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RESUMO: Este estudo relata a atividade antimicobacteriana da violacefna,3-[1,2-
Dihidro-5 - (5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-0x0-3H-pirrol-3 ilideno] 1,3-dihidro-2H-1ndol-2-ona
sobre @ cepa padrio de M. tuberculosis H37Ra. A violaceina apresentou aglo antimicobacte-
riana in vitre com concentragdo inibitdria minima (CIM) de 64 ug/ml. e conceniragio bacteri-
cida minima (CBM}) de 128 pg/mL. Estes valores sio compardveis aos descritos na literatura

para a pirazinamida,

DESCRITORES: Violaceina, tuberculose, antimicobacteriano, Chromobacterium viola-

ceum, Mycobacterium tuberculosis, in vitro.

INTRODUCAO

Segundo a Organizaciio Mundial de Saide, a tuber-
culose € responsdvel por mais de 3 milhdes de mortes
por ano'™ e o aumento da incidéncia estd relacionado
com casos de AIDS em muitos paises’. A quimioterapia
com drogas antitaberculose se iniciou em 1944 com a
estreptomicing™ e, em 1946, j4 havia o uso de uma asso-
ciaclo terapéutica visando a cura da tuberculose causada
por microrganismos resistesntes. Além do aumento no
nimero de casos de taberculose® ha um aumento da pro-
porgiio de microrganismos resistentes’ o que dificulia ¢
tratamento da doenga. Isto tem levado & continua pesqui-
s& por uma quintioterapia alternativa por meio da identi-
ficacdo de novas drogas que sejam mais eficazes e
menos toxicas que as correntemente en uso'.

A Chromobacterium violacewn produz varios com-
postos que apresentam atividades bioldgicas. Dentre eles
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a aerccianidina e a aerocavina possuem atividade anti-
bidtica™™ e o depsipeptideo biciclico - FR901228, carac-
teriza-se por sua acdo aptitumoral®. Além destes com-
postos, hd a violaceina, 3-[1,2-Dihidro-5-(5-hidroxi-1H-
indoi-3-i13-2-oxo-3H-pirrol-3-ilideno}!,3-dihidro-2H-
indol-2-ona (figura 1}, um pigmento vieleta, também ex-
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FIGURA 1 - Esbrorura da violacefna — 3-[1,2-Dibidro-5-¢5-hidroxi-1H-
indol-3-11}-2-0x0-3H-pirrol-3- ilideno}l 3-dihidro-2H-indo}-2-ona.
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traido desta bactéria. A violaceina se destaca por sua
ampla atividade antibibtica®™ ™", tripanossomicida®,
tumoral” e potencial fototerapéutico’. Com o objetivo de
buscar novos agentes antimicobacierianos, avaliamos a
atividade antimicobacteriana in vitre da violaceina fren-
te a0 M. tuberculosis H_Ra ATCC 25177,

MATERIAIS E METODOS

A violaceina foi obtida da C. violaceum e puriticada
de acorde com a metodologia descrita por Reittori &
Durdn®. A concentragfio inibitéria minima (CIM) foi
determinada através da téenica da macrodiluigio em
meio liquido". A diluigcio inicial da droga fol preparada
em dimetilsulféxido (DMSO) (1000 png/mly e as dilui-
coes subsequentes foram efetuadas em meio Hquido
Middlebrook 7H9 enriquecido com ADC (atbumina-dex-
trose-catalase) (Difco) nas concentracles de 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128 ¢ 256 pg/mlL. Os tubos controtes continham
DMSO nas mesmas proporgdes usadas para as amostras,
A cepa de M. tuberculosis H_Ra ATCC 25177 foi culti-
vada em meio de Lowenstein-Jensen a 37°C por trés
semanas ¢ subcultivada em meio liguido de Middlebrook
THY enriquecido com ADC (Difcoy a 37°C por 10 dias,
guando a densidade micobacteriana atinge uma turbidez
correspondente 4 escala padric N* 1 de McFarland.
Cinquenta microlitros da suspensdo micobacteriana
foram adicionados a todos os tabos contendo as diferen-
tes diluigtes da droga e aos tubos controles também. Os
tubos foram incubados & 37°C por 10 dias, quando se rea-
lizouw a leitura macroscopica do crescimento micobacte-
riano, por turvacdo do meio de cultura, A CIM € determi-
nada como a menor concentracdo da droga capaz de ini-
bir macroscopicamente o crescimento micobacteriano.

Para a determinacfio da concentracfio bactericida
minima (CBM) foi realizado o subcultivo em meio de
cultura sélido das dilui¢des iguais ou superiores as CIM
determinadas pela técnica da macrodiluigio. Para isso
semeou-se 100 wl dessas diferentes dilnicdes em meio de
Lowenstein-Jensen, Os meios de calturas foram incuba-
dos 4 37°C por 28 dias, para posterior leitura. A CBM foi
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definida como a menor concentragido da droga capaz dc
inibir mais de 99.9% da populagio micobacteriana no
meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com o advento da AIDS, ¢ atmero de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes aos diferentes
quimictlerdpicos t8m aumentade consideravelmente’,
dessa maneira, varias t€m sido as tentativas no sentido de
encontrar alternativas para o tratamento da tuberculose
pulmonar, Novos esquemas terapéuticos alternativos estdo
sendo avaliados em ensaios clinicos a partir da determina-
¢io da atividade in vitro de novos quimioterdpicos.

O presente estude demonstrou que & violaceina apre-
sentou Concentragio Inibitéria Minima (CIM) de 64.0
ug/ml. e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de
128 uwg/ml. quando testada frente 4 cepa padriio de
Mycobacterium tuberculosis H_Ra. Estes valores de CIM
¢ CBM sio altos se comparados com a isoniazida, hidra-
zida do dcido nicotinico, droga que faz parte do esquema
terapéutico atual da tuberculose pulmonar e que apresenta
CIM em torno de 0,02 a 0,05 ug/mib., em experimentos
utilizando a mesma metodologia empregada neste estu-
do"*, Comparando porém com o estude realizado por
CYNAMON et al" com a pirazinamida em diferentes
cepas de M. tuberculosis (ATCC 27294, ATCC 35801 e
ATFCC 35828y as CIMs variaram de 16 a > 2048 ng/mbL., a
violaceina mostrou uma atividade antimicobacteriana pro-
missora.

A macrodiluicio em meio Hquido, utilizada neste
estudo, € a metodologia convencional para se determinar
a atividade antimicobacteriana de novas drogas frente as
micobactérias extracelulares que apresentam multiplica-
cio intensa. Os estudos da atividade bactericida e bacte-
riostdtica # vitro da violaceina deverdo prosseguir espe-
cialmente com relacdo as micobactérias intracelulares,
fagocitadas por linhagens de macréfagos humanos.
Entretanto, somente os resultados de estudos em mode-
fos animais, poderdo predizer de maneira mais acurada.
a eficdcia da violacefna pa 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-1H-indole-3-yl)-2-ox0-3H-pyrrol-3-ylidene]1,3-dihydro-2H-
indole-2-one, against the M. ruberculosis H_Ra strain. The violacein showed antimycobacte-
rial action in vitro with the minimal inhibitory concentration (MIC) of 64 ug/ml and minimal
bactericidal concentration (MBC) of 128 pg/ml. These values are comparable with those from

Hiterature for pyrazinamide.

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

violaceum, Mycobacterium tuberculosis.
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