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INTRODUCAO

A violaceina ¢ um pigmento produzido pela bactéria gram-negativa Chromobacterium
violaceum, que exibe uma multiplicidade de efeitos bioldgicos tais como potencial
antitumoral decorrente da capacidade de indugdo de apoptose (MELO e col.). Em células
da linhagem leucémica HL60, a violaceina promove a ativagdo de receptores TNF,
contribuindo para a morte celular programada (FERREIRA e col.). O potencial terapéutico
da violaceina ndo se limita a acdo antitumoral, pois também possui efeito como antibiotico,
acdo antichagasica, propriedades antiparasitarias contra Leishmania amazonensis,
propriedades antiulcerogénicas (DURAN e col.) e ainda uma fraca atividade antiviral.
Adicionalmente, dados na literatura relatam que a violaceina possui agdo antioxidante em
células (KOZEN e col.).

Dessa forma, o presente trabalho investigou a a¢do antioxidante desse corante contra as
espécies excitadas eletronicamente e as radicalares. Compostos que possuem propriedades
fotoquimicas, como drogas fotossensibilizadoras, sdo capazes de gerar estados excitados ou
espécies radicalares quando irradiados. Varias biomoléculas tais como lipideos e proteinas,
podem ser alvos dos efeito pro-oxidantes dessas espécies excitadas apos irradiagdo. Além
disso, as drogas fotossensibilizadoras podem interagir com oxigénio molecular produzindo
oxigénio singlete, um estado excitado do oxigénio molecular, espécie toxica que provoca
danos oxidativos em membranas lipidicas. Os danos oxidativos em lipideos podem resultar
em peroxidacao lipidica, dando inicio a uma seqiiéncia de reagdes que geram diferentes
subprodutos derivados de lipideos.

OBJETIVOS

Neste projeto, temos por objetivo caracterizar a acdo antioxidante da violaceina contra
espécies excitadas e radicalares. Para tanto, sistemas modelo de lipossomos biologicos e
membranas mitocondriais foram submetidos a irradiacio na presenca de substincias
fotossensibilizadoras como o azul de metileno, ou incubados na presenga de substincias
pro-oxidantes como o citocromo C e os efeitos foram identificados.



METODOLOGIA

As condi¢des experimentais foram: preparo de estoques de violaceina em etanol na
concentracdo 2,1 mM.As medidas de absorbancia foram feitas no espectrofotometro
Schimadzu modelo Multispec-1501, utilizando cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1 cm.
As andlises de infravermelho foram feitas através do espectrofotometro infravermelho
Perkin Elmer,modelo Spectrum 100 utilizando a técnica de ATR com placa de SeZn.
Dosagem dos produtos de oxidagdo de lipideos de membranas: as medidas de peroxido de
lipideo foram feitas pelo método colorimétrico FOX e avaliadas também através da
formagdo de TBARs (substancias reativas ao acido tiobarbiturico), que incluem todos os
aldeidos derivados de lipideos apds a peroxidacao lipidica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estudar a acdo antioxidante, a violaceina foi adicionada aos lipossomos
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina/cardiolipina (PCPECL) e submetido a a¢do pré-oxidante
do citocromo €. Segundo o trabalho de Rodrigues e colaboradores citocromo € adicionado em
lipossomos bioldgicos tem efeito pro-oxidante, capaz de gerar espécies excitadas
eletronicamente e radicalares. O corante na concentragdio de 4 pM diminuiu
significativamente a producdo de TBARs (espécies reativas ao acido tiobarbitlirico) em
relacdo ao controle positivo (citocromo C) em lipossomos PCPECL, além de diminui¢do de
60% no conteudo de peroxido de lipideo na mesma condigdo. Para verificar a agdo da
violaceina contra espécies eletronicamente excitadas, utilizou-se o corante azul de metileno, o
qual possui agdo pro-oxidante quando submetido a irradiagdo. Da mesma forma que o
resultado anterior, a violaceina promoveu protecao.

Para acessar o mecanismo de atividade antioxidante da violaceina, o corante foi irradiado em
agua deuterada (D,0O) na presenca e na auséncia de oxigénio. Utilizou-se agua deuterada, para
que eventuais modificagdes quimicas da violaceina causadas por oxigénio singlete com
conseqiientes alteragdes espectrais fossem maximizadas e assim, bem diferenciadas daquelas
obtidas em atmosfera inerte, onde somente seria possivel reacdo da violaceina triplete com
seus pares no estado fundamental.

Ha diferenca espectral quando a violaceina ¢ submetida a irradiag@o na presenca de oxigénio e
na auséncia do mesmo em D,0. Esse resultado sugere que a violaceina excitada na presenga
ou na auséncia de oxigénio ¢ convertida em fotoprodutos. Assim, partiu-se para
caracterizagdo dos fotoprodutos formados por meio de analises das respectivas amostras por
espectrometria infravermelha.

O composto irradiado na presenca do oxigé€nio apresenta um modo normal de vibragdo de
grupos N-H em 3250 cm™ e uma banda de absor¢io mais fraca em 3128 cm™. Este
comportamento ¢ tipico de modos vibracionais das estruturas ciclicas das lactamas. A
primeira banda ¢ relativa a um forte estiramento N-H, enquanto a segunda ¢ devida a uma
combinagdo de estiramento C=0 com uma deformacdo angular N-H. Observa-se que em
1690 cm™ ha um modo normal de vibracdo atribuivel a um estiramento C=0 de uma cetona
ciclica conjugada e observa-se também um modo vibracional de estiramento C=0 em 1712
cm™ caracteristico de uma lactama ciclica de anel de cinco membros. Tudo isto leva a
proposic¢ao da formagao do fotoproduto de oxidagao 2.

A amostra irradiada na presenca do oxigénio possui uma banda larga de absorc¢do na regido
de 3500 cm™, tipica de estiramentos O-H de hidroperéxidos, o que explicaria a proposi¢io
de formacao do fotoproduto de oxidagao 1.



Ja o corante irradiado em atmosfera inerte apresenta mudangas no padrao espectral na
regido de 3000-3200 cm™, indicativo de alteragdes de vibragdes de estiramento C-H de
grupos olefinicos. O fato de observar concomitantemente uma variagcdo de padrao espectral
na regido de 1600-1700 cm™ referente 4 modos vibracionais C=C, sugere uma perda de
conjugacdo da molécula estudada .O esquema abaixo resume os eventos que sucedem a
irradiacdo da violaceina:
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CONCLUSAO

A violaceina ¢ um corante que ¢ convertido ao estado triplete quando irradiada com luz
visivel. Em atmosfera normal, seu estado excitado triplete decai ao estado fundamental por
meio da transferéncia de energia ao oxigénio do meio e gera oxigénio singlete. Porém, a
violaceina ndo causa danos a biomoléculas porque ¢ eficiente seqliestradora de oxigénio
singlete e radicais livres, conforme ficou comprovado nos experimentos feitos com
citocromo ¢, azul de metileno e com a irradiagdo da violaceina em 4agua deuterada em
atmosferas inerte ¢ normal. Portanto, na presenca de oxigénio, a violaceina ¢ fonte e ao
mesmo tempo alvo da espécie excitada, o que leva a formacdo de derivados oxidados.
Quando o corante ¢ irradiado sem oxigé€nio ocorre rea¢ao do estado triplete da violaceina
com perda de duplas conjugadas. A eficiente atividade antioxidante da violaceina pode ser
responsavel por efeitos protetores em células e membranas modelo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

DURAN, N.; JUSTO, G.Z.. MELO, P.S.. DE AZEVEDO, M.B.; BRITO, AR
ALMEIDA, A.B.; HAUN,M. Evaluation of the antiulcerogenic activity of violacein and its
modulation by the inclusion complexation with beta-ciclodextrin. Can. J. Physiol.
Pharmacol., 81 (4), 387-396, 2003.

FERREIRA, C.V.; BOS, C.L.; VERSTEEG, H.H.; JUSTO, G.Z.; DURAN, N.
PEPPELENBOSCH, M.P. molecular mechanism of violacein-mediated human leukemia
cell death. Blood, 104(5), 1459-1464, 2004.

KONZEN, DM.M,; CORDOVA, C.AS.; VIEIRA, T.O,, ANTONIOR.V.;
CRECZYNSKI-PASA, T.B. Antioxidant properties of violacein : Possible relation on its
biological function. Bioorganic & Medicinal Chemistry 14 8307-8313, 2006.

MELO, P.S.; MARIA, S.S; VIDAL, B.C.; HAUN, M.; DURAN, N. Violacein cytotoxicity
and induction of apoptosis in V79 cells. In Vitro Cell Dev. Biol. Anim., 36 (8), 539-543,
2000.

RODRIGUES, T.; FRANCA, L.P.; KAWAIL C.; FARIA, P.A.; MUGNOL, K.C.U,;
BRAGA, F.M.; TERSARIOL,I.L.S.; SMAILI, S.S.; NANTES, L.L. Protective Role of
Mitochondrial Unsaturated Lipids on the Preservation of the Apoptotic Ability of
Cytochrome ¢ Exposed to Singlet Oxygen. The Journal of Biological Chemistry.VOL. 282,
NO. 35, pp. 25577-25587, 2007

AGRADECIMENTOS: ,FAPESP, FAEP-UMC, CNPq



