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APRESENTACAO

Atualmente, a exigéncia de atualizacao constante do conhecimento permeia todas
as areas configurando uma realidade impossivel de ser ignorada. Com o propoésito de
divulgar e disseminar o conhecimento académico-cientifico, a Atena Editora, através da
coletanea “Farmécia e Promocéao da Saude”, busca desempenhar com competéncia o
desafio de atender as demandas da modernidade, articuladas com o compromisso de
contribuir com o progresso da ciéncia envolvendo a Profissdo Farmacéutica. Diversos
e interessantes temas sao discutidos em cada volume com a proposta de fundamentar
o conhecimento de académicos, mestres, doutores, farmacéuticos e todos aqueles
profissionais que, de alguma maneira, possam interessar por assuntos relacionados a
Farmacia, especialmente “Promocéo da Saude”.

Os volumes estdo organizados em capitulos com tematicas que se
complementam. No primeiro volume estdo 19 capitulos que relatam estudos com
énfase em plantas medicinais, produtos naturais, cuidados com a saude, dentre eles
o desenvolvimento farmacotécnico de produtos farmacéuticos e dermocosméticos
empregando insumos de origem vegetal; prospeccao tecnolégica e avaliacdo de
atividade terapéutica de derivados vegetais; estudo dos beneficios de probidticos e
consumo de nutracéuticos; panorama atual dos medicamentos fitoterapicos e produtos
homeopaticos, e outros temas de repercussao.

Neste segundo volume estdo contemplados 16 capitulos que abordam assuntos
relacionados ao controle de qualidade na area farmacéutica; alteracdes bioquimicas,
analises clinicas e toxicolégicas; sintese de novos farmacos e prospeccao tecnoldgica,
e outros assuntos de grande relevancia.

Esta coletanea reflete, portanto, a oportunidade de divulgacédo de diferentes
modalidades de trabalhos cientificos, desenvolvidos tanto no universo académico
como em centros de pesquisa e que estdo reunidos num rico material pelo qual sera
possivel atender aos anseios daqueles que buscam ampliar seus conhecimentos em
“Farmécia e Promocéao de Saude”. Boa leitura!

lara LUcia Tescarollo
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RESUMO: A prodigiosina é um metabdlito
secundario produzido pela bactéria Serratia
marcescens. Trata-se de um composto de
coloragcdo vermelha, que detém diversas
atividades biolbgicas citadas na literatura, tais

como, antimalarica, antitumorale antimicrobiana.
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marcescens UFPEDA 398

Esse pigmento possui uma 6tima especificidade
para as células cancerigenas, oferecendo a
industria e aos pacientes uma nova molécula
alternativa para as terapias oncologicas. Neste
sentido, o presente estudo visa analisar a
atividade biolégica da prodigiosina produzida
por Serratia marcescens UFPEDA 398. Para
a atividade antimicrobiana foi adotado o
método padronizado internacionalmente pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute,
sendo o teste de disco difusdo em agar. Os
resultados demonstraram que a prodigiosina
demonstrou sensibilidade frente as cepas
de Staphylococcus aureus ATCC® 6538™,
Salmonella enterica ATCC® 10708™, Klebsiella
pneumoniae ATCC® 10031™, enquanto que
a cicloprodigiosina demonstrou sensibilidade
frente a Salmonella enterica ATCC® 10708™.
Caracterizando-as como  detentoras de
atividade biologica, entretanto & essencial o
desenvolvimento de mais pesquisas a fim de
elucidar os seus mecanismos de agao.
PALAVRAS-CHAVE: Prodigiosina,
Cicloprodigiosina,
Antibibtico.

Serratia marcescens,

BIOLOGICALACTIVITY OF PRODIGIOSIN
AND CYCLOPRODIGIOSIN PRODUCED BY
Serratia marcescens UFPEDA 398

ABSTRACT: Prodigiosin is a secondary
metabolite produced by the bacterium Serratia
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marcescens. It is a red-colored compound that has several biological activities
mentioned in the literature, such as antimalarial, antitumor and antimicrobial. This
pigment has great specificity for cancer cells, thereby offering industry and people a
new alternative molecule for cancer therapies. In this sense, the present study aims to
analyze the biological activity of prodigiosin produced by Serratia marcescens UFPEDA
398. For the antimicrobial activity was adopted the internationally standardized
method by the Clinical and Laboratory Standards Institute, and the disk agar diffusion
test. The results demonstrated that prodigiosin demonstrated sensitivity to strains
of Staphylococcus aureus ATCC® 6538 ™, Salmonella enterica ATCC® 10708 ™,
Klebsiella pneumoniae ATCC® 10031 ™, while cycloprodigiosin demonstrated
sensitivity to strains of Salmonella enterica ATCC® 10708 ™. Characterizing them
as biological activity holders, however, further research is essential to elucidate their
mechanisms of action.

KEYWORDS: Prodigiosin, Cycloprodigiosin, Serratia marcescens, Antibiotic.

11 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores diversidades bioldégicas do mundo e atualmente
toda essa biodiversidade detém um alto valor econémico para diversos fins, uma vez
gue os produtos naturais sao empregados desde produtos alimenticios como também
para o desenvolvimento de novas terapéuticas (HARVEY et al., 2000; SOMEYA et
al., 2001; KHAN et al., 2018). Os produtos naturais sdo uma das principais fontes
contribuintes para os avancos das pesquisas na ciéncia médica; a elucidacdo de
mecanismo de acao viabiliza a industria a delinear novos farmacos, fornecendo novas
aplicacbes, insumos e alternativas para o tratamento de diversas patologias (VILLARI
et al., 2001; KHAN et al., 2018; YU; LIU; HU, 2019).

Inumeros sao os ganhos que justificam a utilizacdo de produtos naturais na
terapéutica. Maroccia e colaboradores (2018) descreveu que algumas das bactérias
presentes na microbiota humana séo capazes de produzir compostos de utilidade
médica extemporaneo e que detém potencialidade promissora para desenvolvimento
de novas moléculas (IGUCHI et al., 2014; WILKINSON; ILHAN; HERBST-KRALOVETZ,
2018). Um exemplo é a toxina CNF1 produzida por cepas de Escherichia coli. A toxina
€ produto de seu metabolismo e desenvolve papel fundamental no desenvolvimento
do citoesqueleto de proteinas como a actina e também demonstra atuar no cérebro
resgatando déficits cognitivos em experimentacdo animal (FILIPPIS et al., 2015;
MUSILLI et al., 2016).

Nesta abordagem, uma notoriedade nos ultimos tempos sé@o produtos advindos
de metabolismo microbiano, dentre eles, destaca-se a prodigiosina, que se trata de
um alcaloide, resultado do metabolismo secundario da bactéria Serratia marcescens
(MAHLEN et al., 2011; KIM et al., 2008; ELAHIAN et al., 2013). A Serratia marcescens

Farmacia e Promoc¢ao da Saude 2 Capitulo 10



trata-se de uma bactéria gram negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae e
algumas linhagens sdo descritas como patogénicas capazes de causar infecgbes no
trato respiratério e urogenital (Figura 1) (LAPENDA et al., 2014; ELKENAWY et al.,
2017).

Zang e colaboradores (2014) a descreveu como extensamente presente no
ambiente, sendo encontrada na agua, solo, plantas e até em animais. Outros estudos
sugerem que a bactéria possui um potencial inseticida, descrevendo que a liberagcéo
de alguns metabdlitos sdo a causa desta funcéo (GREEN et al., 1956; GERBER et al.,
1975; HARRIS et al., 2004).

Figura 1. Serratia marcescens em placa de cultivo. (Fonte: CDC Public Health Image Library,
2019).

Rodrigues e colaboradores (2006) descreveu que a prodigiosina, trata-se de um
composto de coloracdo vermelha que detém diversas atividades biologicas citadas
na literatura como: antimalarica, antitumoral e antimicrobiana (ASANO et al., 1999,
BENNETT et al., 2000; PEREZ-TOMAS et al., 2003; MONTANER et al., 20086).
Azambujaet, Feder e Garcia (2004) observaram que esse pigmento possui uma 6tima
especificidade para as células cancerigenas, oferecendo a industria farmacéutica e
aos pacientes uma nova molécula alternativa para as terapias oncologicas (ZHANG et
al., 2005; ARIVIZHIVENDHAN et al., 2016; SU et al., 2019).

Estudos da biossintese da prodigiosina mostram que este pigmento é produzido
a partir de duas rotas, ensaios mostram que a biossintese de prodigiosina vem de uma
via bifurcada por meio de precursores bioldégicos como MAP e o MBC (FINERAN et
al., 2005; CANG et al., 2000). Findando-se na condensagao enzimatica dos produtos
terminais das duas vias, sendo elas a 2-metil-3-n-amil-pirrol (MAP) e 4-metoxi-2,2
" -bipirrol-5-carbaldeido (MBC), a formagcdo do pigmento segue por duas vias
independentes, que no final se convergem formando o pigmento (Figura 2) (WILLIAMS;
HEARN, 1967; WILLIAMSON et al., 2006; ALIHOSSEINI et al., 2008; SLATER et al.,
2008).
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Figura 2. Estrutura quimica da prodigiosina (Fonte: ELAHIAN et al., 2013).

Um possivel pigmento azul separado da prodigiosina foi identificado por Green
e colaboradores (1956), que em seus ensaios investigaram as propriedades desse
componente e denominou de cicloprodigiosina. Foi utilizado um solvente composto
por partes iguais de éter etilico e éter de petrdleo, e apds o processo cromatografico
observou que as determinagdes de cloreto, nitrogénio e o peso molecular do
componente azul diferia do componente vermelho. Esses resultados mostraram que
a fracao azul se trata de um composto distinto, e que mais estudos sao necessarios
para caracterizacdo (WILLIAMS; GOTT, GREEN, 1961, HARRIS et al., 2004). Neste
sentido, o presente estudo visa caracterizar por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa a fracado azul produzida por Serratia marcescens e analisar
a atividade biologica dessa fracéao.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de estudo

Tratou-se de um estudo observacional, descritivo e quantitativo, onde foram
realizados testes para mensuracao da atividade antimicrobiana dos metabdlitos ativos
da Serratia marcescens.

2.2 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Centro Universitario do Vale do Ipojuca
(UnifaviplWyden), situada na cidade de Caruaru e em parceiras com a Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), em especial com o Laboratério de Microbiologia
Ambiental e Industrial - LAMAL.
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2.3 Micro-organismos e condicoes de cultura

Os micro-organismos utilizados neste estudo (Tabela 1), foram provenientes do
Laboratério de Controle de Qualidade da Hebron Industria Farmacéutica. A cepas
foram: Escherichia coli (ATCC® 8739™), Staphylococcus aureus (ATCC® 6538™),
Salmonella enterica (ATCC® 10708™), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 10031™).
Todos os micro-organismos, acima citados foram mantidos sobre refrigeracéo a 40C
em meio Agar Miieller Hinton (Himedia).

Micro-organismos Meio de cultura Temperatura
Escherichia coli ATCC® 8739™ Agar Mueller Hinton 4°C
Staphylococcus aureus ATCC® 6538™ | Agar Mueller Hinton 4°C
Salmonella enterica ATCC® 10708™ | Agar Mieller Hinton 4°C
Klebsiella pneumoniae ATCC® 10031™ | Agar Miieller Hinton 4°C

Tabela 1. Micro-organismos empregados no teste de difusdo em disco

Atividade antimicrobiana da fracdo azul

Para a atividade antimicrobiana da fragcao azul foi adotado o método padronizado
internacionalmente pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), como
sendo o teste de disco difusdo em agar. Sendo assim, a atividade foi determinada
frente as linhagens de Escherichia coli ATCC® 8739™, Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™, Salmonella enterica ATCC® 10708 ™ e Klebsiella pneumoniae ATCC®
10031 ™.

Os testes foram realizados em triplicatas e os antibi6ticos padrbes utilizados
para controle foram, respectivamente, Penicilina (10 ug); Cliprofloxacino (5 ug) e
Gentamicina (10 pg). As linhagens foram semeadas em placas seguindo o padréo de
turbidez da escala de Mac Farland (0,5) (Figura 3 e Tabela 3).

Micro-organismos Absorbancia
Escherichia coli ATCC® 8739™ 0,089
Staphylococcus aureus ATCC® 6538 ™ 0,083
Salmonella enterica ATCC® 10708 ™ 0,127
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705™ 0,109

Tabela 2. Absorbancia das cepas segundo escala Mac Farland.

Os discos impregnados com 480ug de fracdo azul e de prodigiosina foram
adicionados as placas com meio Mdeller Hinton previamente semeadas com as
respectivas culturas de micro-organismos. As placas foram incubadas a 37 oC por
24 horas. Em seguida, as areas de inibicdo observadas ao redor dos discos foram
medidas (mm), considerando apenas halos maiores que seis milimetros.
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Figura 3. Escala nefelométrica de McFarland (Fonte: Autoria propria).

31 RESULTADOS

3.1 Atividade antimicrobiana da prodigiosina (Teste de Difusao em Disco)

A atividade antimicrobiana foi avaliada de acordo com o teste de difuséo de disco,
conforme preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, utilizando-
se da escala MacFarland. Os resultados encontram-se na Tabela 3. Apresentaram
sensibilidade a prodigiosina as cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 6538™,
Salmonella enterica ATCC® 10708™ e Klebsiella pneumoniae ATCC® 10031™
com halos significativos. Observou-se também a atividade bioldgica da fracdo azul
(cicloprodigiosina) frente as cepas de Salmonella enterica ATCC® 10708™. O micro-
organismo que demonstrou resisténcia a prodigiosina foi Escherichia coli ATCC®

8739™,
MICRO- CICLOPRODIGIOSINA | PRODIGIOSINA ANTIBIOTICOS
ORGANISMOS
(Média / mm) (Média / mm) (Média/ mm)
Pen (10ug) Cl Gen (10uQ)
(519)
Escherichia coli NT 21,6 mm NT
ATCC® 8739™
Staphylococcus 11,2mm 6,8 mm NT NT
aureus ATCC®
6538™
Salmonella enterica 8,3 mm 10,3mm NT NT 13,6mm
ATCC® 10708 ™
Klebsiella - 7mm NT NT 9,6 mm
pneumoniae ATCC®
10031 ™

Tabela 3. Atividade antimicrobiana (mm) da prodigiosina detectada no Teste de difuséo em
disco (CLSI, 2018).

*Penicilina (Pen); Ciprofloxacino (Cl); Gentamicina (GEN) e N&o-testado (NT).
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41 CONCLUSAO

Diante deste estudo, pode-se concluir que o pigmento resultante do metabdlito
secundario da Serratia marcescens detém de duas fracbes, a qual sdo atribuidas
diversas atividades biol6gicas e terapéuticas. A prodigiosina demonstrou sensibilidade
frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 6538™, Salmonella enterica ATCC®
10708™, Klebsiella pneumoniae ATCC® 10031™, enquanto que a cicloprodigiosina
demonstrou sensibilidade frente a Salmonella enterica ATCC® 10708™. Nesta
perspectiva, conclui-se que a prodigiosina € um produto natural detentor de uma
significativa atividade antimicrobiana, externando a necessidade de mais estudos a
fim de elucidar seus mecanismos de acao e aplicar seu uso na terapéutica.
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