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RESUMO

A violaceina, um pigmento roxo-azulado formado a partir da condensacdo de duas moléculas de triptofano e
atua como um metabdlito secundario importante para o fitness de seus produtores num dado ecossistema. Estes
microrganismos estao distribuidos em varios ambientes, incluindo oceanos, glaciares, rios e solo. A violaceina
¢ bioativa e importante para as relagdes ecologicas entre os organismos que coexistem com os produtores. Visto
isso, o potencial farmacologico do composto pode ser prospectado e a literatura traz muitos exemplos de como
a violaceina pode ser utilizada na terapéutica. Este capitulo trata dessas aplicagdes, bem como de sua obtengdo
e extracdo. O texto foi elaborado por discentes do Programa de P6s-Graduacdo em Produtos Naturais, Sintéticos

e Bioativos da UFPB, como projeto final de disciplina.

Palavras-chave: Bioativos naturais, Bioprospecgao, Atividade farmacologica.
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1 INTRODUCAO
1.1 PAPEL DOS PIGMENTOS PARA MICRORGANISMOS

Os pigmentos microbianos s3o metabolitos secundarios produzidos para diferentes finalidades,
dentre as quais, a prote¢ao ¢ o alvo mais estudado. A protecao pode ser compreendida de forma
individual como ocorre na exposi¢ao a radiagao ultravioleta e estresse oxidativo, bem como ocorre de
forma coletiva para organismos que coexistem. Contudo, os pigmentos assumem diversas outras
fungdes, por exemplo, captacio de luz, aceptor de elétrons e catalisador (Rana et al., 2021; Sutthiwong
et al., 2014).

A fotoprotegdo contra danos celulares ¢ a fun¢do garantida pela produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Isto também pode desempenhar um papel vital na protecao das células bacterianas
contra a predacdo (Rao et al., 2017; Sajjad et al., 2020).

Os pigmentos também exercem papel na diferenciacdo e regulacdo celular durante os ciclos
celulares (Azman et al., 2018; Venil et al., 2020). Isto ocorre porque algumas dessas moléculas estdo
envolvidas nos mecanismos dependentes de densidade celular. A fun¢do de autoindutores atribuida a
esses compostos também pode estar associada a producdo de biofilme, colaborando assim para a

viruléncia destes microrganismos (Rao et al., 2017; Sajjad et al., 2020).

2 SIGNIFICANCIA DA VIOLACEINA PARA SEUS PRODUTORES

A producgdo de violaceina ndo ¢ especifica a uma espécie bacteriana como alguns outros
pigmentos. S3o descritos a0 menos seis géneros, com destaque para duas espécies, Chromobacterium
violaceum e Janthinobacterium lividum. A producgdo de violaceina por estas bactérias ¢ alvo para
diferentes hipoteses sobre seu proposito biologico e ecoldgico (Cauz et. al, 2019).

A diversidade de produtores de violaceina encontrados em diferentes ambientes, tais como
oceanos, rios, lagos e solo, sugere que o composto pode desempenhar um papel crucial nos eventos
associados a adaptacdo e manutengdo desses microrganismos. Neste contexto, a hipdtese mais
importante € que a violaceina atua como mecanismo de defesa, visto que a maioria das espécies
produtoras vive em comunidades sésseis, refor¢ado pelos relatos de bactérias produtoras de violaceina
terem maior capacidade de resistir a antibioticos. Com isso, ao expressarem o pigmento, a célula ¢
conferida uma vantagem competitiva (Lichstein; van de Sand, 1945; Nakamura et al., 2002; Matz et
al., 2008).

Além disso, a violaceina exibe propriedades antibacterianas, particularmente contra bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus) (Nakamura et al., 2002), bem como apresenta atividade
antiparasitaria (Caenorhabditis elegans — Nematoda). A demonstragao de atividade frente procariotos
e eucariotos sugere que a violaceina pode desempenhar um papel na interacdo complexa entre

diferentes organismos num determinado ecossistema (Matz et al., 2008), como por exemplo, a
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violaceina promove a formacao de biofilmes em sapos e salamandras, que t€ém como vantagem dessa
associacdo, a protecdo antifiingica, contribuindo para o aumento da expectativa de vida desses anfibios
(Brucker et al., 2008).

Ademais, sabe-se que a produgdo desse pigmento s6 ocorre sob condi¢des aerdbicas (Durdn e
Faljoni-Alario, 1980) e parece estar associada a uma série de estratégias adaptativas que beneficiam as
bactérias em diferentes contextos ambientais. No entanto, a compreensdo completa do proposito
biologico da violaceina requer investigacdo mais aprofundada, em termos de mecanismos de acdo e

impacto nas interagdes ecoldgicas (Melo, 2000).

3 EXTRACAO DA VIOLACEINA

A literatura reporta uma obtencao de violaceina bruta entre 1 e 12,6 g (pura, de 0,750 a 1,6 mg)
Diferentes métodos podem ser empregados na sintese e extracdo de violaceina, ndo havendo um
protocolo modelo que melhor represente, pois depende da espécie empregada, bem como da linhagem,
contudo solventes orgénicos polares e apolares, em que o etanol traz algumas vantagens no uso
(Sasidharan et al., 2015).

Rettori e Duran (1998) obtiveram 1 mg do pigmento de C. Violaceum CCT 3496 em meio com
glicose, peptona e extrato de levedura, a partir de inoculagdo a 30°C por 24 horas. Ao meio foram
inseridos flocos de algodao que reteram o pigmento, extraido posteriormente com etanol e purificado
com cloroféormio e metanol, obtendo-se os cristais via centrifugacgao.

Kanelli et al. (2018) utilizaram caldo nutriente e observaram a condi¢@o 6tima da cultura de J.
lividum a 150 rpm, 25°C e pH 7.0. O pigmento foi extraido com metanol e acetato de etila, otimizando-
se o processo ao adicionar antibidticos ao meio de crescimento. Sasidharan et al. (2015) exploraram a
capacidade de producdo da violaceina pela linhagem Chromobacterium sp. NIIST MTCC5522,
utilizando caldo Luria Bertani (LB), sob agita¢dao de 150 rpm a 33°C. posteriormente o fermentado foi
adicionado de etanol e metanol, obtendo-se 1,6 g/L de violaceina.

Ahmed et al. (2012) investigaram o crescimento de C. violaceum sob agitacao de 200 rpm a
30°C por 24 h, empregando substratos ndo convencionais (bagaco da cana-de-agtcar, residuo solido
de abacaxi, agucar mascavo e melaco) e obtiveram 0,82 g/L de violaceina bruta. A remocao de cloreto
do meio de crescimento permitiu que duas linhagens, Janthinobacterium sp. p102 e Massilia sp. p117,
produzissem quantidade semelhante entre 5 e 7 dias de incubagdo (Kuzyk et al., 2021). Em
complemento, objetivando a otimizacao da produgdo de violaceina pela linhagem C. violaceum MTCC
2656, Subramaniam; Ravi e Sivasubramaniam (2014) variaram concentragdes do caldo LB, obtendo-
se melhor resultado na condi¢do a 0,625% a 25°C (0,48 mg/mL).

O uso de leveduras em substituigdo as linhagens tradicionalmente utilizadas permite a

aceleracdo e reducao de custos no processo (Kholany et al., 2020), bem como reduz a exposi¢ao do
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manipulador a patdégenos produtores de violaceina, baseado nos relatos de infec¢des oportunistas
associadas as espécies representativas produtoras da molécula (Yang e Li, 2011).

Yarrowia lipolytica (Ascomicota) ¢ uma levedura de importancia biotecnoldgica, sendo
reportada sua capacidade de produzir entre 15,4 ¢ 15,76 mg/L de violaceina (Nemer et al., 2023),
empregando meios simplificados adicionados de tensoativos, bem como técnicas de extracao mais
simples. Embora haja perdas de massa apds a fase de purificagdo da violaceina bruta, fato também
observado em bactérias, o potencial da levedura se mostra, aliado ao fato da seguranca de sua

manipulagdo, tornam seu uso muito mais atraente.

3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DA VIOLACEINA

Inspirado no papel ecoldgico de moléculas bioativas, o potencial dos pigmentos microbianos ¢
muito explorado, dada a problemética sobre o aumento de patdgenos resistentes a antibioticos, assim
como do niimero limitado de medicamentos que possam combaté-los (Sajjad, et al., 2020). Diferentes
abordagens realizadas com a violaceina tém mostrado uma ampla gama de propriedades biologicas,
dentre elas, atividade antimicrobiana (Durdn et al 2021; Ahmed et al 2021), que neste texto sera
entendida como atividade contra células planctonicas, enquanto a atividade antibiofilme para aquelas
de vida séssil.

A partir de estudo com lipossomas formulados com fosfolipidios bacterianos, observou-se que
o mecanismo de a¢do da violaceina estd envolvido na interferéncia e ruptura da membrana
citoplasmadtica (Cauz et al., 2019). Brooks et al. (2023) identificaram as concentracdes inibitorias entre
8 e 4 mg/mL do extrato de violaceina contra patogenos orais associados a halitose, em particular
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Solanobacterium moorei.

Recentemente, um isolado de nova espécie de Janthinobacterium sp., produtor de violaceina,
provou atividade antimicrobiana com patdgenos importantes, a saber: Enterococcus faecalis, Yersinia
pseudotuberculose, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Candida albicans, demonstrando o
amplo espectro que o pigmento expressa (Inan Bektas et al., 2023). Em complemento, hd também uma
certa quantidade de estudos realizados com fungos. Em uma recente revisao foram listados diversos
géneros fungicos de importancia clinica e ambiental, sendo reconhecido um importante papel da
violaceina na ecologia de fungos (Duran et al., 2022).

O conhecimento do mecanismo pelo qual a violaceina atua nos fungos ainda € incerto, no
entanto alguns estudos t€m relacionado os mecanismos gerais dos antifungicos conhecidos, como os
azolicos, isto ¢, em nivel de membrana, atuando na sintese de ergosterol. A violaceina também exibe
uma acdo semelhante as equinocandinas, porque causa danos a parede celular (Ghannoum e Rice,

1999; Bhattacharya et al., 2020; Howard et al., 2020). Acredita-se que o pigmento promova esta
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resposta porque age na inducao da geragdo de EROs, podendo também atingir o desenvolvimento das
hifas e na formagao de biofilme (Duran et al., 2022).

Ensaios in vitro reportam que a concentracao antifiingica € maior que aquela conseguida contra
bactérias, 2 g/mL. A atividade da violaceina foi descrita contra importantes espécies fungicas, tais
como, Aspergillus niger ¢ Candida albicans (Dike-Ndudim; Ugenyi; Ndubueze, 2021), bem como
Cryptococcus gastricus, Trichophyton rubrum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Aspergillus
flavus, Penicillium expansum e Trichophyton rubrum (Sasidharan et al., 2015).

Em termos de atividade contra microrganismos sésseis, foi observado que a violaceina pode
apresentar atividade antibiofilme, seja na inibi¢do da formacao, seja na erradicacao de biofilmes
maduros. O espectro de organismos foi menos explorado, contudo 20 e 160 ug/mL de violaceina,
respectivamente, erradicaram o biofilme em 3 e 2:30 h de incubacdo, contra Staphylococcus

epidermidis (Dodou et al., 2020).

3.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL DA VIOLACEINA

No contexto de sua atividade antitumoral, a literatura documenta extensas pesquisas que
empregam a violaceina em modelos experimentais in vitro de cancer. Conforme evidenciado por
Dahlem et al. (2022), a violaceina demonstrou efeito citotoxico apos 48 horas de tratamento, com
valores de Clso de 0,393 uM para células SK-MEL-5 ¢ 9,864 uM para células HepG2, utilizando o
método do MTT. Além disso, no mesmo estudo, o composto em questdo também exibiu citotoxicidade
em um modelo de esferoides tumorais 3D em células HCT116, tendo demonstrado a capacidade de
inibir o crescimento do esferoide e promover o deslocamento das células externas em relagdo ao
nucleo. A agao desencadeada pela violaceina a morte de células tumorais foi ainda associada a ativagao
de caspase 3 e a liberacao de ATP.

De Souza Oliveira et al. (2022) demonstraram que o tratamento com violaceina por 24 horas
resultou em uma reducdo na viabilidade das células HT29 e HCT116, sendo a linhagem HT29 mais
sensivel ao composto (Clso de 0,6 uM) em comparag¢do com a linhagem HCT116 (Clso de 1,2 uM).
Além disso, o estudo revelou que a violaceina atua reduzindo a expressao dos receptores de tirosina
cinase AXL e do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) em células HT29, e inibindo
as quinases responsaveis pela sobrevivéncia e proliferagdo celular (ERK, AKT e PKC9).
Adicionalmente, observou-se uma diminui¢ao na expressao de marcadores mesenquimais, como a N-
caderina e o Snail, e da proteina B-catenina, enquanto a expressao de marcadores epiteliais, como a E-
caderina e a ZO-1, foi aumentada. Esses resultados sugerem que a violaceina supera trés marcas
registradas do cancer: sinalizagdo dependente de receptores de fatores de crescimento, proliferagao e

Transic¢ao Epitelial-Mesenquimal.
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Um estudo realizado por Neroni et al. (2022), investigou a atividade antiproliferativa da
violaceina em células de cancer de bexiga, considerado o tipo de caAncer mais comum na urologia.
Observou-se que apos 24 horas de exposi¢do a diferentes concentragdes de violaceina, a Clso para a
linhagem T24 foi de 0,1135+0,05 uM, enquanto para a linhagem 5637 (carcinoma urotelial de bexiga
humano) foi de 0,1129+0,1 uM. A linhagem 5637 demonstrou ser mais sensivel a violaceina, ja que
apos o tratamento com 1 uM do composto por 24 horas, houve uma redu¢ao de 2% na viabilidade para
T24 e de 10% para 5637 (p<0,0001), em comparagdo com as c¢lulas ndo tratadas. Os resultados deste
estudo sugeriram que a violaceina pode ter diferentes modos de ag¢do nessas linhagens celulares,
possivelmente devido a diferencas moleculares entre elas. No entanto, investigagdes adicionais sao
necessarias para obter uma compreensao mais completa do mecanismo de morte celular induzido pela
violaceina em células de cancer de bexiga, com especial atengdo as divergéncias observadas entre as
duas linhagens.

Berti et al. (2020) elaboraram um sistema de Liquidos I6nicos de Superficie Ativa (SAILs) que
viabiliza a solubilidade da violaceina em meio aquoso. Através de uma triagem, foi selecionado o
composto [CisHim]-S na concentracdo de 1,5 x 10° % (p/v), pois apresentou uma combinag¢do de baixa
citotoxicidade, 71,5% de viabilidade celular e uma interacao eficaz com 95,2% da violaceina mantida
em solucdo micelar por pelo menos 48 horas. O complexo [SLN-Viol-(|CisHim]-S)-FA] foi
empregado no desenvolvimento de um transportador eficiente de nanoparticulas de lipidios solidos
hibridos (SLN), resultando em uma incorporagdo cinco vezes maior de nanoparticulas de violaceina
nas culturas de células HCT116 e HeLa, demonstrando um alto nivel de afinidade com o receptor
folato.

Bromberg et al. (2010) testaram a violaceina em modelos in vitro e in vivo. O efeito citotoxico
foi observado em células de Ehrlich (Clso de 5 uM), consideradas as mais sensiveis quando comparadas
aos linfocitos normais do sangue periférico humano. Os pesquisadores evidenciaram que os efeitos
citotoxicos eram decorrentes do aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e da diminuicao
dos niveis de glutationa (GHS). Além disso, a apoptose foi induzida pela ativagdo das caspases 2, 3 e
9 apo6s o tratamento por 72 horas. Ja nos modelos de tumor ascitico de Ehrlich em camundongos, a
violaceina inibiu significativamente o crescimento do tumor e aumentou a taxa de sobrevida dos
animais. Os testes ndo indicaram hematotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade.

Segundo Kim et al. (2021), a violaceina inibiu a proliferagdo do carcinoma hepatocelular
(CHC) nas linhagens Huh7, com valores de Clso de 7,97; 6,71; e 6,10 uM as 24, 48 e 72 h,
respectivamente, € nas linhagens Hep3B, com valores de Clso de 8,01; 8,41; e 8,23 uM no mesmo
intervalo de tempo. Esse efeito foi atribuido a interrupg¢ao do ciclo celular, resultando no aumento
significativo da populacdo de células na fase sub-G1 e uma diminuicdo da populacdo de células nas

fases Go/Gi1, S e G2/M, em comparagao com o grupo controle ndo tratado, indicativo de apoptose. Esse
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efeito induzido pela violaceina foi associado a condensacao nuclear, a perda do potencial de membrana
mitocondrial (MMP), ao aumento da geragdao de EROs, a ativagdo de caspase-9, caspase-3 ¢ PARP, a
regulacdo positiva de p53 e p21, e a regulag@o negativa das vias de sinalizagdo AKT e ERK1/2. Além
disso, a violaceina suprimiu significativamente a prolifera¢ao e a formagao de tumoresferas de células
semelhantes a células-tronco do carcinoma hepatocelular, reduzindo a expressao de marcadores de
potencialidade celular do CHC, incluindo CD133, Sox2, Oct4 e Nanog, ¢ inibindo as vias de
sinalizacdo STAT3/AKT/ERK. Em conclusdo, esses resultados sugerem que a violaceina possui
potencial quimioterapico para suprimir eficazmente o CHC, direcionando tanto a proliferagao quanto

a potencialidade das células do CHC.

3.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA VIOLACEINA

A versatilidade da violaceina inclui efeitos antitumorais, leishmanicidas, tripanocidas,
antifungicos, antivirais, antibacterianos, antiprotozoarios e antinematddicos (Abdelghani et al., 2021;
Justo e Duran, 2017), e para além disso também exibe propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias,
que se manifestam por meio da atuagdo direta em vias relacionadas a resposta inflamatdria, incluindo
a modulacdo do sistema imunologico (Ballestriero et al., 2014; Duran et al; 2016; Duran et al., 2021).

Até o presente momento, a investigacdo sobre a modulagdo da resposta inflamatdria por este
pigmento tem revelado atividades antipiréticas, analgésicas e imunomoduladoras em condic¢des
inflamatérias de natureza aguda e cronica (Choi et al., 2021; Park et al., 2021). Antonisamy e
Ignacimuthu (2010) investigaram o potencial anti-inflamatério da violaceina, explorando os pilares
clinicos da inflamagdo, que incluem rubor, dor, calor e inchaco. O estudo foi conduzido em ratos Wistar
e camundongos, analisando o efeito analgésico por meio de contor¢des induzidas por acido acético,
lambida de pata provocada por formalina e testes de placa quente. A pesquisa também abordou o efeito
imunomodulador da violaceina, examinando a anafilaxia ativa da pata induzida por ovalbumina e testes
de hipersensibilidade tardia provocada por hemadcias de carneiro (SRBC: sheep red blood cells). Além
disso, a atividade antipirética foi avaliada mediante hiperpirexia induzida por levedura em ratos. Para
comparar o efeito antiedema, a violaceina foi confrontada com a indometacina.

Os resultados revelaram que a violaceina inibiu 42,9% do edema induzido por ovalbumina,
bem como diminuiu efetivamente o edema causado por hemécias de carneiro. Além disso, observou-
se uma expressiva atividade analgésica nos ensaios de contor¢ao desencadeados por acido acético, na
resposta de lambida de pata provocada por formalina e nos testes de placa quente. O tratamento com
violaceina demonstrou uma redugdo significativa e dose-dependente na pirexia em ratos (Antonisamy
e Ignacimuthu, 2010).

A violaceina, no estudo de Antonisamy et al. (2014), revelou um notével efeito gastroprotetor

frente as lesdes induzidas por indometacina em ratos Wistar. A atividade da mieloperoxidase (MPO),
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enzima importante da resposta inflamatéria, reduziu significativamente no grupo tratado com
violaceina com uma capacidade superior na redugdo dos niveis de MPO em comparacdo com o
omeprazol. Foi observada também, o aumento da atividade da enzima 6xido nitrico sintase constitutiva
(cNOS) na mucosa gastrointestinal com a administragao de violaceina. Por outro lado, o pigmento em
conjunto com o omeprazol restaurou significativamente os niveis de prostaglandina E2 (PGE2)
mediada pela ciclo-oxigenase 1 (COX-1), promovendo a cicatrizac¢do e reparo de ulceras.

Em complemento, a violaceina reduziu o fator de necrose tumoral-a, interleucina-1p e
interleucina-6, bem como aumentou a interleucina-4 e 10, juntamente com fatores de crescimento
(vascular endotelial, epidérmico e hepatocitario), demonstrando um potencial terapéutico abrangente
(Antonisamy et al., 2014). Esses resultados indicaram pela primeira vez na literatura um mecanismo
pelo qual a violaceina pode reduzir a inflamag@o, mas também promover um ambiente propicio a
cicatrizacdo, em Ulceras gastrointestinais.

Verinaud et al. (2015) observaram o amplo espectro anti-inflamatério da violaceina, revelando
seu potencial modulador em diferentes modelos de inflamagdo. Na inflamagdo aguda mediada por
lipopolissacarideo (LPS), por exemplo, o pigmento ndo apenas preservou a homeostase de células
dendriticas (CD80/86) e linfocitos T e B, mas também exerceu um impacto significativo na resposta
inflamatoria. Houve uma notavel reducdo na migragdo de neutrofilos, indicando uma modulagao eficaz
da resposta imunoldgica. Além disso, observou-se uma diminui¢ao nos niveis da citocina inflamatoria
IL-6 e da quimiocina C-X-C ligante 1 (CXCL1) nos camundongos tratados com violaceina, enquanto
os niveis de IL-10 aumentaram substancialmente. Essas alteragdes indicam um perfil anti-inflamatdrio
induzido pela violaceina, evidenciando seu potencial em criar um ambiente propicio a regulacao
imunoldgica durante a inflamagao aguda.

Em resultados in vitro, observou-se uma inducao na producao desta citocina pro-inflamatoria.
Venegas et al. (2019) observaram o efeito da violaceina em diferentes linhagens de células
imunoldgicas, nomeadamente THP-1, MonoMac 6, ANA-1, Raw 264.7, HEK-293, bem como em
c€lulas mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs). Foi relatada uma estimulagdo na
producao de TNF-o em macréfagos murinos (ANA-1 e Raw 264.7) e, em PBMCs, detectou-se a
secrecao de IL-6 e IL-1B. Além disso, a ativagdo do mecanismo molecular inflamatorio apos o
tratamento com violaceina foi observada em células Raw 264.7. O tratamento causou a ativagao
mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, Immune Responsive Gene 1 (IRG1), quimiocinas C-C
ligante 2 (CCL2) e C-X-C ligante 2 (CXCL2). Em complemento, foi relatado que nas células HEK-
293 transfectadas com receptor do tipo toll (TLR), a violaceina ativou a via de sinalizagdo do receptor
humano TLR8 (hTLR8) e que em PBMCs, este efeito imunomodulador pode ser suprimido pelo
antagonista especifico de hTLRS.
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Baseado nesses relatos, a violaceina ¢ reconhecida como candidata promissora em intervengoes
terapéuticas abrangentes, oferecendo ainda potencial ndo apenas na redu¢do da inflamagdo, mas
também na promocdo da cicatrizagdo e na modulacdo da resposta imunologica. Além disso, a
propriedade da violaceina de ativar mecanismos inflamatorios pode ser explorada de maneira
estratégica no tratamento de doengas que demandam uma maior ativagao do sistema imunologico,
como algumas infec¢des parasitarias, viroses e cancer (Doganci et al., 2022; Lopes et al., 2009; Platt
etal., 2014).
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