adicionou-se a0 DNS um pouco de dgua e o NaOH, sob agitagdo e ligeiro
aquecimento até completa dissolucdo. A adi¢dio do tartarato de sédio e potdssio foi
efetuada lentamente e o volume final levado & 1000 mL com o restante de dgua. O
fenol e o bissulfito de sédio foram adicionados somente ao volume de solugdo
desejado para uso.

Para a determinacdo de agucares redutores adicionou-se & 1,5 mL do reagente
DNS, 0,75 ml de amostra previamente centrifugada & 3000 rpm por 5 minutos. A
mistura foi incubada em banho térmico & 100°C por 5 minutos. Apés esse periodo a

amostra foi resfriada & temperatura ambiente e a absorbdncia medida em
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comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram interpolados na curva padrdo

de glicose obtida:

14
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6réfico 01: Curva de calibragdo da glicose.
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i. Determinagéio da atividade da enzima Lignina peroxidase (LiP):

A atividade da enzima LiP foi determinada pela oxidagdo do dicool veratrilico a
aldeido veratrilico segundo metodologia modificada dos autores Tien e Kirk (1984).
Foram adicionados 250 pl de caldo de cultivo fittrade a 50 pl de H,0; 10 mmol.L?,
125 L de uma solugdo de dlcool veratrilico 4,0 mmol.L! em tampdo tartarato de sédio
0,33 mmolL?! pH 3,0 e 450 pL de dgua destilada. O aparecimento do aldeido
veratrilico foi determinado medindo-se absorbdncia a 310 nm (£310=9300 L.mol’.cm?).
Uma unidade de Lignina peroxidase corresponde & quantidade de enzima que oxida 1,0

umol de dicool veratrilico por minuto por mL.
J. Determinacdo da atividade da enzima Manganés peroxidase (MnP):
A atividade da enzima MnP foi determinada adicionando-se a 100 plL de

vermelho de fenol 0,1% 100 plL de lactato de sédio 250 mmol.L*, 200 uL de albumina
bovina 0,5%, 50 pl de H,0, 2 mmol.L" em tampdo succinato de sédio 20 mmol.L? pH
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45. A solucto resultante foi incubada por 5 minutos & 30°C e a reagdo foi
interrompida pela adigéio de 40 ul. de NaOH 2 mmol.L™". A absorbéncia foi medida a
610 nm (g610=4460 L.mol’.cm™) e uma unidade de Manganés peroxidase foi definida

como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 pmol de vermelho de fenol por
minuto por litro (Michel e co/, 1991).

3.3 Andlise dos produtos obtidos pela biotransformacdo da violaceina e do 5-
hidroxindol utilizando-se a enzima comercial HRP-VI

Os produtos biotransformados foram extraidos do meio reacional utilizando-se
acetato de etila como solvente, foram secos com MgSO, e filtrados. Placas
cromatogrdficas foram realizadas utilizando-se como fase mével acetato de etila e
hexano (9:2). Apés a eluiciio, efetuou-se um teste (reacdo de Salkowsky) para a

verificacdo da presenca ou ndo de grupos inddlicos nas estruturas dos compostos
obtidos. T

3.3.1 Yeste pela reactio de Salkowsky

Este teste permite a identificagdo de grupos inddlicos em determinada
substdncia e consiste na borrifacdio de uma soluclio spray sobre a placa seguida de
aquecimento & 60°C por 5 minutos. Vapores de dgua régia podem ser utilizados para
intensificaglo das coloragdes. A solugdo spray foi obtida pela mistura de 3 mL de
solugtio aquosa de cloreto de ferro (III) 1,5 mol.L” com 100 mL de dgua destilada e 60
mL de dcido sulftir'ico 97 % (Merck Catalog, 1971).

3.3.2 Tentativa de caracterizacdi do produto de reacdio da violaceina com a enzima
comercial HRP-VI

Apds realizaclo do teste, o solvente da amostra do produto obtido pela

transformacdio da violaceina foi evaporado sob pressdo reduzida e a amostra
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purificada por cromatografia em placa delgada. Esse produto final foi submetido as
mesmas técnicas e condigbes espectrométricas realizadas com a amostra de

violaceina.

3.4 Ensaios bioldgicos realizados com o produto obtido pela biotransformagio da

violaceina utilizando-se a enzima comercial HRP-VI

3.4.1 Ensaios citotéxicos em células de mamiferos

A avdliagtio da citotoxicidade do produto obtido foi realizada com a

colaboragdo do grupo da Prof?. Marcela Haun (Laboratério de Cultura de Célules,
Instituto de Biologia - UNICAMP).

3.4.1.1 Manutengdo das células

As células utilizadas nos experimentos foram do tipo fibrobldstico, linhagem
estabelecida em cultura V-79 e oriur;:las de pulmdo de hamster chinés. Os
fibroblastos foram mantidos em cultura continua através de repiques periédicos ao
atingirem a densidade de semi-confluéncia. As células foram descoladas da parede do
recipiente usando solucdo de ATV (Associagdio Tripsina 0,1% - Versene 0,016%).
Homogenizou-se uma aliquota dessa suspensdio celular com uma quantidade equivalente
de solucdo de Azul de Tripan 0,1% e determinou-se o nimero de células vidveis para o
cultivo e plaqueamento por contagem em cmara de Neubauer, excluindo-se as células
que incorporaram o corante. O cultivo foi realizado em meic DMEM (Meio Eagle
modificado por Dulbecco) contendo 11 UmL™? de penicilina, 100 pg.mL™* de sulfato de
estreptomicina e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). A incubacdo foi
feita em estufa & 37°C sob atmosfera Umida e contendo 5% de CO..

O composto utilizado nesse estudo foi dissolvido diretamente em DMEM
previamente ao tratamento. Para os trés tipos de ensaios realizados, descritos a

seguir, o plaqueamento foi realizado inoculando-se 3x10* células.mL™ em cada cavidade
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da placa (96 cavidades) e incubando-se & 37°C por 48h (Melo, 1996). As células foram
tratadas durante 24h com diferentes concentracées do produto (2,5 a 20 pmol.L1). A
citotoxicidade é expressa por valores de ICso que representa a concentracdo da droga
que inibe 50% da proliferagdo celular.

3.4.1.2 Ensaio com Vermelho Neutro (2-amino-3metil-7-dimetil-amino-cloreto de
fenanzina)

Depois da inoculaglo das células e tratamento com o produto & diferentes
concentracdes, o meio foi removido e trocado por um outro contendo 50 pmol.L? do
corante vermelho neutro (VN), previamente incubado durante 12h & 37°C e filtrado
em membrana Millipore (0,22 um). Apés 3 horas de incubagio, as células foram lavadas
com PBS-Ca* & 37°C para retirada do excesso de corante néo incorporado pelos
lisossomas. A cada cavidade foi adicionado 1 mL de uma solucdo aquosa contendo dcido
acético glacial 1% e etanol 50% para fixar as células e extrair o corante VN
incorporado nos lisossomas. As placas foram agitadas por 20 minutos em um agitador
de placas e as absorbéncias das solucdes foram medidas em 540 nm. O valor de ICxo
foi obtido por interpolacdo do valor de Ass em um gréfico de captagdo de corante por
células tratadas (com relagdo ao controle) versus concentragdio do composto, O
experimento foi realizado em triplicata (Riddell e co/, 1986).

3.4.1.3 Ensaio de determinagdio do conteddo protéico

A mesma placa usada para o ensaio com vermelho neutro, contendo ainda a
monocamada de células fixadas no fundo das cavidades sem a presenca do corante VN,
foi reutilizada para realizagéio do ensaio de determinagdo do contetido protéico. As
células foram secas sob temperatura ambiente e lisadas com NaOH 05 molL! (1
mL/cavidade) por 1h & 37°C. A absorbancia do lisado foi medida em comprimento de
onda 260 nm. O crescimento relativo das células tratadas com o produto foi expresso

por porcentagem em relagdo ao controle (células sem tratamento sob idénticas
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condi¢bes experimentais). O valor de ICs, do produto foi obtido pela interpolagdio do
dado de Az (n® de células no lisado) em um grdfico de proliferagdo celular versus

concentractio do composto. O experimento foi realizado em triplicata (Cingi e col,
1991).

3.4.1.4 Ensaio com MTT [Brometo de (3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2 5-difenil tetrazdlio)]

Apds incubagdio das células com a droga por 24h, o meio foi removido e trocado
por outre sem soro contendo o corante amarelo MTT Imgml™. As células foram
incubadas por Sh, tempo necessdrio para o corante ser reduzido pelas células vidveis d
um composto azul (formazan), insoltvel em dgua. O meio foi retirado cuidadosamente e
para solubilizagdio do formazan, adicionou-se 1 mL de etanol. As placas foram agitadas
por 10 minutos e a absorbincia da soluglio de cada cavidade foi medida
espectrofotometricamente em 570 nm. O valor de ICs; para o composto foi obtido por
interpolacdo do valor de Asz em um gréfico de captaglio de corante por células

tratadas (com relacdo ao controle) versus concentragdo do composto. O experimento
foi realizado em triplicata (Denizot e Lang, 1986).

3.4.2 Ensaio de toxicidade aquda in vitro
3.4_2.1 Cultura da bactéria

A avaliacto da toxicidade aguda do produto obtido foi realizada com a bactéria
Escherichia coli ATCC 25922 como organismo indicador. A bactéria foi mantida em
cultura continua através de repiques em placas contendo meio sdlido dgar-sangue
incubadas & 37°C por 48 horas. Estas placas foram armazenadas sob refrigeracdo

(tempo de meia-vida de 15 dias) até a realizagdic do experimento.

3.4.2.2 Preparagdo do meio de cultura

O meio liquido para o crescimento da bactéria, foi obtido pela dissolucdo dos
compohentes da tabela 05 (com excegdo da glicose) em 800 mL de dgua deionizada e
ajustando-se o pH em 7,2. A glicose foi diluida em 200 mL de dgua deionizada
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esterilizada separadamente ao meio de cultura. Apés resfriamento, as solugdes foram

misturadas em condigdes estéreis e guardadas sob refrigeragdo.

Tabela 05: Composicdo do meio de cultura necessério para o crescimento da bactéria

Escherichia coli,

COMPONENTES CONCENTRACAQ (g.L™)
KzHPO, 7.00
KH:PO, 3,00
Acido citrico 0,50
(NH;)504 1,00
MgSO, 0,20
Glicose 20,00

3.4.2.3 Realizagto do ensaio

O meio de cultura foi inoculado com a bactéria £ coli (organismo teste) e a
concentracdo de CO; produzido pela respiragto microbiana foi monitorada até atingir
0,5 mmol.L. O frasco foi mantido em banho termostatizado & 37°C. Aliquotas de 40
mL do meio contendo a bactéria foram transferidas para Erienmeyers de 125 mL e
inoculadas com 560 pl. da amostra de violaceina biotransformada. O pH das aliquotas
foi ajustado para 7,0. Paralelamente monitorou-se um controle do crescimento
bacteriano no qual 560 pl. de dgua destilada foram adicionados ao invés da amostra,
As determinacdes foram feitas a cada 20 minutos, finalizando o experimento em 4
horas. A concentragdo de CO, nos frascos foi obtida pela interpolagdio dos dados em
uma curva de calibragdo (grdfico 02) realizada previamente (Moraes, 1995).

Uma solucdo de tetraciclina foi utilizada como padréio positivo do teste,
apresentando uma inibictio de aproximadamente 50% na respiracio da bactéria em

relagdo ao controle (Durdn e col, 1998).

3.4.2.4 Obtengdo da curva de calibragdo
Primeiramente preparou-se um volume de 100 mL de uma solugdio estoque de

Na.CO; 100 mmol.L* (previamente seco em estufa a 120°C por 1 hora). Em seguida

47



Capitulo 3

preparou-se a partir da solugdo estoque, solugdes com concentracdes de 0,25; 05 1,0
:2,0: 3,0 mmol.L” de Na.CO;. Amostras dessas solugdes (135 L) foram injetadas no
sistema FIA (Andlise de Injegdio em Fluxo) condutimétrico para obtengto da curva de
calibragdio.

500 -
400
3 |
[-%
300 -
E:]
_‘g YxA+8*X
] 200 1 Parometer Value  Error
::: 1 A 278005 1404516
100 B 167ZTADA 830145
- R 5b N P
0 0.99633 1893022 5 24718454
) b L] ) v T L] v L
ope 05 10 15 20 25 30
[€0,)/ umolL™

6réfico 02: Curva de calibragdo de CO,.

3.5 Tratamento da violaceina via microrganismos

3.5.1 Biotransformactio da violaceina utilizando os funqos Trametes versicolor CCT
4521, lentinus edodes CCT 4519, Trametes villosa CCT 5567 e Phanerochaete
chrysosporium ATCC 24725 e as bactérias Azotobacter vinelandii 1228-ESALQ e
Pseudomonas putida CCT 0598 em meio sélido

3.5.1.1 Meios de manutencdo

(1) Trametes versicolor, Lentinus edodes, Trametes villosa: foram mantidos e
repicados semanaimente em Placas de Petri contendo o meio dgar-extrato de maite
5%, pH 5,4 aproximadamente. A incubagdo foi realizada & 28°C por cinco a dez dias ou
até o crescimento atingir toda a extensdo da placa {mdxima esporulagdo).
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(2) Phanerochaete chrysosporium. foi mantido e repicado semanalmente em
Placas de Petri contendo o meio extrato de malte 2% e pH 5,4 aproximadamente. A
incubacdo foi realizada & 30°C por cinco a dez dias ou até mdxima esporulagdo.

(3) Pseudomonas putida: foi mantida e repicada semanalmente em Placas de
Petri contendo o meio dgar 5%, pH 5,4 aproximadamente. A incubacdio foi realizada &
30°C por trés a cinco dias.

(4) Azotobacter vinelandii: foi mantida e repicada semanalmente em Placas de
Petri contendo o seguinte meio de cultura (Catdlogo de Linhagens da Fundacdo de
Pesquisas e Tecnologia *André Tosello”, 1996):

Tabela 06: Composicio do meio de manutengdio utilizado para o crescimento da
bactéria Azotobacter vinelandii.

COMPONENTES QUANTIDADE
Glicose 500¢g
Manitol *o 5009
CaCl, . 2H,0 010g
MgSO4 . 7 H20 0,10g
Na2Mo4 . 2H20 5,00 mg
K2HPO4 090g¢g
KH2PO4 0104
FeSO4 , 7 H20 00ig
CaCO3 500¢
Agar 1500 ¢g
Agua destilada 950,00 mL

O pH do meio de cultura preparado foi acertade em 7,3 e a esterilizacdio foi
realizada & 120°C e 1 atm. A glicose e o manitol foram colocados em 50 mL de dgua
destilada e autoclavados separadamente. Em seguida foram adicionados ao meio de

cultura. A incubagdo da bactéria Azotobacter vinelandii também foi realizada & 30°C

por trés a cinco dias,
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3.5.1.2 Condigles de inoculagdo e cultivo

Discos de tamanho padronizado (0,8 x 0,8 x 02 cm) retirados dos meios de
manxtencdo dos fungos (1) e (2) crescidos, foram utilizados para inocular placas
contendo dgar-dextrose-batata (39 gL} e violaceina 0,06% (dissolvida em etanol).
Para as bactérias, a inoculagdo foi feita com o auxilio de alga a partir de Placas de
Petri contendo as bactérias crescidas no meio de manutencdo. A violaceina foi
esterilizada em autoclave juntamente com o meio de cultura em um dos procedimentos
adotados e no outro, foi adicionada ao meio (jd esterilizado) por filtracdo em filtro
Millipore estérit (0,22 pm). Ambos experimentos foram realizados em triplicata
utilizando-se controle de crescimento dos microrganismos e controle de coloragde do
meio durante tode o experimento.

 Os fungos (1) foram mantidos & 28°C e os didmetros de crescimento e halos de
descoloragdo foram medidos com régua diariamente até completa descoloragdo pelos
fungos.

Os microrganismos (2), (3) e (45 foram mantidos & 30°C e seus crescimentos e
descoloragdo do meio foram verificados diariamente até completa descoloragdo pelos
mesmos.

A cada placa de Petri descolorida completamente pelo microrganismo, amostras
foram retiradas para determinacdo de atividade das enzimas Lignina peroxidase,
Manganés peroxidase, Lacase e determinagdio da presenca de siderdforos.

3.5.1_3 Determinagdo das atividades enzimdticas

As enzimas foram extraidas do meio sélido utilizando-se tampdo citrato-
fosfato 20 mmol.L™ pH 5.0. As culturas for&n filtradas em membrana Millipore (0,45
pum) e as aﬁyidades das enzimas LiP, MnP e Lac determinadas no caldo de cultura

filtrado conforme metodologias descritas no item 3.2.
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3.5.1.4 Determinagdo de sideréforos

As amostras submetidas & determinacdo de sideréforos foram extrafdas com
tampdo acetato de sédio 0,1 molL? e pH 4,0. A 500 pL de amostra foram adicionados
500 ul da solugdo de Cromo Azurol (CAS) e apés 24h a mistura de reacdo foi medida
espectrofotometricamente em comprimento de onda 630 nm (Schwyn e Neilands,

1987). Uma aliquota do tampdo usado para a extracdo foi utilizada como branco.

3.5.2 Biotransformacdo da violaceina utilizando os fungos Trametes versicolor CCT

4521, lentinys edodes CCT 4519, Trametes villosa CCT 5567 e Phanerochaete

chrysosporium ATCC 24725 e as bactérias Azotobacter vinelandii 1228 (ESALQ) e
Pseudomonas putida CCT 0598 em meio liquido

3.5.2.1 Meio de manutencdo

O meio de manutengdo utilizado foi o0 mesmo descrito no item 3.5.1.1.

3.5.2.2 CondicBes de inoculacdio e culfivo
Inicialmente toda a vidraria utilizada foi submetida & uma lavagem na tentativa
de eliminar ao mdximo o ferro contido no vidro. O material foi colocado de moltho em
uma solugdo de HCl 0,1 mol.L™ seguida de imersdo em solugdo de EDTA 100 mmol.L™,
Logo depois, a vidraria foi enxaguada com HNO; 2% e finalmente com dgua deionizada.
O meio de cultura liquido utilizado foi preparado conforme descrito por Durdn
e col (1999,) (Tabela 07).
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Tabela 07: Composicdo do meio de cultura liquido utilizado no experimento de
biotransformacdo da violaceina pelos fungos Trametes versicolor, Lentinus edodes,
Trametes villosa e Phanerochaete chrysosporium e as bactérias Azotobacter

vinelandii e Pseudomonas putida.

COMPONENTES CONCENTRACAO (g.L 1)
Sacarose 20,00
Bactocasaminodcidos 2,00

KHPO, 1,00

Para a inoculagdo dos microrganismos no meio de cultura liquido, adicionou-se
quatro discos de tamanho padronizado (0,8 x 0,8 x 0,2 cm) em Erlenmeyers de 125 mL
contendo 50 mL de meio de cultura. Estes frascos foram colocados em agitador
orbital a 120 rpm e 30°C. Apés o terceiro dia de crescimento dos microrganismos,
foram retiradas aliquotas dos frascos para determinagdo das atividades enzimdticas e
presenca de sideréforos (conforme item 3.5.14) A violaceina (40 mg/1000ul
etanol/Erlenmeyer) foi adicionada afr'ave:s de filtragdo estéril com filtro Millex 0,22
pum de poro. As absorbdncias das solucbes dos frascos foram medidas a 558 nm
(comprimento de onda de mdxima absorgdo da violaceina) em espectrofotdmetro
Beckman DU-70.

Para ceda microrganismo empregado no experimento, preparou-se dois
Erlenmeyers controles de crescimento, um controle de coloragéo (violaceina no meio
de cultura) e quatro contendo o microrganismo em crescimento e a violaceina.
Aliquotas de 1000 pl foram retiradas em diferentes intervalos de tempo do
experimento, centrifugadas @ 2000 rpm por 5 minutos e submetidas & leitura

espectrofotométrica para acompanhamento da descoloragdio do pigmento na solugdo.
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3.5.3 Estudo_do efeito da adsorclio da_violaceina nos “pellets” de indculo dos

microrganismos utilizados para biotransformacdo

O meio de manutencdio utilizado para os microrganismos foi o mesmo descrito
anteriormente (item 3.5.1.1) assim como o meio liquido utilizado (item 3.5.2.2).

Em Erlenmeyers de 125 mL adicionou-se 50 mL de meio de cultura e para a
inoculagdo dos microrganismos no meio adicionou-se quatro discos de tamanho
padronizado (0.8 x 0,8 x 0,2 cm) a cada Erlenmeyer. Estes frascos foram colocados
em agitador orbital & 120 rpm e 30°C. Apés o terceiro dia de crescimento dos
microrganismos, os frascos foram autoclavados durante 20 minutos & 1 atm e 121°C e
pesados. Adicionou-se aos frascos do experimento a violaceina (40 mg/1000uL
etanol/Erienmeyer) através de filtragdio estéril com filtro Millex 0,22 um de poro.

No experimento havia um Erlenmeyer controle de crescimento (sem adigdo de
violaceina) e dois contendo o microrganismo morto e a violaceina para cada
microrganismo. Todos os frascos foram recolocados sob agitaglio orbital @ 120 rpm e
30°C. Em variados intervalos de tempo foram refiradas dos frascos aliquotas de
1000uL para redlizagdo de medidas espectrofotométricas a 558 nm e consequente
determinagdio da quantidade de violaceina adsorvida pela massa microbiana morta. Os
controles do experimento foram utilizados como branco para as leituras. Ao final do
experimento os frascos Erlenmeyers vazios foram pesados novamente para

determinacdio do peso da massa microbiana contida em cada um.
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CAPITULO 4

BIOSSINTESE E CARACTERIZACAO
DA VIOLACEINA
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BIOSSINTESE E CARACTERIZACAO DA VIOLACEINA

4.1 Biossintese da violaceina
A producdo e extragdo seguiram metodologia descrita por Rettori (1996). Apés
a etapa de cristaliza¢do, a quantidade de extrato bruto obtida é de aproximadamente

25-30 mg e o tempo gasto para tanto varia de trés a quatro semanas.

4.2 Caracterizagdo da violaceina

Observou-se os seguintes aspectos para cada andlise realizada:

* Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): por esta técnica determinou-
se o tempo de eluigio da amostra de violaceina em etanol, utilizando-se dgua e etanol

(25:75) V/V como fase mdvel. A violaceina mostrou um tempo de retencéio de 5,56-
6.34 minutos.

mAbs
10004

5004

min

Figura 06: Cromatograma da amostra de violaceina em etanol.

e Andlise espectroscdpica na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis.): pelo
espectro obtido (figura 07) observou-se que a amostra de violaceina em etanol
apresentou o mdximo de absorcdio em comprimento de onda 574 nm, além de

absorgoes menores em 266, 368 nm que condizem com os da literatura (Riveros e col,
1988).
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Figura O7: Espectro UV-Vis. da amostra de violaceina em etanol (1 mmol.L?).

O niicleo indélico da violaceina interage fortemente com o sistema de dilactama
conjugada da molécula, o que leva-nos a confirmar que a violaceina possui um

cromdforo merocianinico esquematizado a seguir (Laatsch e col, 1984):

~ G - -
~ ! - - NNT l -
N N -0~ N
R 07 R R o~ "R

Figura 08: Ressondncia do croméforo merocianinico existente na molécula de

violaceina.

« Espectroscopia na regitio infravermelha (IV): a presenca de bandas
caracteristicas da violaceina pode ser observada no espectro de infravermelho obtido
(figura 09) e-confirmadas de acordo com a literatura (Riveros e col, 1988; Laatsch e
col,, 1984) apesar de pequenas alteracdes nos valores devido ao preparo da amostra

realizado. A banda larga em 3400 cm™ corresponde & frequéncia de deformacdo axial
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do O-H; a banda em 3250 cm™ refere-se & v N-H; em 2900-2800 cm™ aparece a
absorgdio relacionada & vibragdo do estiramento da ligagdo C-H; em 1655 e 1701 cm™
as bandas relativas ao v C=0 e em 1618 cm™ a banda correspondente ao v C=C. A

presenca da banda em 2300 cm™ € atribuida a0 CO, atmosférico.
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Figura 09: Espectro na regido IV da amostra de violaceina em pastitha de KBr.

» Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN 'H) e Espectroscopia
de Correlagtio H-H ('H COSY): pelo espectro desacoplado de RMN *H (figura 10),
apesar das impurezas, é possivel observar a presenca de todos os picos que
caracterizam a violaceina. Na tabela 08 encontram-se os valores dos deslocamentos

obtidos assim como aqueles provenientes da literatura (Hoshino e col, 1987,).
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Figura 10: Espectro de RMN 'H da amostra de violaceina em DMSO-d,.

Tabela 08: Valores de RMN 'H da violaceina em DMSO-d;.

postgio DESLOCAMENTOS DESLOCAMENTOS DESLOCAMENTOS DESLOCAMENTOS

OBTIDOS DA LITERATURA* OBTIDOS DA LITERATURA*

1 11,90 (s) 11,89 (s) 13 7,55 (d) 7,55 (d)
2 8,07 (d) 8,07 (d) 14 - -

3 - ' - 15 10,63 (s) 10,64 (s)
4 - - 16 - -

5 7.24(d) 7.24 (d) 17 - -

6 9,35 (s) 9.35(s) 18 - -

7 6.79(dd) 6.78 (dd) 19 8,91 (dd) 8,93 (dd)
8 7.35 (d) 7.35(d) 20 6,97 (dt) 6,95 (dt)
9 - - 21 7,19 (dt) 7.20 (dt)
10 10,74(s) - 10,74 (s) 22 6,82 (dd) 6,82 (dd)
11 - - 23 - -

12 - -

O espectro de RMN 'H foi obtido a 500 MHz. Os deslocamentos quimicos do espectro, em & (ppm), sdo refere
interno. Os parénteses referem-se & multiplicidade do sinal,
* Hoshino e col,, 1987-.
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Pela representacdo de contorno do espectro ‘H COSY obtida, péde-se observar
quais prétons acoplam entre si na molécula de violaceina. Percebe-se claramente que
os prétons nas posigdes 6 e 15 ndo acoplam com nenhum outro da molécula uma vez que
ndo apresentam picos fora da linha diagonal. O préton na posicéio 1 acopla-se com o
préton em C2. O préton em C10 acopla-se com o préton em C13 conforme descrito por
Hoshino e col, 1987, no entanto o acoplamento do préton em C19 ao €20 ndo foi
observado assim como os demais acoplamentos descritos. Ume investigagto mais
préxima (expansdo da regide 65-9,1 ppm no detalhe) revela que ¢ préton em C19
também estd correlacionado com aquele em C21 embora trate-se de um sinal menos
intenso; esse préton em C21 ainda se acopla com os prétons em €22 e C20. O préton
em C7 acopla-se com o préton em CB e em C5. As correlagdes entre o prétonem C5 e
€20, C5 e C22,C7 e C21,C8 e C20 e C8 e C22 devem-se provavelmente a presenca de

moléculas dimeras na solugdo de violaceina,
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Figura 11: Representacto de contorno do especiro *H-COSY de amostra de
extrato bruto de violaceina em DMSO-d.
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o Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN C): pelo espectro de
carbono obtide pode-se verificar a presenca dos picos que caracterizam a molécula de

violaceina. A tabela 09 mostra a concordéncia dos deslocamentos dos picos obtidos

com aqueles descritos na literatura.

Figura 12: Espectro de RMN € da amostra de violaceina em DMSO-d;.

Tabela 09: Valores de RMN 3¢ da violaceina em DMSO-dq.

DESLOCAMENTOS DESLOCAMENTOS

OBTIDOS DA LITERATURA* POSIEAO ™~ oprrios DA LITERATURA*

1 - - 13 96,50 (d) 96,90 (d)
2 129,20 (d) 129,50 (d) 14 147,20 (s) 147,50 (s)
3 105,30 (s) 105,80 () 15 - -

4 125,10(s) 12550 (s) 16 169,90 (s) 170,10 (s)
5 104,10 (d) 104,50 (d) 17 118,30 () 118,70 (s)
6 152,50 (s) 152,90 (s) 18 121,90 (s) 122,30 (s)
7 112,90 (d) 113,20 (d) 19 125,90 (d) 126,30 (d)
8 113,40 (d) 113,40 (d) 20 120,40 (d) 120,80 (d)
9 131,10 (s) 131,50 (s) 21 128,90 (d) 129,30 (d)
10 - " 22 108,50 (d) 108,90 (d)
1 171,16 (s) 171,50 () 23 141,40 (s) 141,80 (s)
i2 136,50 (s) . 136,90 (s)

O espectro de RMN C foi obtido a 500 MHz. Os deslocamentos quimicos do espectro, em & (ppm), so referentes ao TMS
interno. Os parénteses referem-se 4 multiplicidade do sinal.
* Hoshino & cof,, 1987.,
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* Espectrometria de massa (EM): no espectro de massa obtido para a amostra
de extrato bruto da violaceina pode-se verificar a presenca do ion molecular de m/z=
343 e de trés outros ions de maior abundéncia nos valores de 214, 133 e 104 m/z.
Esses fragmentos estdo de acordo com aqueles atribuidos por Riveros e co/ (1988). O
fragmento de m/z= 327 bastante intenso refere-se & deoxiviolaceina, composto
produzido também pela Chromobacterium violaceum, ainda presente no extrato da

amostra que sofreu apenas uma semi purificagéo.
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Figura 13: Espectro de massa da amostra de exirato bruto de violaceina.

A fragmentagto para a obtengdo do fragmento m/z 133, um dos ions de maior

intensidade, pode ser demonstrada conforme esquema abaixo:

Esquema 02: Fragmentagdo da violaceina para obtencdo do fragmento m/z 133.
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TRATAMENTO DA VIOLACEINA VIA ENZIMATICA

O tratamento da violaceina com as enzimas HRP-VI, LPO, Lac e LiP/MnP foi
monitorado espectrofotometricamente na regidio 200-700 nm por uma hora. A banda
de absor¢do mdxima da violaceina em meio tamponado ocorreu em comprimento de
onda 558 nm. Observou-se que a coloracdc da solucdo da violaceina (inicialmente
violeta) tornou-se de um amarelo pdlido em todas as reagdes realizadas, indicando

transformagdo do substrato por cada enzima.

5.1 Biotransformacdo utilizando peroxidase de raiz forte (HRP-VI) (Sigma)

Geralmente os oxinddis possuem propriedades bioldgicas interessantes, assim
como a violaceina, no entanto, os métodos quimicos disponiveis para suas producdes
necessitam de procedimentos com wvdrios passos. O uso da enzima HRP ofereceu
rendimentos quantitativos em reacdes utilizando inddis e inddis substituides como
substratos conforme Colonna e col (1999) descreveram. Dessa maneira, e
considerando-se o conhecimento do me;:anismo da enzima, resolveu-se estudar mais
detalhadamente a biotransformacdo com essa enzima.

O tratamento da violaceina utilizando a enzima HRP-VI iniciou-se com a adicdo
da enzima numa solugdo tamponada contendo 250 umol.l! de violaceina. A enzima
mostrou uma absorgdo mdxima em comprimento de onda 400 nm referente ao
Composto I (figura 14-B). Apés a adigdio do peréxido de hidrogénio na mistura da
cubeta, houve a formagto do Composto IT observada pela mudanca no comprimento de
onda da absorgtio para 414 nm (figura 14-C). A este procedimento denominou-se ordem
normal de adigdo dos reagentes.

A peroxidase de raiz forte necessita do peréxido de hidrogénio para catalisar
a oxidagdo (de um elétron) de uma substrato a radical livre. O peréxido de hidrogénio
oxida a enzima heme (por dois eiétrons) ao Composto I, que é um cétion radical ferril
(Fe(IV)) n-porfirina da enzima. Uma molécula de substrato pode entdo ser oxidada a

um radical (por um elétron) e o Composto I é reduzido ao Composto II (por um
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elétron). Uma oxidagdio subsequente de outra molécula de substrato pelo Composto IT
permite o retorno da peroxidase ao seu estado férrico natural. A presenca de grande
quantidade de perdxido de hidrogénio ou a lenta redugéio do Composto I ao estado
natural da enzima, podem levar & oxidagdo do Composto IT ao Composte III, forma

menos reativa da enzima,

1.000

LOOO

©.8000

Abs 0.6000

0.4000
0.2000
0.000 i 3 1 [ 1 ] 1 1 1 0Q.000
190 292.0 38940 4960 5980 TOO
A lnm)

Figura 14: Espectro UV-Vis. da violaceina 250 pmol.L™! em tampdo fosfato de sédio 50
mmol.L! (-A-); apés a adigdo HRP-VI de 2 ymol.L* (-B-): apés adigdo de H,0, 4 umol.L?
(-C-) e apés 30 minutos de reagtio (-D-).

A absorbincia da soluglo de violaceina foi monitorada continuamente como
mostra a figura 15. Apés trinta minutos de reacdo ndo se observou mudangas no
espectro. A intensidade de absorgdo da violaceina diminuiu cerca de 40% do seu valor
inicial. Testes foram realizados colocando-se dgua destilada ao invés da enzima HRP-
VI e nenhum efeito de descoloracdo pelo H.O. foi considerado significativo (< 2%
mudanga na absorgdo).

Quando utilizado o outro procedimento de adigdio dos reagentes permitindo a
formacdo do Composto IT da enzima anterior & adicdo do substrato (violaceina),

observou-se um pequeno aumento na velocidade de reagdo. Os mecanismos envolvidos
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na biotransformacéio (esquema 04-pdg. 83 e 05-pdg. 84) mostram mais claramente a

a¢do do composto IT da enzima. Entretanto, a taxa de conversdo observada diminuiu
(vide tabela 10-pdg. 73).
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1 J 1 1 1 1 1 Il |" 0.000
450 S00.0 5500 6000 83500 700

Alnm)

Figura 15: Cinética do espectro UV-Vis. da variago na intensidade de absorcdo da
violaceina a 558 nm durante trataménto com HRP-VI (tampdo fosfato de sédio 50

mmol.L™, pH 7.,6) em vdrios intervalos,

5.2 Biotransformagiio utilizando lactoperoxidase (LPO) comercial (Sigma)

A reagdo da violaceina com a enzima LPO foi mais rdpida do que com a realizada
com a enzima HRP apesar da taxa de conversdo ndo ter mostrado mudanga
significativa (tabela 10).

Um fator importante que distingue a lactoperoxidase das outras peroxidases é
o comportamento dos intermedidrios enzimdticos. A LPO reage com o peréxido de
hidrogénio fornecendo o Composto I, um cdtion radical ferril porfirinico [Comp I (IV,
P*)1, que rapidamente decai formando espécies que contenham um equivalente
oxidante na cadeia polipeptidica [Comp I(IV, R *)]. Essa espécie reage com o
ferrocianeto usando o equivalente oxidante radical aminodcido (pH neutro ou bdsico)
(Monzani e col, 1997).
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A cinética de reagdo pode ser observada conforme mostra a figura a seguir:

8,768 =7 8.7
[Fos]
@ 008 6 a0
458 SHe S08 6MBe cmh M
A {nm)

Figurae 16: Cinética do espectro UV-Vis. da variagdo na intensidade de
absorgdo da violaceina a 558 nm durante tratamento com LPO (tampéo fosfato de

sédio 50 mmol.L?, pH 7,6) em vdrios intervalos.

Os compostos intermedidrios dessa enzima absorvem em 500-600 nm o que
tornou impossivel suas visualizagdes devido a absor¢dio da violaceina ser bastante

intensa na regido de 550 nm,

5.3 Biotransformacdo utilizando lacase (obtida a partir do cultivo do fungo
Trametes versicolor CCT 4521)

A transformacdo da violaceina pela enzima lacase também pdde ser observada
mesmo na presenca do mediador 1-hidroxibenzotriazol (HBT). A velocidade de reacdo
observada na presenca do HBT foi menor do que aquela na sua auséncia (vide tabela
10-pdg. 73). Esse comportamento indica a ocorréncia de diferentes mecanismos de
acdo da enzima no substrato quando usado o mediador.

Um mecanismo geral da Lac atuando em substratos fenélicos pode ser descrito

conforme os autores Durdén e Esposito (1997) escreveram:
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2 (Cu[II])-Lacase + Fenol - 2 (Cu[I])-Lacase + Fenol e + 2 H'
2 (Cu[I])-Lacase + Oxigénio + 2 H' — 2 (Cu[IT])-Lacase + H,O

A Lac reduz o oxigénio a dgua e simultaneamente permite a oxidagdo (de um
elétron) de diversos substratos aromdticos. A faixa de substratos da lacase pode ser
estendida a compostos ndo fendlicos pela simples inclusdo de um mediador como o HBT
por exemplo. Existem vdrias hipéteses que explicam porque o sistema da Lacase-
mediador pode oxidar compostos ndo fendlicos: (1) o mediador da lacase é um
mediador redox; (2) intermedidrios ativos sdo gerados durante a oxidagdo do
mediador pela lacase; (3) o mediador atua como um co-substrato ou ativador; (4)
espécies ativas de oxigénio como radicais livres hidroxilas (OH ) stio gerados durante
a reagdo. Apesar da existéncia de todas essas hipéteses, o mecanismo exato dos
mediadores ainda ndio foi estabelecido (Li e co/, 1998).

@, 5 g T g.5%
.................................... [VUTUUTUUR SUUTRUE FRUUTUR PR SUPRPINY PO a‘ m
[fbs] 0. 095
8, 2008

4 G 109

0, 6 g 0

459 e S0 60 Bl T8
A (nm)

Figura 17: Cinética do espectro UV-Vis. da variagdo na intensidade de absorgdo da
violaceina a 558 nm durante tratamento com Lac sem a adigéo do HBT (tampdo

acetato de sédio 50 mmol.L", pH 5,0) em vdrios intervalos,
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Com relagdo &s taxas de conversdo do substrato ilustradas nas figuras a seguir,
verificou-se que a reagdo utilizando a lacase com a adigdo do mediador apresentou uma
porcentagem de conversdo maior indicando que o mecanismo envolvido no processo foi

mais eficiente.
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Figura 18: Cinética do espectro UV-Vis. da variagdo na intensidade de absor¢to da
violaceina a 558 nm durante tratamento com Lac com a adigdo do HBT (tampdo

acetato de sédio 50 mmol.L*, pH 5,0} em vdrios intervalos.

5.4 Biotransformactio utilizando ™pool” de Lignina peroxidase e Manganés
peroxidase - LiP/MnP (obtido pela produgio do fungo Phanerochaete
chrysosporium ATCC 24725)

A transformacdo da viclaceina pelo "pool” enzimdtico LiP/MnP mostrou-se a
mais lenta de todas as reagdes realizadas e a sua taxa de converséo do substrato a
mais baixa. Acredita-se que o fraco desempenho da reagtio com essas enzimas tenha
ocorrido devido a atividade reduzida do “pool” enzimdtico obtido uma vez que seus

ciclos cataliticos s@o muito similares aos da HRP.
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Figura 19: Cinética do espectro UV-Vis. da variacdo na intensidade de absorcdo da

violaceina a 558 nm durante tratamente com o “pool” enzimdtico LiP/MnP (tampdo

fosfato de sédio 50 mmol.L?, pH 7,6) em vdrios intervalos.
P

5.5 Comparagdo dos dados obtidos na biotransformagdo da violaceina pelas

enzimas HRP-VI, LPO, Lac (com e sem o uso de HBT) e o “pool” enzimdtico

LiP/MnP

wi g,

Os pardmetros obtidos para cada reagde foram as taxas de conversdo do

substrato e os valores das velocidades das biotransformagdes que sdo mostrados na

tabela a sequir:

Tabela 10: Parémetros cinéticos obtidos nas reac¢des da solugdo de violaceina com as

enzimas HRP-VI, LPO, Lac e LiP/MnP,

ENZIMAS ORDEM NORMAL DE ADICAO  ORDEM DE ADICAO MODIFICADA
ke= 0,0377 ke= 0.0379
HRP-VI TAXA= 37.57% TAXA= 27.10%
Po ke= 0,112 ke= 0,0194
TAXA= 37.27% TAXA= 38,84%
. ke= 0,0045
LiP/MnP TAXA= 21,60%
SEM USO DE HBT COM USO DE HBT
ka= 00210 k= 00164
Lac

UV-Vis.: N.A.= Nifo aplicdvel.

XAz 24 20%

73

N _____ TAXA=2880%
ke= Constante de velocidade de reacle (min ) TAXA= Decaimento da intensidade de absor¢ic da violaceina no espectro
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A ordem crescente da taxa de conversdo do substrate considerando-se a
ordem normal de adigdo foi: LiP/MnP < Lac < Lac-HBT < LPO < HRP-VI, no entanto, a
ordem das velocidades de reagéio apresentou-se diferente, indicando a ndo correlacdo

dos dois pardmetros cinéticos.
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6réfico 03: Curvas obtidas pelas reagdes de biotransformagdo da violaceina com as

enzimas HRP-VI, LPO, Lac (com e sem a adi¢do de HBT) e LiP/MnP.

Apds a realizagdo das cinéticas de reacdo com cada enzima estudada, foi
possivel construir grdficos Ln A; - Ln A; versus Tempo/min para a obtengdo dos
valores da velocidade de reagdo envolvida em cada biotransformagdo. Os valores dos
coeficientes lineares das equagdes de reta dos grdficos realizados para cada enzima,
forneceram os valores das velocidades de reagdo conforme o grafico 03. A ordem

cinética obtida foi: LiP/MnP < Lac-HBT < Lac < HRP-VI < LPO.
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5.6 Andlise do produto obtido do tratamento com a enzima HRP-VI

Apesar da reagdo da violaceina com a enzima LPO ter se mostrado mais rdpida,
optou-se em adotar a reagdo com a enzima HRP-VI para estudo e possivel detecctio e
caracterizacio de produtos devido ao maior conhecimento existente com relagdo ao
seu mecanismo de agdo.

Inicialmente redlizou-se cromatografia em placa delgada (fase estaciondria
silica; fase mével acetato de etila - hexano 9:2) com os produtos obtidos pela reagdo
da violaceina com a enzima HRP-VI e do 5-hidroxindol com a enzima HRP-VI também.
O produto da reaglio com a violaceina apresentou fator de retencdo maior que o da
violaceina indicando tratar-se de um composto mais apolar que o de partida. O produto
da reagdo com o 5-hidroxindol apresentou fator de retencdo menor que o do 5-
hidroxindol indicando portanto, tratar-se de um composto mais polar que o de partida.
Em seguida, realizou-se o teste de Salkowsky nas placas e os resultados indicaram que
0 produte da violaceina continha grupo indélico na molécula mas que o produto do 5-
hidroxindol ndo possuia. Tal fato inditou que diferentes alteracdes haviam ocorrido
em cada molécula.

Amostras do produto de transformacdo da violaceina com a enzima HRP-VI
foram submetidas ds seguintes andlises espectroscépicas: infravermelho (IV),
ressondncia magnética nuclear de préton (RMN *H) e carbono (RMN ), andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectrometria de massa (EM) além
da andlise na regido ultra violeta-visivel (UV-Vis.). Para o produto de rea¢do da enzima
HRP-VI com o 5-hidroxindol sé foram realizadas as andlises em regido UV-Vis. e de
cromatografia quuida_de alta eficiéncia (CLAE).

* Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): por esta técnica observou-se
que o tempo de eluigdo da amostra do produto de transformagdio do 5-hidroxindol (em
etanol) foi menor que o do 5-hidroxindol comprovando entdo sua maior polaridade com
relacdio ao seu composto de partida (figura 20).
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Figura 20: Cromatograma da amostra do produto de transformagio do 5-
hidroxindol com a enzima HRP-VI (em etanol).

O produto da biotransformagdo da violaceina com a enzima HRP-VI mostrou
seu cardter mais apolar com relagdio & vaolaceim uma vez que o tempo necessdrio para
sua eluigdo foi maior (figura 21). Esse dado € concordante com a cromatografia em
placa delgada realizada anteriormente.
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Figura 21: Cromatograma da amostra do produto de transformagdo da violaceina com
a enzima HRP-VI (em etanol).
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~ * Andlise espectroscépica na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis.: pelos
espectros obtidos observou-se que a amostra do produto de 'rransformag&o do 5-
hidroxindol com a enzima HRP-VI apresentou um alargamento de um dos seus picos de
mdximo absorctio em comprimento de onda 212 nm e uma diminuigdo na absorcdo em

270 nm. A solucdo em tampdo obtida apds a reagdio apresentava coloracdic amarelo
alaranjada intensa.
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Figura 22: Espectro UV-Vis. do 5-hidroxindol 250 pmol.L* em tampdo fosfato
de sédio 50 mmol.L™! pH 7,6 (-A-); apés a adigtio HRP-VI de 2 pmol.L (-B-) e apds
adigéio de H.0; 4 pmol.L! (-C-).

Com relactio o produto de biotransformacdo da violaceina com a enzima HRP-
VI que apresenta coloragdio amarelo castanha em etanol, praticamente ndo se observa
absorgdio na regito do visivel (figura 23) ao contrdrio do espectro obtido para a
violaceina em etanol (figura 07-pdg. 58).
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Figura 23: Espectro UV-Vis. do produto de reagdo da violaceina com a enzima
HRP-VI em etanol.

» Espectroscopia na regido infravermelha (IV): pode-se observar pelo espectro
de infravermetho obtido (figura 24) qué;"comparativamente ao espectro da violaceina
(figura 09-pdg. 59), houve uma alteragdio da absorgdo na regidio entre 3100-3500 cm™
referente & frequéncia de deformagdio axial de O-H e N-H, um aumento na absorgdo
relacionada & vibracdo do estiramento da ligacdo C-H em 2900-2800 c¢cm™. Houve o
desaparecimento de uma das absorgdes relacionadas & v C=0 e a absorgdo restante
encontra-se em uma regido de deslocamento maior, aproximadamente 1720 cm™. O
aparecimento de uma forte absorgdo em 1260 cm™ levam-nos a suspeitar da
possibilidade de uma nova hidroxila ter sido adicionada ao anel aromdtico
intensificando a absor'q?io referente ao v C-O dos fendis. A nova absorcdo em 740 cm™

deve-se referir ainda & deformagdes N-H de aminas secunddrias.
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Figura 24: Espectro de IV da amostra do produto de transformacdo da

violaceina com a enzima HRP-VI (filme em CH,Cl,).

* Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN-'H e RMN *C): pelo
espectro desacoplado de RMN H (espectro ndo incluso) hé indicios da auséncia do sinal
referente ao préton da posi¢do 7 (6,79 ppm) na molécula de violaceina, no entanto, um
novo sinal apareceu com deslocamento 10,20 ppm, o qual pode ser atribuido ao préton
da hidroxila recém incorporada & molécula. Também observou-se um grande
deslocamento do siru-:l' do préton da posicdio 10 na molécula da viclaceina (10,74 ppm)
para 10,95 ppm, indicando uma possivel alteracéio no grupo pirrolidona da molécula do
produto obffdo.
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Com rela¢to ao espectro de carbono obtido (ndo mostrado) quando. comparado
com o da violaceina, possibilitou a consideragtio do desaparecimento do sinal referente

ao carbono da posicdo 11 (171,20 ppm) indicando a possive! eliminacdo dessa carboxila.

o Espectrometria de massa (EM): a figura a seguir apresenta o espectro de
massa obtido para uma amostra do produto de reagdo da violaceina com a enzima HRP-
VL. Pode-se verificar a auséncia do ion molecular da violaceina (m/z= 343) e «a
presenca do fragmento m/z= 331 deveria ser referente ao fon molecular do produto
obtido. No entanto, acredita-se que o verdadeiro produto obtido pela
biotransformacto ndo é estdvel suficiente e ndo pode ser detectado, assim o que se
identificou no espectro como ion molecular é o resultado do rearranjo da molécula
para obtenciio da estabilidade.
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Figura 25: Espectro de massa de amostra do produto de reacdio da violaceina com a
enzima HRP-VI.

A partir desse ion molecular foi possivel explicar a presenga de alguns dos
~ fragmentos existentes no espectro obtido e mostrados no esquema 03.

- Apesar da realizac@o de todas essas técnicas ndo foi possivel a determinaggo

exata da estrutura quimica da violaceina biotransformada devido & dificuldade de

obtencdio de espectros confidveis mesmo utilizando amostras do produto purificado. O
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rendimento da reacdo é extremamente baixo o que inviabilizou a obtencdo do produto
em quantidades suficientes para a realizagéio de andlises repetidas.

Diversas consideragdes foram descritas sobre oxidacdes seletivas catalisadas
pela HRP como por exemplo a capacidade de realizar sulfoxidagdes de alquil aril
sulfetos, oxidagdes de derivados de anilinas, epoxidacdes de alcenos, oxidacdes em
fendis e clorofendis. No entanto, com relagdo ds reagdes de compostos indélicos um
dos dnicos comentdrios foi sobre uma oxidacdio de indol fornecendo um oxindol (Van
de Velde e col, 1999).

Péde-se observar que a reagdo ocorrida para o substrato 5-hidroxindol ndo foi
a mesma obtida para a violaceina. Na estrutura do produto da viclacefna transformada
houve a preservacdo do grupo indélico da molécula ao contrdrio do ocorrido para a
molécula do preduto da reagdio com o 5-hidroxindol, Considerando-se as informagdes
obtidas com as andlises juntamente com esse fato, propds-se uma estrutura para o

composto sem no entanto ter a presungdo de afirmarmos ser a estrutura correta.

Figura 26: Estrutura proposta para o produto de reagdo obtido pela
biotransformacdo da violaceina com a enzima HRP-VT: 3-[1,2 dihidro-5(3,5-dihidroxi-
1H-indol-3-il)-2-azetina-4-ilideno]1,3 dihidro-2H-indol-2-ona.
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Esquema 03: Principais fragmentos obtides do produto de reago obtido pela
biotransformacdo da violaceina com a enzima HRP-VT.,

A partir da consideragdo da estrutura do composto obtido, pdde-se propor um
possivel mecanismo pelo qual a enzima tenha catalisado as transformacdes na molécula.

Com relagdio & hidroxilagdo da violaceina, apés o sitio ativo da enzima ter
reagido com o peréxido de hidrogénio formando o composto I, considerou-se uma
transferéncia inicill de um elétron dessa espécie enzimdtica para o substrato
formando um intermedidrio cdtion radical. A seguir, o composto II liga-se & molécula
do substrato por um ataque eletrofilico, ocorre uma redistribuicdo de elétrons e

entdo o ganho de um préton fornece a molécula hidroxilada (esquema 04).

Heme[Fe(III)] + H.0, - Heme[O=Fe(IV)}-R" kcompastoy + H20
Heme[O=Fe(IV)}-R™Lcompostoy + S = Heme{O=Fe(IV)Lcompostom + S°
Heme[O=Fe(IV))composto m + S — Heme[Fe(III)] + S°
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Esquema 04: Suposto mecanismo enzimdtico responsével pela hidroxilacdo do grupo

indélico da violaceina.

Com relagdo ao mecanismo envolvido na alteracdo ocorrida no grupo pirrolidona
da molécula de violaceina considerou-se o mecanismo da reacdio de Baeyer-Villiger
(Hamilton, 1974; Faber, 1997) na tentativa de explicar o processo ocorrido.

A primeira etapa desse mecanismo envolveria um ataque nucleofilico do
composto I da enzima, representado por Heme[Fe(IV)-0-O], na carbonila do anel
formando um intermedidrio instdvel (1). A sequnda etapa procederia pela expulséo do
restante da molécula do composto enzimdtico e a migragio de uma ligagdio carbono-
carbono nesse intermedidrio, resultando na estrutura (2) que altamente instdvel, se

rearranjaria formando entdo o produtoe (3).
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Esquema 05: Suposto mecanismo enzimdtico responsével pela modificagdo do grupo

pirrolidona da violaceina.

A,

5.7 Ensaios biolégicos realizados com o produto obtido pela biotransformaciio da
violaceina utilizando-se a enzima comercial HRP-VI

5.7.1 Ensaios citotéxicos em células de mamiferos

A avaliagdo da citotoxicidade do produto da violaceina biotransformada foi
realizada com células fibrobldsticas V 79 provenientes de pulméo de hamster chinés.
Foram utilizadas trés metodologias variadas para essa avaliagdo: ensaio com vermelho
" neutro, ensaio de determinacdo do contelido protéico e ensaio com MTT que fornecem

informacdes sobre organelas e/ou fungdes diferentes das células.
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Os ensaios foram feitos em triplicatas e cada curva obtida no grdfico a seguir
é resultado da média dos valores de seis replicatas de cada concentragdo da droga

utilizada.
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Grafico 04: Ensaios citotoxicos realizados com a violaceina biotransformada.

O objetivo da construgdo desse grdfico é a obtengdo da ICs, (Concentragdo
inibitéria 50) na qual a droga é responsdvel pela morte de 50% das células. Para os
experimentos realizados, foi impossivel a determinagdo da ICs, devido a escassez de
material para testar concentragdes da droga mais elevadas. Apenas para efeito
comparativo entre os trés ensaios realizados, adotamos o valor de ICy (Concentracdo
da droga responsdvel pela morte de 10% das células) como referéncia.

Pelos perfis das curvas representadas no grdfico 04 percebe-se que o
composto estudado apresentou comportamento similar nos diferentes ensaios
realizados. Para os trés testes as menores concentragdes do produto utilizadas (2,5-
15,0 umol.L™) ndo mostraram efeito téxico sobre as células. O inicio da acdo téxica do

produto foi observado somente a partir de 20 umol.L ™! em todos os testes realizados.
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No ensaio com o vermelho neutro (VN), onde se avalia a integridade lisossomal
das células vidveis por suas capacidades em incorporar o corante, o produto avaliado
apresentou a menor citotoxicidade dos trés testes, considerando-se a concentragdo
(30 pmolL?) na qual houve 10% de morte celular. Para o teste de avaliagdo de
contelido protéico que mede a capacidade proliferativa das células a ICy, obtida foi de
23 pmol.L* enquanto o resultado mais téxico observado foi obtido pelo teste com o
MTT, ICx = 17 pumol.L?, o qual avalia o funcionamento das mitocdndrias das células
vidveis.

Comparando os resultados obtidos para o produto biotransformado com os
resultados obtidos para a violaceina (Melo, 1996 - grdfico 05) observa-se que o novo
composto é pelo menos 4 vezes menos citotdxico que a violaceina considerando-se os

valores para ICy. A tabela 11 exprime melhor os resultados encontrados.
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G6rafico 05: Ensaios citotdxicos realizados com a violaceina,

Conforme o grdfico pode-se observar que a violaceina apresentou maior
citotoxicidadé no ensaio de avaliagdo do contelido protéico (ICso = 5 umolL™) e
resultado similar na técnica de reducdio de MTT (ICs = 7 pmol.L?). Para o teste de

incorporagdo do VN revelou uma ICs = 12 pmol.L™.
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Tabela 11: Valores de ICy obtidos para a violaceina e seu produto biotransformado

pela enzima HRP-VT utilizando trés ensaios diferentes.

~ VALORES DE ICyo / pmol.L™

COMPOSTO
MTT VN Contelido protéico
Violaceina biotransformada 17 30 23
Violaceina®* 47 5 2.6

* O valores de ICx; obtidos para a viokaceina foram 5,7 ¢ 12 gmol L para us testes do conteddo protéice, com MTT
VN respectivemente.

No decorrer de cada experimento, a morfologia celular foi observada
permitindo a possibilidade de visualizacdo de fatores resultantes das respostas
bioldgicas como por exemplo, inchago celular, vacuolizagdo, permeabilizacdo, etc.

Os resultados obtidos ilustram o valor do emprego de ensaios variados para a
formulagdo de hipéteses do mecanismo de agdo téxica.

5.7.2 Ensaio de toxicidade aquda i vitro

A avaliacdo da toxicidade aguda do produto obtido foi realizada com a bactéria

Escherichia coli ATCC 25922 como organismo indicador. A concentragdo de CO,

produzido pela respiragdo microbiana foi determinada por interpolagtio na curva
padrdo realizada previamente. Um determinado volume de amostra padrdo (contendo
as espécies HCO5', COs*, CO;) junta-se ao fluxo carregador (dgua deionizada) que
conflui com o fluxo de dcido suifirico diluido (0,5%). O meio dcido desloca o equilibrio

no sentido da formagdo do CO;, de acordo com a equacéo abaixo:

H + HCO: & <HLO3 < H,0 + CcO,

O €O, formado no meio dcido ao passar pela cela de difusdo permeia por uma

membrana de PTFE (Teflon®) e atinge um fluxo de dgua deionizada, deslocando o
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equilibrio para a formagdo dos fons bicarbonato e carbonato. A condutividade deste
fluido é entdo alterada devido ao CO; presente na amostra. A mudanca na conduténcia
€ proporcional & concentragdo total de CO, presente na amostra (Moraes, 1995).

O experimento foi realizado em duplicata apenas para uma concentragdo do
produto (20 umol.L?) devido & falta de material. Coincidentemente, apds interpolagdo
dos dados na curva de calibragdo obtida (grdfico 02), observou-se que essa
concentractio foi responsdvel por 53% de morte das bactérias. A partir desse valor
pode-se estimar que o valor para ICsy do produto biotransformado deva estar entre
18-19 umol.L ™, A IC 5, referente & violaceina ainda néo foi determinada,

Observa-se que os wvalores obtidos para os ensaios de citotoxicidade e
toxicidade aguda sdo bastante distantes uma vez que medem a agdio téxica em células
muito diferentes, ou seja, 0 mecanismo envolvido é completamente diverso para cada
tipo de célula. Apesar disso, € interessante observar que o teste citotéxico que
apresentou o maior valor do efeito téxico estd relacionado & capacidade respiratéria
da célula V79 (por meio das mitocondrias) assim como o teste de toxicidade aguda
também estd relacionado & respiragdo das células bacterianas. Esses fatos podem

sugerir que o efeito tdxico apresentado pelo composto estudado interfira ne

mecanismo de respiragdo celular.
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TRATAMENTO DA VIOLACEINA VIA MICRORGANISMOS

6.1 Biotransformagdo utilizando os fungos Trametes versicolor CCT 4521,
Lentinus edodes CCT 4519, Trametes villosa CCT 5567 e Phanerochaete
chrysosporium ATCC 24725 e as bactérias Azotobacter vinelandii 1228-ESALQ e
Pseudomonas putida CCT 0598 em meio sélido

Os seis microrganismos selecionados foram capazes de descolorir a violaceina
apenas quando esta foi adicionada ao meio de cultura por filtracdo estéril. Para o
outro procedimento adotado, violaceina autoclavada juntamente com o meio de
cultura, ndo houve descoloragdo alguma do meio até o 20° dia de experimento.

A ordem cinética de descoloragdo da violaceina observada para estes
microrganismos foi: Lentinus edodes > Trametes versicolor > Azotobacter vinelandir >
Phanerochaete chrysosporium > Trametes villosa > Pseudomonas putida como pode ser

observado no grafico 06.
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6rafico 06: Descoloragdo da violaceina em meio sélido pelos microrganismos Lentinus

edodes, Trametes versicolor, Azotobacter vinelandii, Phanerochaete chrysosporium,

Trametes villosa e Pseudomonas putida.
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Para os fungos Trametes versicolor e Trametes villosa a descoloragdo do meio
pdde ser visualizada a partir do 1° dia de experimento, no entanto, para o Lentinus
edodes, Azotobacter vinelandii, Phanerochaete chrysosporium, e Pseudomonas putida
a descoloragdio do meio foi observada a partir do 42, 72, 9° e 13° dia respectivamente.

A descoloragdio completa das placas foi atingida no 8° dia pelo fungo Lentinus
edodes, no 10° dia pelo funge Trametes versicolor, no 11° dia pela bactéria
Azotobacter vinelandii, no 14° dia pelo fungo Phanerochaete chrysosporium, no 192 dia
pelo fungo Trametes villosa e no 21° dia pelo bactéria Pseudomonas putida.

No dia em que cada microrganismo atingiu 100% de descoloragdo da placa
contendo o pigmento, amostras foram retiradas para determinagdes de atividade
enzimdtica das enzimas Lac, LiP e MnP e para determinago da presenga de

siderdéforos. A tabela a sequir mostra os dados obtides nessas determinagdes.

Tabela 12: Determinagdes das atividades enzimdticas e presenca de siderdforos para
amostras obtidas na descoloragdo da vielaceina em meio sélido pelos microrganismos
Lentinus edodes, Trametles versicolor, Azotobacter vinelandii, Phanerochaete

chrysosporium, Trametes villosa e Pseudomonas putida.

Microrganismo Lac/UL? LIP/UL' MnP/ULT Sideréforos
Lentinus edodes 2,78 1,72 18,10 11,79%
Trametes versicolor 511 043 26,25 9.70%
AZotobacter vinelandii 0,79 N.D. 20,07 0,51%
Phanerochaete chrysosporium 11,08 N.D. 12,63 N.D.
Trametes villosa 2,96 0,86 11,47 398%
Pseudomonas putida 3815 N.D. 0,11 7.52%

N.D.= Ndo Detectdvel.

Apesar da determinagdo desses dados, ndo foi possivel afirmar com
exclusividade o fator responsdvel pela descoloragdo da violaceina para cada
microrganismd estudado uma vez que pelo experimento de tratamento direto do
pigmento com as enzimas, -fodas mostraram-se capazes de transformd-lo. Da mesma

maneira que somente uma enzima possa ter sido a responsdvel pela descoloragdo da
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violacefna, a acdio conjunta de dois fatores (enzima-enzima ou enzima-sideréforo) ou
mais também pode ter ocorrido. Todos os valores medidos, com exce¢do dos
referentes d Lignina peroxidase, foram sempre superiores aos obtidos de amostras
controle (sem adicdio da violaceina ao meio de cultura).

Observa-se na tabela que os valores obtidos para a atividade de Lignina
peroxidase foram muito baixos chegando por muitas vezes a ndo ser detectdvel o que
a exclui da responsabilidade pela descoloraco do meio das culturas.

As atividades apresentadas para a MnP jd apresentaram valores relativamente
altos (exceto para Pseudomonas putida) indicando uma possivel contribuigdo para a
descoloragdo do pigmento para a maioria dos microrganismos usados.

As porcentagens de sideréforos presentes nas amosiras também mostraram-se
bastante significativas para contribuirem na biotransformacdo da violaceina exceto
para o fungo Phanerochaete chrysosporium .

Sabe-se que para o fungo Lentinus edodes, a Lac é produzida durante sua fase
primdria de crescimento enquanto qife @ MnP é produzida apenas no metabolismo
secunddrio sob concentracdes de nitrogénio escassas (Vinciguerra e col, 1997). Dessa
maneira, ambas as enzimas podem haver contribuido para a transformacdo da
violaceina, assim como a presenga dos sideréforos.

A transformagdo de compostos orgdnicos por microrganismos é extremamente
complicada e qualquer generalizacdio deve ser feita com cuidado. A habilidade de cada
microrganismo agir sobre um substrato depende inclusive das concentracdes dos
componentes no meio de cultura utilizado.

A presenca da violaceina no meio de crescimento dos microrganismos mostrou-
se téxica somente para o fungo Trametes villosa uma vez que, comparativamente ao

seu controle, as taxas de crescimento do fungo foram inferiores.
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6.2 Biotransformacdo utilizando os fungos Trametes versicolor CCT 4521,
Lentinus edodes CCT 4519, Trametes villosa CCT 5567 e Phanerochaete
chrysosporium ATCC 24725 e as bactérias Azotobacter vinelandii 1228 (ESALQ)
e Pseudomonas putida CCT 0598 em meio liquido

Apds a inoculagdio dos frascos com os microrganismos utilizados, determinou-se
a quantidade de tempo necessdria para crescimento significativo dos microrganismos
assim como suas productes enzimdticas. Ao completar o terceiro dia de crescimento
dos microrganismos, amostras foram retiradas para determinacdes enzimdticas

(Lacase, Lignina e Manganés peroxidase) e presenca de sideréforos.

Tabela 13: Valores obtidos para as determinacdes das atividades enzimdticas e
presenca de siderdforos das amostras do 3¢ dia de experimento de descolora¢tio da

violaceina pelos microrganismos em meio liquido,

Microrganismos lac/ULY LiP/ULT MnP/ULT Sideréforos
Lentinus edodes 7 1,08 412 3477%
Trametes versicolor 1,76 412 11,11 24,22%
Azotobacter vinelandii 2,73 N.D. NLD. 18,33%
Phanerochaete chrysosporium 3,06 N.D. 1,82 2,45%
Trametes villosa 0,97 2,48 1.8 16,89%
Fseudomonasputida 3723  ND. 66 __ND.

No quarto dia de experimento, a violaceina foi adicionada ao meio de cultura
liquido e a partir de entdo aliquotas foram sendo retiradas em intervalos de tempo
variados para andlise espectrofotométrica em 558 nm, comprimento de onda de
mdxima absorgdo da violaceina no meio de cultura. O gréfico 07 apresenta a
descoloragdo da violaceina para os diferentes microrganismos.

A ordem cinética de descoloragdo da violaceina em meio liquido observada para
estes microréanismos foi: Azotobacter vinelandii > Trametes versicolor > Lentinus
edodes> Trametes villosa> Phanerochaete chrysosporium > Pseudomonas putida.
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A bactéria Azotobacter vinelandii foi a que apresentou mais rdpida
descoloragdo da violaceina, em duas horas de experimento praticamente 95% do
pigmento no meio jd havia sido descolorido, ou seja, a violaceina havia sido

biotransformada.
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érafico 07: Descoloragdo da violaceina em meio liquido pelos microrganismos Lentinus
edodes, Trametes versicolor, Azotobacter vinelandii, Phanerochaete chrysosporium,

Trametes villosa e Pseudomonas putida.

Uma vez atingida a descoloragdo completa, novas amostras foram retiradas

para determinagdo enzimdtica e presenca de sideréforos.
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Tabela 14: Valores obtides para as determinagdes das atividades enzimdticas e
presenca de sideréforos das amostras referentes & descoloracdo completa da

violaceina pelos microrganismos em meio liquido.

Microrganismos Lac/ULY LiP/UL' MnP/UL? Sideréforos
Lentinus edodes™ 1,13 N.D. 0,96 69,10%
Trametes versicolor 42,57 N.D. 594 69,25%
Azotobacter vinelandii 1,14 N.D. N.D. 65,95%
Phanerochaete chrysosporium™ 1,30 N.D. 23,74 50,59%
Trametes villosa™ 16 N.D. 3,06 51,67%
Pscudomonasputiga® 038 ND.____ 4964 1161%

N.D.= No detectdvel.
* Amostras retiradas juntamente com a da bactéria Azotobacter vinelandii.
* Amostras retiradas juntamente com a do fungo Trameres versicolor.

Novamente, nota-se que os valores referente as atividades da enzima LiP
foram insignificantes ou nulos.

Conforme os dados das tabelas 13 (pdg. 79) e 14 (pdg. 80), pdde-se observar
que para a bactéria Azotobacter vinelandii, a porcentagem de sideréforos apresentou
grande aumento e a atividade da enzima fecase diminuiu. Desta maneira a possibilidade
de que eles tenham sido responsdveis pela rdpida descoloracdo da violaceina é
perfeitamente vidvel.

Para o fungo Trametes versicolor que também descoioriu completamente a
violaceina, o valor relativo & atividade de enzima Lac aumentou bastante além da
porcentagem de sideréforos. Nesse caso as possibilidades aceitas como fatores de
descoloragdo do pigmento podem ser atribuidas & agdo da enzima Lac ou & agdo de
sideréforos ou ainda & associacdo dos dois fatores.

Os fungos Trametes villosa e Lentinus edodes apresentaram valores baixos
para as atividades enzimdticas de Lac e MnP mas um alto valor de porcentagem de
sideréforos. Provavelmente foram os fatores responsdveis pela descoloragto da
violaceina apre‘éem‘ada, de forma iselada ou associada.

O fungo Phanerochaete chrysosporium apresentou um valor da atividade da

enzima MnP mais alto além do aumento na porcentagem de sideréforos (vide tabela 13
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e 14). Dai pode-se considerar que esses foram os fatores que contribuiram para a
transformagdo do substrato.

Os valores da atividade da enzima lacase obtidos para a bactéria Psevdomonas
putida chegaram quase a zero, contrastando muito com os aitos valores determinados
inicialmente e com a lentiddo da descoloragdo do meio. Suspeita-se que essa bactéria
produza alguma outra enzima ou ainda um siderdforo que interfiram na determinagdo
da atividade da lacase. Os valores para a atividade da enzima MnP aumentou
consideravelmente com o tempo, o que pode implicar na responsabilidade pela
descoloragdo atingida.

O experimento de descoloracdo da violaceina em meio liquido apresentou ordem
cinética diferente daquela do experimento em meio sélido, além de exigir um tempo
muito inferior para a completa descoloragdo. As porcentagens de siderdforos
determinadas nesse meio também foram superiores dquelas do experimento em meio
sélido. Apesar disso, um fator importantissimo a ser considerado no experimento em
meio liquido é a quantidade de pigmento que pode ser adsorvida pele massa do

microrganismo em crescimento.

6.2.1 Estudo do efeito da adsorcdo da violaceina na massa dos microrganismos

Pelo estudo de descoloracdo da violaceina pelos microrganismos Azofobacter
vinelandii, Trametes versicolor, Lentinus edodes, Trametes villosa, Phanerochaete
chrysosporium e Pseudomonas putida em meio liquido, observou-se que adicionaimente
d transformagdo enzimdtica, a adsorglio de moléculas do pigmento nos “pellets”
também contribuiram para a remoc¢do da coloragdo da solugdo. Desta maneira, um
experimento de adsorglio do pigmento foi realizado utilizando os “pellets” dos
microrganismos mortos.

As moléculas de violaceina adsorvidas estdo sujeitas 4 ligagdo permanente ao

"pellet”, desorgdo fisica e até mesmo d degradagdio enzimdtica por enzimas extra ou
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intracelulares caso os microrganismos ndo tivessem sido autoclavados (Wang e Yu,
1998).

Os grdficos 08 e 09 ilustram mais claramente os resultados encontrados para a
adsorgdo da violacefnd pelos “peliets” de cada microrganismo. Pelas suas
'inferprefaga‘es péde-se estabelecer que as taxas de adsorgdo apresentaram a
seguinte ordem entre os microrganismos: Trametes villosa > Azotobacter vinelandii >
Lentinus edodes > Phanerochaete chrysosporium > Trametes versicolor > Pseudomonas

putida.
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6rdfico 08: Estudo de adsorgdo da viclaceina nos "pellets” dos microrganismos

Lentinus edodes, Trametes versicolor e Trametes villosa,
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6rdfico 09: Estudo de adsorgdo da violaceina nos "pellets” dos microrganismos
Azotobacter vinelandii, Phanerochaete chrysosporium e Pseudomonas putida.
o

Para a bactéria Azotobacter vinelandii que mostrou-se o microrganismo mais
rdpido a descolorir completamente a violaceina em meio liquido, a adsorgdo observada
também foi grande. No entanto, ao observar o grdfico da descoloragdo (grdfico 06),
nota-se que em apenas duas horas a bactéria descoloriu cerca de 95% da violaceina
presente no meio, ou seja, quando o efeito de adsorcdo deveria iniciar praticamente
ndo haveria mais violaceina no meio de cultura.

Considerando o fungo Trametes versicolor, que apresentou a segunda
descoloragdo mais rdpida da violaceina em meio liquido, observou-se uma adsorgdo
inferior (cerca de 70% em 50 horas). Apesar disso, pelo grdfico 06 notamos que em
dois dias o fungo ja apresentava mais de 70% de descoloragdio do substrato, ou seja, o

processo de descoloragdo ocorre antes do inicio do processo de adsorgdo.
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Comportamentos similares foram observados para os fungos Trametes villosa e
Lentinus edodes possibilitando afirmar que o processo de adsorgdo ndo contribuiu
significativamente para a descoloragdo do meio contendo a violaceina.

A adsorcio da violaceina observada para o fungo Phanerochaete chrysosporium
e para a bactéria Pseudomonas putida foi bem inferior aos demais microrganismos e
provavelmente ndo deve ter contribuido para a descoloragdio do meio liquido contendo
a violaceina, uma vez que essa descoloragdo também ndo foi alta.

De maneira geral pdde-se observar que apesar do processo de adsorgéo ser
extremamente alto, o tempo necessdrio para essa adsorgdo ¢ muito grande quando
comparado ao tempo necessdrio para a descoloragdo da violaceina em meio de cultura
liquido. Assim, a descoloraglio da violaceina pelos microrganismos ocorreu
principaimente devido & a¢@o de enzimas e/ou sideréforos e ndo ao processo de

adsorg¢do.
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Capituio 7

CONCLUSOES

¢ As enzimas selecionadas para a biotransformacdo da violaceina mostraram-se
eficientes nas reagdes. A ordem cinética observada foi LiP/MnP < Lac-HBT < Lac <
HRP-VI < LPO enquanto que a referente d taxa de conversdo do substrato foi LiP/MnP
< Lac < Lac-HBT < LPO < HRP-VI.

e A biotransformactio da violaceina com a enzima HRP-VI mostrou-se a mais
adequada para isolar o produto obtido e tentar caracterizd-lo.

* Pela realizacio de algumas técnicas espectroscépicas sugeriu-se uma
estrutura para o produto obtido apesar das dificuldades na interpretacdo dos
resultados.

» Esse novo composto apresentou um efeito citotéxico em células de mamiferos
inferior ao obtido para a violaceina, no entanto sua toxicidade aguda apresentou
valores maiores.

O fato do maior valor citotéxito obtido para o composto estudado ter sido no
teste relacionado & capacidade respiratéria das células V79 adicionado ao fato do alto
valor de efeito téxico apresentado no teste de toxicidade aguda (relacionado &
respiraglo de células bacterianas), podem sugerir que o efeito téxico apresentado
pela droga bictransformada interfira no mecanismo de respiragéio celular, apesar da
diferenga entre as células utilizadas nos dois experimentos mencionados.

* A ordem cinética de descoloracio observada no experimento de
biotransformacio da violaceina em meio sélide foi: Lentinus edodes > Trametes
versicolor > Azotobacter vinelandlii> Phanerochaete chrysosporium > Trametes villosa >
Pseudomonas putida. Aparentemente, a enzima LiP ndo contribuiu significativamente
para a transformagto do substrato. A presenga da violaceina no meio de crescimento
dos microrganismos utilizados mostrou-se téxica somente para o fungo Trametes

villosa.
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e« A ordem cinética de descoloragdo observada no experimento de
biotransformagéio da violaceina em meio liquido foi: Azotobacter vinelandii> Trametes
versicolor > Lentinus edodes > Trametes viflosa > Phanerochaete chrysosporivm >
Pseudomonas putida. O tempo utilizado para a completa descoloragde do substrato foi
pelo menos duas vezes menor do que o tempo gasto no experimento realizado em meio
sélido, apesar de nem todos os microrganismos terem apresentado completa
descoloragdo.

» Pelo teste de adsorgtio da violaceina nos “pellets” inoculados, observou-se a
seguinte ordem: Trametes villosa > Azotobacter vinelandii > Lentinus edodes >
Phanerochaete chrysosporium > Trametes versicolor > Pseudomonas putida.. Apesar da
grande adsor¢tio observada deve-se lembrar que os tempos nos quais os
microrganismos levaram para descolorir a violaceina foram inferiores ou muito
préximos aos do inicio da adsorcdo.

» A descoloragdo da violaceina pelos microrganismos ocorreu principalmente

devido d agdio de enzimas e/ou sideréfords e ndo ao processo de adsorcdo.
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PERSPECTIVAS

Devido a extensdio desse trabalho, diversos pontos podem ser explorados ainda

principaimente no que se refere d obtencdio de novos produtos, suas caracterizagdes e

determinacdes de efeitos tdxicos. Assim, sugere-se que:

e O produto obtido da biotransformacdio da violaceina com a enzima HRP-VI
seja caracterizado por completo e que sejam realizados testes para determinacdo de
atividades biolégicas a fim de compard-los com aqueles realizados com amostra de
Violaceina.

e Um estudo completo da cinética da reagdo da violaceina com a enzima HRP-VI
seja realizado com o intuito de otimizar o rendimento da reacdo.

* A realizagdo em maior escala de ao menos uma biotransformacdio utilizando
microrganismos (especialmente com o fungo Trametes versicolor que apresentou
resultados promissores quanto & “conversio da violacefna em meio liquido)
possibilitando o estudo da formagdo de um novo produto.

* Novas enzimas (dioxigenases por exemplo) e microrganismos (ascomicetos e
actinomicetos por exemplo) sejam testados para biotransformar a Violaceina.

* Realizaglio de um teste de adicdo de violaceina no préprio cultivo de sua

bactéria (Chromobacterium violaceumn ) e o estudo das consequéncias geradas.
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