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RESUMO

Os pigmentos roxos sdo muito raros na natureza ¢ por essa razdo, desde a antiguidade, a simbologia ¢
precificagdo desses pigmentos sdo ligados a nobreza, o que deu também a cor roxa, o mesmo significado.
Diferentes microrganismos produzem violaceina, um composto derivado do triptofano que exibe diferentes
propriedades e ¢ aplicado desde o tingimento de tecidos até como candidato a farmaco. O presente capitulo € o
primeiro, de dois textos que tratam da violaceina. Neste capitulo sdo abordadas aspectos historicos e as
caracteristicas fisico-quimicas da molécula, isto ¢, de sua biossintese até as propriedades da violaceina, as quais
a tornam um importante bioativo natural com infinitas aplicacdes. O texto foi elaborado por discentes do
Programa de Po6s-Graduacdo em Produtos Naturais, Sintéticos ¢ Bioativos da UFPB, como projeto final de

disciplina.

Palavras-chave: Pigmentos microbianos, Compostos bioativos naturais, Chromobacterium violaceum.
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1 INTRODUCAO
1.1 HISTORIA DA VIOLACEINA

O primeiro registro de classificagdo de uma bactéria produtora de pigmento roxo ocorreu em
1880 por Bergonzini, que estudou e nomeou o cocobacilo Chromobacterium violaceum, em detalhes
em seu estudo intitulado por “Sopra un nuovo bacterio colorato”. No texto, Bergonzini utilizou o
termo “exuberante” para a cor violeta produzida, descrevendo a violaceina, observada difundida em
um preparado a base de arroz (DeMoss, 1967).

Quase cinco décadas mais tarde, Tobie desenvolveu o primeiro método de produgao, extracao
e purificacao da violaceina. Na década de 1930, C. violaceum foi identificada pela pigmentacdo em
lesdes na pele, porém as areas pigmentadas possuiam uma caracteristica interessante, isto ¢, eram
isentas de infecgdes. Isto, em um momento histérico de expansao que vivia a antibioticoterapia, sugeriu
que aquele pigmento produzia um efeito inibitério causado por algum subproduto metabolico
difundido na regido e que era contra algumas bactérias (Lichstein, 1945).

Em 1942, Singh observou que o extrato bruto de C. violaceum quando misturado a uma
suspensdo bacteriana produzia uma agdo “protetiva” para elas, na qual prevenia a fagocitose por
amebas presentes no solo. Somente trés anos mais tarde, Herman e Virginia descreveram finalmente a
atividade antimicrobiana da violaceina contra bactérias Gram-positivas, com exce¢do de Clostridium
welchii (atual C. Perfringens). Os autores também observaram um pequeno efeito negativo no
crescimento de todas as bactérias Gram-negativas testadas e apenas nao verificaram atividade contra
Neisseria meningitidis (Lichstein, 1945).

Anos de ostracismo foram vividos em termos de estudos com o pigmento até que somente apos
os anos 1970 outros objetivos no campo do entendimento da violaceina foram pesquisados, tais como
terapia antimicrobiana fotodinamica. Na década seguinte, novos protocolos de extracao foram testados.
Os anos 1990 foram marcados pelo entendimento da sintese da violaceina, porém novas aplicacdes
para o composto foram propostas e alcangadas com o inicio do século XXI, tais como: atividade
antiviral, tratamento da tuberculose, em que o pigmento mostrou atividade semelhante a pirazinamida,
tingimento de seda, tratamento de leucemia e linfoma, atividade antileishimania e producdo do
pigmento a partir de bactérias engenheiradas (Durén et al., 2001).

Mais recentemente a violaceina continua fortemente estudada como composto antitumoral,
assim como na terapia antiviral, tendo também evoluido em termos de novas metodologias, por
exemplo, cultura celular, obten¢do do pigmento e producdo de nanossistemas que otimizam e
potencializam o tratamento de enfermidades (Duran, et. al. 2021; Doganci, et al., 2022; Lee, et al.,

2022).

\
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2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE VIOLACEINA

A violaceina ¢ um pigmento produzido por espécies microbianas distintas filogeneticamente
que apresentam em seus genomas, sequéncias com estreita relagdo com os genes de biossintese da
molécula (Hakvag et al., 2009). Apesar disso, a violaceina se diferencia dos pigmentos microbianos
espécie-especificos, como alguns encontrados na natureza, tais como piocianina (Gongalves e
Vasconcelos, 2021) e estafiloxantina (Clauditz et al., 2006).

A violaceina foi descrita em espécies edaficas, dulcicolas e marinhas de betaproteobactérias,
tais como Collimonas (Hakvag et al., 2009), Duganella (Aranda; Montes-Borrego; Landa, 2011),
Microbulbifer (Won et al., 2017) e Pseudoalteromonas (Thegersen et al., 2016), além das espécies
Janthinobacterium lividum e Chromobacterium violaceum, utilizada como microrganismo de
referéncia para a producdo de violaceina (Choi et al., 2015).

Chromobacterium violaceum (Bergonzini, 1880) ¢ um cocobacilo Gram-negativo, facultativo,
membro da microbiota saprofita, habita solo e 4gua em regides tropicais e subtropicais em diferentes
areas do globo e normalmente ndo ¢ considerada patogénica (Durdn e Menk, 2001). Os primeiros
estudos de metabolismo da violaceina foram realizados com a espécie, percebendo-se que em culturas
ndo oxigenadas, a produ¢do do pigmento era reduzida significativamente, indicando a importancia do
oxigénio para sua sintese (Duran e Menk, 2001). Adicionalmente, C. violaceum também produz um
pigmento minoritario roxo, denominado por desoxiviolaceina. O composto se diferencia da violaceina
na regido do 5-hidroxindol devido a auséncia do grupo hidroxila, tornando-se menos polar (Hoshino e
Momem, 2000; Hoshino et al., 1995).

A segunda espécie produtora de violaceina mais estudada, J. /ividum (Eisenberg, 1891) é um
bacilo Gram-negativo aerdébio, comumente isolada de solos e dguas doces, utiliza glicerol para sintese
do composto. A extracdao de violaceina por J. lividum tem sido usado no tingimento de fibras naturais
ou sintéticas (Pantanella et al., 2006). A producdo do pigmento ¢ codificada pelos genes vioD, vioC,

vioB e vioA cuja expressao € regulada de acordo com a fonte de carbono.

3 QUIMICA DA VIOLACEINA

A violaceina (3-[2-hidroxi-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-3-il]indol-2-ona) ¢ um
pigmento de cor roxa (Figura 1), produzido por bactérias a partir da dimerizagdo oxidativa do
triptofano. Grande parte do conhecimento sobre a violaceina foi obtido com estudos com C. violaceum.
Como dito anteriormente, a violaceina € o principal pigmento, porém nao € especifico da bactéria. A

molécula pertence a classe dos hidroxi-inddis, cuja formula quimica ¢ C20H13N303 e massa molecular

de 343,3 g/mol (August et al., 2000; Hoshino et al., 1987).

\
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A molécula de violaceina ¢ composta por trés subunidades estruturais distintas, a saber: 5-
hidroxi-indol; 2-oxoindol e 2-pirrolidona. Todos os atomos de oxigénio presentes na molécula sdo

originarios do oxigénio molecular (August et al., 2000; Hoshino et al., 1987).

Figura 1 — Estrutura quimica da violaceina

Fonte: autores (2024)

r

A sintese de violaceina é regulada por sistema quorum semnsing em funcdo de escassez
nutricional (Blosser e Grey, 2000). Ela ¢ bem conhecida e compreende quatro fases. De forma breve,
a etapa inicial se d4 com a conversdo oxidativa do l-triptofano na alfaimina reagente correspondente,
catalisada por uma flavoenzima, VioA (I-triptofano oxidase). O 1-triptofano ¢ convertido em imina de
acido indol-3-piruvico e em seguida a imina ¢ dimerizada em um composto de vida curta pela VioB,
dependente de ferro. De forma espontidnea ¢ convertido em acido cromopirrdlico ou sofre um
deslocamento do anel indol via VioE, resultando em 4cido protodesoxiviolaceinico. A etapa final, uma
oxidagao autocatalitica, ¢ regulada por meio de duas oxidases dependentes de flavina, VioD e VioC,
que convertem o acido protodesoxiviolaceinico em violaceina. VioD hidroxila um anel indol na
posi¢do 5 para produzir 4cido protoviolaceinico e em seguida, VioC hidroxila o segundo anel indol na
posi¢do 2, conduzindo a uma descarboxilagdo oxidativa espontanea que leva a formacao de violaceina.
Em complemento, de forma independente, VioC participa da conversio do 4cido
protodesoxiviolaceinico em desoxiviolaceina, como anteriormente dito, um pigmento minoritario
(Fiiller et al., 2016).

Os cristais de violaceina sdo de cor preto-arroxeada, insoliveis na dgua e ligeiramente soliveis
em etanol. Em complemento, a molécula ¢ moderadamente solivel em dioxano e acetona e muito
soluvel em DMSO, metanol e acetato de etila. Seu ponto de fusdo ¢ maior que 290 °C. Os
comprimentos de onda maximos de absor¢do na luz ultravioleta e visivel sdo em 258, 372 e 575 nm
(Rettori e Duran, 1998).

A violaceina exibe um carater hidrofobico e por conta dessa baixa solubilidade em agua, alguns
testes experimentais com a violaceina sdo inviabilizados. Contudo, formas de modificar tal
caracteristica sdo possiveis, por exemplo quando a molécula ¢ adicionada de grupos glicosidicos ou

sujeita a acdo de enzimas oxidativas (Bromberg e Duran, 2001).

\
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4 MECANISMO DE ACAO DA VIOLACEINA

Os pigmentos microbianos desempenham um papel crucial na patogénese e progressdo de
doengas, interferindo nos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro e/ou exibindo caracteristicas
citotoxicas ou pro-inflamatorias (Liu e Nizet, 2009). Em complemento, os pigmentos também estao
associados a viruléncia do microrganismo produtor (Carevi¢; Stojkovi¢; Ivanov, 2023) e com a
compreensdo dos mecanismos de agdo, as funcionalidades biologicas e farmacologicas desses
compostos podem auxiliar em diferentes terapias (Choi et al., 2021; Kothari; Sharma; Padia, 2017).

Neste contexto, a violaceina mostra potencial comercial e terapéutico atribuido as atividades
biologicas que exibe, tais como, atividade antibacteriana (Aruldass et al., 2018), antifingica (Choi et
al., 2021), anticancer (Masuelli et al., 2016; Alshatwi; Subash-Babu; Antonisamy, 2015) e antiviral
(Durén et al., 2016). Com o avanco dos estudos com a violaceina, diferentes mecanismos de acdo
foram sendo revelados e a literatura mais recente reporta especialmente quatro.

Como primeiro mecanismo de acao da violaceina diz respeito a propriedade de causar danos as
membranas celulares, resposta que estd intrinsicamente associada a atividade antimicrobiana da
molécula (Ahmed et al., 2021). Observou-se que a violaceina age interferindo diretamente a
integridade da membrana por levar a perda da forca motriz proéton-idnica, a qual resulta no efluxo de
componentes celulares e no comprometimento estrutural da célula. Esta interferéncia leva a um
desequilibrio osmotico que culminam para a morte da célula (Aruldass et al., 2018).

Um segundo mecanismo relaciona a violaceina com a indugdo de estresse oxidativo, baseado
na formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e consequente perda da integridade de
membrana. Ao gerar peroxido, por exemplo, a violaceina induz a peroxidagao lipidica e aumenta a
permeabilidade da membrana celular, levando a perda for¢ada de for¢a motriz e dissolugdo de K™,
proteinas soliveis e acucares (Jiang et al., 2015; Duran et al., 2022).

A violaceina apresenta outros alvos do estresse oxidativo, como por exemplo, nucleotideos de
piridina, captagdo de oxigénio e altera¢do na cadeia respiratdria, e oxirredugao do citocromo C. Em
complemento, importantes mediadores da morte celular por apoptose sdao evidenciados em diferentes
modelos experimentais para avaliagdo do mecanismo de acdo da violaceina. Uma vez liberado o
citocromo C para o citosol, ¢ formado o apoptossomo, isto €, um complexo proteico com a caspase 9
e apaf-1, que cliva e ativa diferentes proteinas que em conjunto degradam todo o conteudo celular.
Diferentes alvos moleculares que ativam a apoptose podem sofrer a acao da violaceina, a saber: fator
de necrose tumoral-a (TNF-a), proteina p38 quinase ativada por mitdégeno (p38 MAPK) e o fator
nuclear-xB (NF- «B) (Duran et al., 2007).

Ressalta-se ainda que por induzir a oxida¢do dos nucleotideos de piridina, a violaceina pode
diretamente interferir na progressao do ciclo celular. A forma como isto ocorre pode ser explicada por

dois mecanismos principais: a indu¢do da parada do ciclo celular na fase G1, bem como do aumento
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de proteinas p53, p21 e p27. Esses eventos resultam mudangas bioquimicas, encaminhando a célula

para apoptose (Kodach et al., 2006; Obeng, 2021).
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