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INTRODUCAO

A violaceina é um pigmento produzido pela bactéria gram-negativa Chromobacterium
violaceum que exibe uma multiplicidade de efeitos bioldgicos inclusive potencial
antitumoral, decorrente da capacidade de inducdo de apoptose. Em células da linhagem
leucémica HL60, a violaceina promove a ativacao de receptores TNF, contribuindo para
a morte celular programada. A atividade pré-apoptética da violaceina também foi
observada quando o corante foi associado a B-ciclodextrina. O potencial terapéutico da
violaceina ndo se limita a acdo antitumoral, pois apresenta também atividade de
antibidtico, acdo antichagasica, propriedades antiparasitarias contra Leishmania
amazonensis, antiulcerogénicas e ainda uma fraca atividade antiviral. Porém, um
potencial terapéutico da violaceina permanece para ser explorado: uso do corante em
terapia fotodindmica (PDT, do inglés: photodynamic therapy). A PDT se fundamenta na
geracdo, com alto rendimento, de espécies pré-oxidantes (oxigénio singlete e radicais
livres) por meio da transferéncia de energia do estado excitado triplete de um corante
submetido a irradiacdo. Como a eficiéncia dessa terapia esta condicionada ao acesso da
luz aos tecidos é imprescindivel que o corante apresente banda de absorc¢éo de luz acima
de 500 nm, pois 0s maiores comprimentos de onda de luz sdo os que melhor penetram
nos tecidos. Em relacdo a isso, a violaceina tem a capacidade de absor¢do de luz acima
de 500 nm.

OBJETIVOS

Nesse trabalho, temos por objetivo caracterizar as propriedades fotoquimicas da
violaceina no estado monomérico e agregado bem como associada a membranas para
estabelecer seu potencial para ser usado como corante sensibilizador em PDT.
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METODOLOGIA

As condicdes experimentais foram: preparo de estoques da violaceina na concentracao
de 1,5 mM, em dimetil sulféxido (DMSO), mantidos em temperatura ambiente. As
medidas de absorbancia foram feitas em um espectrofotdmetro Shimadzu modelo
Photodiode Array MultiSpec-1501 e os espectros de absorbéancia foram obtidos a partir
de amostras de violaceina dos estoques feitos em DMSO (sempre utilizando até 2%),
utilizando cubetas de quartzo de caminho éptico 1,0 cm e 0,1 cm. A irradiagdo foi feita
sob refrigeracdo, para evitar efeitos térmicos, com uma lampada de halogénio de 500
Watts de poténcia. A distancia entre a lampada e a cubeta contendo a amostra foi de 25
cm. As amostras foram irradiadas por 15 e 30 minutos e a leitura feita logo apds a
irradiacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A PDT depende da fotogeracdo de espécies pré-oxidantes nas células, isto é, de
oxigénio singlete e radicais. Contudo, no caso do corante azul de metileno, j& utilizado
em PDT, suas propriedades fotoquimicas isto é, a predominancia de geracdo de
oxigénio singlete (mecanismo tipo I1) ou radicais livres (mecanismo tipo I) € modulada
pelo estado de agregacdo do corante. Em razdo disso, iniciamos nossa investigacdo
caracterizando a capacidade de agregacdo da violaceina em diferentes meios e como
isso afeta seu comportamento fotoquimico. Em meio aquoso, verificamos que
violaceina permanece monomérica em solugdo até a concentracdo de 0,4 uM, pois a
partir dessa concentracdo h& desvio de linearidade no grafico de intensidade de
absorbancia em 565 nm em funcdo da concentracdo de violaceina analisada na faixa de
concentracdo de 0,05 a 3,2 uM. A prop6sito, um modelo preliminar do estado agregado
foi obtido por meio da ferramenta de docking molecular. A presenca de um dipolo na
molécula de violaceina sugere que a agregacdo pode ocorrer pelo alinhamento dos
dipolos elétricos (veja abaixo) de cada uma delas. Em meio aquoso verificamos que, de
forma semelhante ao observado para o azul de metileno, a agregacdo do corante parece
favorecer o0 mecanismo tipo I, visto que, a irradiagdo do corante nessa condicdo leva ao
bleaching do mesmo, observado tanto nos espectros de absorbancia quanto nos de
fluorescéncia. Contudo, ndo se descarta a possibilidade de que o bleaching ou parte dele
decorra da reacdo do oxigénio singlete com a violaceina, fato que permanece para ser
elucidado por meio da caracterizacdo dos fotoprodutos formados. Uma tentativa de
obtencgéo dos espectros de massa dos fotoprodutos nessa condicdo, ndo revelou presenca
de fotoprodutos oxidados, mas apenas produtos de fragmentacdo. Contudo, a nédo
deteccdo dos produtos oxidados pode ser devido & dificuldade de ionizagcdo dos mesmos
e sera necessaria uma nova analise por meio de espectrometria infra-vermelho. Ao
contrario, na condicdo monomérica, ndo foi observado bleaching do corante apos
irradiacdo.Foi feita uma tentativa de conseguir agregados de violaceina em micelas de
detergentes, que s&o modelos de membranas, por meio da variagdo da razéo
corante/micela. Contudo, a baixa solubilidade da violaceina impediu que fosse atingida
a razdo corante/micela 2/1, porém interessantes resultados foram obtidos comparando o
comportamento fotoquimico da violaceina em micelas e lipossomos anidnicos e
catibnicos. Nas concentracdes estudadas, a violaceina permaneceu monomérica quando
associada a micelas e lipossomos anidnicos e catibnicos, respectivamente de Dodecil
sulfato de sodio (SDS) e Dicetil fosfato (DCP) e Brometo de cetiltrimetil aménio
(CTAB) e Brometo de dioctadecilmetil aménio (DODAB). O estado monomérico em
todos esses meios foi atestado pela linearidade da intensidade de absorbancia da
violaceina em funcdo da concentracdo estudada. Contudo, embora em estado
monomérico, a violaceina apresentou significativo bleaching durante a irradiacdo nas



interfaces aniénicas de SDS e DCP e nenhuma alteracdo espectral em DODAB e
CTAB. Considerando que ndo havia diferenca de agregacdo, essa diferenca de
comportamento pode ser atribuida a topologia do corante nas diferentes interfaces. A
otimizacdo da estrutura da violaceina por meio do programa Arguslab revela que a
violaceina apresenta uma estrutura praticamente planar e seu dipolo elétrico aponta na
direcdo contraria aos oxigénios de sua estrutura. Extrapolando para os meios micelares e
de lipossomos, a orientacdo do dipolo poderia fazer com que, nas interfaces cationicas a
violaceina ficasse mais a superficie da micela CTAB e do lipossomo de DODAB. De
forma contréria, as interfaces anidnicas das micelas de SDS e de DCP devem induzir o
enterramento do corante no meio hidrofobico. Como o oxigénio molecular se particiona
preferencialmente no meio hidrofébico, o enterramento do corante faria com que o
mesmo agisse como fonte de oxigénio singlete e a0 mesmo tempo como alvo de reacao
com o mesmo levando ao seu bleaching. A propoésito, observamos que o aumento da
concentracdo de violaceina em presenca de SDS, na faixa de concentracdo em que o
corante permanece monomeérico, leva a uma significativa diminuicdo na emissao
monomol de oxigénio singlete monitorado por meio de detector de germanio.
Considerando a impossibilidade de obter agregados de violaceina em micelas,
promovemos a agregacdo do corante por meio de sua incorporacdo na silica mesoporosa
SBA-15. Nesse meio, nenhuma emissdo monomol de oxigénio singlete foi detectada o
que pode ser atribuido a reacdo do triplete de violaceina com seus pares no estado
fundamental e/ou reacdo da violaceina no estado fundamental com oxigénio singlete
gerado nesse meio. Nessa condicdo, a determinacdo da principal causa da abolicdo da
emissdo de oxigénio singlete somente sera possivel pela analise dos fotoprodutos
obtidos, visto que a reacdo com oxigénio singlete deve resultar em produtos oxidados
do corante enquanto que a reacdo cruzada entre as moléculas de corante deve resultar
em outros tipos de fotoprodutos. O esquema 1 abaixo resume 0S eventos que se
sucedem a irradiacdo da violaceina.
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CONCLUSOES

A violaceina ¢ um corante de alta hidrofobicidade que forma agregados em meio
aquoso, provavelmente pela interacdo entre dipolos elétricos das moléculas. A
violaceina em estado triplete é capaz de sensibilizar oxigénio molecular as espécies
singletes excitadas. A agregacdo em meio aquoso favorece 0 mecanismo tipo | levando
ao bleaching do corante durante a irradiacdo. Violaceina é capaz de particionar em
micelas, lipossomos e membranas mitocondriais. Devido a orientacdo de dipolo elétrico,
a violaceina exibe diferentes topologias em micelas e lipossomos aniénicos e catiénicos.
As interfaces anidnicas favorecem a insercdo do corante no centro hidrofébico das
micelas e bicamadas lipidicas. Essa topologia favorece a reacdo da violaceina com o
oxigénio singlete levando ao bleaching do corante. Violaceina também particiona em
membranas mitocondriais e é capaz de promover fotodano nas mesmas durante a
geracdo de oxigénio singlete. Os presentes achados apontam para o potencial uso da
violaceina em PDT.
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