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RESUMO: Este estudo relata a atividade antimicobacteriana da violaceína,3-[1,2-
Dihidro-5 - (5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3 ilideno] 1,3-dihidro-2H-indol-2-ona
sobre a cepa padrão de M. tuberculosis H37Ra. A violaceína apresentou ação antimicobacte-
riana in vitro com concentração inibitória mínima (CIM) de 64 ug/ml. e concentração bacteri-
cida mínima (CBM) de 128 ug/rnl., Estes valores são comparáveis aos descritos na literatura
para a pirazinamida.

DESCRITORES: Violaceína, tuberculose, antimicobacteriano, Chromobacterium viola-
ceum, Mycobacterium tuberculosis, in vitro.

INTRODUÇÃO

Segundo a Organização Mundial de Saúde, a tuber-
culose é responsável por mais de 3 milhões de mortes
por anol2,ll e o aumento da incidência está relacionado
com casos de AIDS em muitos países". A quimioterapia
com drogas antituberculose se iniciou em 1944 com a
estreptomicina" e, em 1946, já havia o uso de uma asso-
ciação terapêutica visando a cura da tuberculose causada
por microrganismos resistentes. Além do aumento no
número de casos de tuberculose] há um aumento da pro-
porção de microrganismos resistentes' o que dificulta o
tratamento da doença. Isto tem levado à contínua pesqui-
sa por uma quimioterapia alternativa por meio da identi-
ficação de novas drogas que sejam mais eficazes e
menos tóxicas que as correntemente em USOU1.

A Chromobacterium violaceum produz vários com-
postos que apresentam atividades biológicas. Dentre eles

a aerocianidina e a aerocavina possuem atividade anti-
biótica"> e o depsipeptídeo bicíclico - FR90l228, carac-
teriza-se por sua ação antitumoral". Além destes com-
postos, há a violaceína, 3-[1,2-Dihidro-5-(5-hidroxi-1H-
indol-3-il)-2-oxo-3H -pirrol-3-ilideno] 1 ,3-dihidro- 2H-
indol-2-ona (figura 1), um pigmento violeta, também ex-

HO

grupo pirrolidona

~
H
I
N

\
grupo 5- hidroxindol

'-----,--~/li
grupo
oxildol

FIGURA 1 - Estrutura da violaceína - 3-[1,2-Dihidro-5-(5-hidroxi-lH-
indol- 3-il)- 2-oxo- 3H-pirrol- 3-ilideno II,3-dih idro- 2H -indol-2-ona.
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traído desta bactéria. A violaceína se destaca por sua
ampla atividade antibiótica-v":", tripanossomicida'",
tumoral? e potencial fototerapêutico". Com o objetivo de
buscar novos agentes antimicobacterianos, avaliamos a
atividade antimicobacteriana in vitro da violaceína fren-
te ao M. tuberculosis H

J7
Ra ATCC 25177.

MATERIAIS E MÉTODOS

A violaceína foi obtida da C. violaceum e purificada
de acordo com a metodologia descrita por Reittori &
Durán". A concentração inibitória mínima (CIM) foi
determinada através da técnica da macrodiluição em
meio líquido 11 • A diluição inicial da droga foi preparada
em dimetilsulfóxido (DMSO) (1000 ug/ml.) e as dilui-
ções subsequentes foram efetuadas em meio líquido
Middlebrook 7H9 enriquecido com ADC (albumina-dex-
trose-catalase) (Difco) nas concentrações de 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128 e 256 ug/ml., Os tubos controles continham
DMSO nas mesmas proporções usadas para as amostras.
A cepa de M. tuberculosis H

J7
Ra ATCC 25177 foi culti-

vada em meio de Lowenstein-Jensen à 37°C por três
semanas e subcultivada em meio líquido de Middlebrook
7H9 enriquecido com ADC (Difco) à 37°C por 10 dias,
quando a densidade micobacteriana atinge uma turbidez
correspondente à escala padrão Nº 1 de McFarland.
Cinquenta microlitros da suspensão micobacteriana
foram adicionados a todos os tubos contendo as diferen-
tes diluições da droga e aos tubos controles também. Os
tubos foram incubados à 37°C por 10 dias, quando se rea-
lizou a leitura macroscópica do crescimento micobacte-
riano, por turvação do meio de cultura. A CIM é determi-
nada como a menor concentração da droga capaz de ini-
bir macroscopicamente o crescimento micobacteriano.

Para a determinação da concentração bactericida
mínima (CBM) foi realizado o subcultivo em meio de
cultura sólido das diluições iguais ou superiores às CIM
determinadas pela técnica da macrodiluição. Para isso
semeou-se 100 f!l dessas diferentes diluições em meio de
Lowenstein-Jensen. Os meios de culturas foram incuba-
dos à 37°C por 28 dias, para posterior leitura. A CBM foi
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definida como a menor concentração da droga capaz de
inibir mais de 99,9% da população micobacteriana no
meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

Com o advento da AIDS, o número de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes aos diferentes
quimioterápicos têm aumentado consideravelmente",
dessa maneira, várias têm sido as tentativas no sentido de
encontrar alternativas para o tratamento da tuberculose
pulmonar. Novos esquemas terapêuticos alternativos estão
sendo avaliados em ensaios clínicos a partir da determina-
ção da atividade in vitro de novos quimioterápicos.

O presente estudo demonstrou que a violaceína apre-
sentou Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 64,0
ug/ml. e Concentração Bactericida Mínima (CBM) de
128 ug/ml. quando testada frente à cepa padrão de
Mycobacterium tuberculosis HJ7Ra. Estes valores de CIM
e CBM são altos se comparados com a isoniazida, hidra-
zida do ácido nicotínico, droga que faz parte do esquema
terapêutico atual da tuberculose pulmonar e que apresenta
CIM em torno de 0,02 a 0,05 ug/ml., em experimentos
utilizando a mesma metodologia empregada neste estu-
doI7.22• Comparando porém com o estudo realizado por
CYNAMON et al.' com a pirazinamida em diferentes
cepas de M. tuberculosis (ATCC 27294, ATCC 35801 e
ATCC 35828) as CIMs variaram de 16 a > 2048 ug/ml., a
violaceína mostrou uma atividade antimicobacteriana pro-
missora.

A macrodiluição em meio líquido, utilizada neste
estudo, é a metodologia convencional para se determinar
a atividade antimicobacteriana de novas drogas frente às
micobactérias extracelulares que apresentam multiplica-
ção intensa. Os estudos da atividade bactericida e bacte-
riostática in vitro da violaceína deverão prosseguir espe-
cialmente com relação as micobactérias intracelulares,
fagocitadas por linhagens de macrófagos humanos.
Entretanto, somente os resultados de estudos em mode-
los animais, poderão predizer de maneira mais acurada,
a eficácia da violaceína na terapia antituberculose.
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ABSTRACT: In this study is are reporting the antimycobacterial activity of violacein, 3-
[1,2- Dihydro-5-(5-hydroxy-1 H-indole-3-y1)-2-oxo-3H -pyrrol-3-ylidene] 1,3-dihydro- 2H-
indole-z-one, against the M. tuberculosis H Ra strain. The violacein showed antimycobacte-
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rial action in vitro with the minimal inhibitory concentration (MIC) of 64 ug/ml. and minima1
bactericida1 concentration (MBC) of 128 ug/ml., These values are comparable with those from
literature for pyrazinamide.

DESCRIPTORS: Violacein, tuberculosis, antimycobacterial, in vitro, Chromobacterium
violaceum, Mycobacterium tuberculosis.
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