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WESSEL, Kamila B. B. Fenazinas de Pseudomonas aeruginosa: producao,
purificagéo e avaliacdo do potencial antioxidante. 2019. 90 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Fenazinas sdo metabdlitos secundarios redox-ativos e pigmentados produzidos por
Pseudomonas aeruginosa. Estas moléculas exercem importantes atividades
biolégicas para a bactéria, contribuindo para a competitividade e viruléncia em
hospedeiros humanos e animais. Entretanto, quando purificadas estas biomoléculas
podem apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antitumorais com
potencial de aplicacdo nas industrias farmacéutica e cosmética. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi desenvolver um processo de producdo, extracdo e
purificacdo de fenazinas produzidas por Pseudomonas aeruginosa PAO1 e avaliar a
atividade antioxidante destes compostos. A suplementacdo do meio de cultivo com
caseinato de sédio 1% incrementou a producédo de diferentes fenazinas, em especial
das piorubrinas, devido a uma maior ativacdo do sistema de quorum sensing da
bactéria, sendo constatado que a producdo deveria ocorrer por um periodo de 13
dias. O melhor método de extracdo consistiu na utilizacdo de cloroférmio na
proporcdo de 1:1 (v/v) por duas vezes consecutivas, para obtencdo de um extrato
bruto mais concentrado. A purificacdo do extrato bruto organico por cromatografia
flash mostrou ser o método mais eficaz para a obtencdo do composto amarelo 5-
metil fenazina-1-carboxilato com maior pureza, entretanto a técnica de cromatografia
em camada delgada preparativa também pareceu ser bastante promissora para a
separacdo de diversos pigmentos relativamente puros. Ja a purificacdo do extrato
aguoso, visando obter a fenazina vermelha aeruginosina A, pelo processo
envolvendo o uso de carvao ativado como adsorvente seguido de extragcdo em fase
sélida utilizando silica de particula menor como fase estacionaria, ainda ndo foram
suficientes para atingir a pureza desejada. O extrato bruto organico e o pigmento 5-
metil fenazina-1-carboxilato purificado foram submetidos a analise de atividade
antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP. De acordo com o ensaio de ABTS,
constatou-se que o0 extrato bruto apresentou maior capacidade antioxidante, sendo
encontrado que a concentracdo necessaria para alcancar 50% da atividade
antioxidante (ICso) foi de 5,083 + 0,060 ug mL*. Porém, pelo método de reducéo dos
ions de ferro (FRAP), foi encontrado que o pigmento apresentou uma atividade
antioxidante maior em relacdo ao extrato com um valor de 0,78 pmol L Trolox/ ug
mL! de extrato bruto. Assim, os resultados mostraram que foi possivel purificar
pigmentos fenazinicos de Pseudomonas aeruginosa possibilitando testar sua
atividade antioxidante in vitro. Dessa forma, essas moléculas podem ser de grande
interesse para formulages de produtos nas industrias de cosméticos e farmacéutica

Palavras-chave: Fenazinas. Acido 5-metil fenazina-1-carboxilico. Aeruginosina A.
Purificagdo. Atividade antioxidante. Pseudomonas aeruginosa.



WESSEL, Kamila B. B. Phenazines of Pseudomonas aeruginosa: production,
purification and evaluation of antioxidant potential. 2019. 90 p. Dissertation (Master’'s
Degree Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Phenazines are redox-active and pigmented secondary metabolites produced by
Pseudomonas aeruginosa. These molecules present important biological activities for
the bacteria, contributing to the competitiveness and virulence in human and animal
hosts. However, when purified these biomolecules may exhibit antioxidant, anti-
inflammatory and antitumor properties with potential for application in the
pharmaceutical and cosmetic industries. In this context, the objective of this study
was to develop a process of production, extraction and purification of phenazines
produced by Pseudomonas aeruginosa PAOL and to evaluate the antioxidant activity
of these compounds. Supplementation of the culture medium with sodium caseinate
1% increased the production of different phenazines, especially of the pyorubrines,
due to a greater activation of the quorum sensing system of the bacteria, and it was
verified that the production should occur for a period of 13 days. The best method of
extraction consisted of the use of chloroform (1:1 v/v) twice consecutively to obtain a
more concentrated crude extract. Purification of the crude organic extract by flash
chromatography showed to be the most efficient method for obtaining the yellow
compound, 5-methylphenazine-1-carboxylate, with higher purity, however the
preparative thin-layer chromatography technique also appeared to be quite promising
for the separation of several relatively pure pigments. On the other hand, the
purification of the aqueous extract, to obtain the red phenazine aeruginosin A, by the
process involving the use of activated charcoal as adsorbent followed by extraction in
solid phase using smaller particle silica as stationary phase, was still not enough to
reach the desired purity. The crude organic extract and the purified 5-
methylphenazine-1-carboxylate pigment were subjected to the analysis of antioxidant
activity by the ABTS and FRAP methods. According to the ABTS assay, it was found
that the crude extract had a higher antioxidant capacity, being found that the
concentration necessary to reach 50% of the antioxidant activity (ICso) was 5,083 +
0,060 ug mLt. However, by the iron ion reduction method (FRAP), it was found that
the pigment presented a higher antioxidant activity than the extract with a value of
0.78 pumol L* Trolox / yg mL* of crude extract. Thus, the results showed that it was
possible to purify phenazinic pigments of Pseudomonas aeruginosa to test its
antioxidant activity in vitro. Thus, such molecules may be of great interest for
formulations of beneficial products in the cosmetic and pharmaceutical industries.

Keywords: Phenazines. 5-Methylphenazine-1-carboxylic acid. Aeruginosin A.
Purification. Antioxidant activity. Pseudomonas aeruginosa.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista muito
conhecido, que pode afetar negativamente pacientes infectados devido a habilidade
de produzir muitos fatores de viruléncia (LAU et al., 2004; ORLANDI et al., 2015).
Dentre estes fatores de viruléncia, esta bactéria gram-negativa sintetiza uma classe
de pigmentos redox-ativos coletivamente denominados de fenazinas (MAVRODI,;
BLANKENFELDT; THOMASHOW, 2006; PRICE-WHELAN; DIETRICH; NEWMAN,
2006).

Fenazinas sdo compostos nitrogenados aromaticos heterociclicos
com derivados carboxi e hidroxi substituidos que apresentam atividade
antimicrobiana (DWIVEDI; JOHRI, 2003). Assim sendo, P. aeruginosa excreta varias
tonalidades destas substancias fenazinicas que conferem uma aparéncia
caracteristica na cultura (TURNER; MESSENGER, 1986), incluindo piocianina (azul-
esverdeada), 5-metilfenazina-1-carboxilato (amarelo) e piorubrina (vermelho).

A regulacdo da expressdo dos genes de producdo de fenazinas,
bem como de outros fendtipos de viruléncia, é realizada por um mecanismo de
comunicacdo entre bactérias, vinculado a densidade populacional. Este sistema de
linguagem, conhecido como quorum sensing, permite a coordenacdo do
comportamento bacteriano por meio da producédo e difusdo de pequenas moléculas
sinalizadoras difusiveis (ABU et al., 2013; SCHAUDER; BASSLER, 2001). Neste
sentido, o uso de indutores do mecanismo de quorum sensing, como a proteina
caseinato de sodio, pode ser realizado a fim de aumentar a producéo de fenazinas.

Apesar do grande numero de estudos dos diferentes pigmentos
fenazinicos produzidos por P. aeruginosa, especialmente os relacionados a
piocianina, pouco se sabe sobre as funcdes biologicas dos pigmentos vermelho e
amarelo. No entanto, relatos na literatura cientifica sugerem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e nao-citotéxicas destes compostos, indicando um
grande potencial de aplicacdo nas industrias farmacéutica e cosmética (ABU et al.,
2013; KENNEDY et al., 2015). Neste contexto, o presente trabalho tem como
objetivo desenvolver um processo de producédo, extracao e purificacdo de fenazinas
produzidas por P. aeruginosa PAOl e avaliar a atividade antioxidante destas

moléculas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo de producdo, extracdo e purificacdo de
fenazinas produzidas por Pseudomonas aeruginosa PAO1l e avaliar a atividade

antioxidante destes compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar as metodologias de producdo, extracdo, purificacdo e
quantificacdo de fenazinas obtidas por cultivos submersos de Pseudomonas

aeruginosa PAOL,

e Determinar a cinética de producao de fenazinas por cultivos submersos de

Pseudomonas aeruginosa PAO1;

e Avaliar o efeito indutor da proteina caseinato de sddio na producdo de

fenazinas;

e Avaliar o potencial antioxidante de fenazinas obtidas por Pseudomonas
aeruginosa PAO1; pelos métodos ABTS e FRAP.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa €é uma bactéria gram-negativa
metabolicamente versatil capaz de sobreviver em ambientes variados, incluindo solo
e 4gua, bem como colonizar tecidos de plantas e animais (STOVER et al., 2000;
HUNTER; NEWMAN, 2010).

Este patdégeno oportunista € a principal causa de infec¢bes graves
em pacientes imunocomprometidos, com queimaduras severas, infeccbes do trato
urinario, AIDS, portadores de doenca pulmonar obstrutiva cronica, fibrose cistica e
bronquiectasia (ABU et al., 2013; BALASUBRAMANIAN et al.,, 2013; HUNTER,;
NEWMAN, 2010).

P. aeruginosa tem se tornado um problema clinico emergente devido
a sua habilidade de desenvolver multipla resisténcia a antibioticos, tornando as
infeccbes mais complexas e dificeis de serem tratadas, resultando em altos indices
de morbidade e mortalidade (LAU et al., 2004; RADA; LETO, 2013; ZAVASCKI et al.,
2010).

Além da versatilidade metabdlica e resisténcia intrinseca e adquirida
a antibioticos, a sintese de multiplos fatores de viruléncia tornam a P. aeruginosa um
patégeno impressionante (BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

A maior contribuicdo para a patogenicidade deste microrganismo
deve-se a sua habilidade de produzir varios fatores de viruléncia, tais como a
formacao de biofilme, flagelos dentre outros fatores que sao secretados, como
elastases, exotoxinas, ramnolipideos, sideroforos, polissacarideos extracelulares
(BALASUBRAMANIAN et al.,, 2013; FLEMMING; WINGENDER, 2010; LYCZAK;
CANNON; PIER, 2000). Dentre estes, existe ainda uma classe de pigmentos redox-
ativos coletivamente denominados como fenazinas, na qual a mais conhecida é a
piocianina (MAVRODI; BLANKENFELDT; THOMASHOW, 2006; PRICE-WHELAN;
DIETRICH; NEWMAN, 2006).
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3.2 FENAZINAS

Fenazinas sdo metabdlitos secundarios, redox-ativos pigmentados,
nitrogenados, aromaticos e heterociclicos com derivados carboxi-, hidroxi- e metil-
substituidos (Figura 1), os quais sdo sintetizados por muitas bactérias gram-
negativas, como Pseudomonas, bem como gram-positivas, como Streptomyces
(GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017; JIMENEZ et al., 2012;
LAURSEN; NIELSEN, 2004).

Figura 1- Estrutura do nucleo das fenazinas.

Fonte: O préprio autor.

Dentre os diversos géneros de bactérias produtoras de fenazinas,
Pseudomonas € conhecido por excretar varias tonalidades destas substancias
redox-ativas (azul, verde, amarelo, vermelho até marrom), que lhes conferem uma
aparéncia caracteristica na cultura (TURNER; MESSENGER, 1986; KADAM et al.,
2013).

De fato, a descoberta das fenazinas, em meados do século XIX,
ocorreu devido a intensidade de suas cores. Nesta mesma época muitos médicos
relataram a presenca de um “pus azul” nas feridas de pacientes que foram
submetidos a procedimentos cirlirgicos mais rigorosos, e que estava relacionado
com uma maior dificuldade no tratamento da ferida. Em 1859, Fordos descreveu um
processo de extracdo com cloroférmio do pigmento azul responsavel pela coloracao
do "pus azul', e denominou este pigmento como "piocianina”, proveniente das
palavras gregas para "pus" e “azul” (BLANKENFELDT; PARSONS, 2014,
GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017).

Até o momento mais de 180 produtos naturais de fenazinas ja foram
reportados, sendo evidenciado que um grande numero destes compostos apresenta
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importantes atividades biolégicas, incluindo efeitos antibidticos, antifungicos,
antitumorais e antiparasitarios. Também ja foi constatado que estes compostos de
fenazois sdo de extrema significancia para os seus organismos produtores, 0s quais
possuem uma vida Gtil mais longa no ambiente natural do que os seus homologos
que ndo produzem estas moléculas (GUTTENBERGER; BLANKENFELDT,;
BREINBAUER, 2017; LAURSEN; NIELSEN, 2004).

3.2.1 Principais Fenazinas

Os compostos fenazinicos de maior destaque produzidos pela P.
aeruginosa incluem piocianina (PYO), acido fenazina-1-carboxilico (PCA), 1-
hidroxifenazina (1-OH-PHZ), fenazina-1-carboxiamida (PCN) e as piorubrinas (ABU
et al., 2013; MAVRODI et al., 2001; SARANYA; JAYAPRIYA; TAMILSELVI, 2012).

A mais notavel destas substancias fenazinicas, a piocianina (PYO),
€ azul, solavel em cloroférmio e nao-fluorescente, contribuindo tanto para a
viruléncia quanto para a persisténcia das infec¢cdes causadas pela bactéria. Além
disso, a PYO apresenta atividade antibitica contra bactérias, fungos e protozoarios
(ABU et al., 2013; JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2014; LAU et al.,
2004; ORLANDI et al., 2015; RADA; LETO, 2013; SUDHAKAR; KARPAGAM,;
PREMKUMAR, 2015).

Seu precursor, o0 &cido fenazina-1-carboxilico (PCA) contribui com a
patogénese da bactéria por alterar a resposta imune e inflamatéria do hospedeiro.
Este composto também inibe o crescimento de varios microrganismos, incluindo
fungos e bactérias (DENNING et al., 2003; MAVRODI et al., 2001; RAIO et al., 2011,
XU et al., 2015).

PCA é o precursor direto da fenazina-l-carboxamida (PCN), um
pigmento verde-amarelado solivel em agua, importante para a bactéria por atuar
como um mediador no processo de transferéncia de elétrons extracelular (HUANG et
al., 2018; MAVRODI et al., 2001).

Os pigmentos avermelhados de P. aeruginosa séo coletivamente
denominados como piorubrina, para 0s quais ndo existe uma composi¢cdo quimica

conhecida. Neste grupo estdo incluidas as aeruginosinas A (AA) e B (5-metil-7-
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amino-1-carboximetilfenazina e  5-metil-7-amino-1-carboxi-3-sulfo-metilfenazina,
respectivamente), ambas produzidas por P. aeruginosa apds um longo periodo de
incubacao aerdbica (ABU et al., 2013). Estes compostos séo altamente sollveis em
agua (HOLLIMAN, 1969), sendo produzidos bioquimicamente a partir do acido 5-
metilfenazina-1-carboxilico (5-Me-PCA), e acido m-amino-benzoico (HANSFORD;
HOLLIMAN; HERBERT, 1972). Tal intermediario € o precursor biossintético das
aeruginosinas e também da piocianina em Varios isolados de P. aeruginosa (BYNG;
EUSTICE; JENSEN, 1979; HANSFORD; HOLLIMAN; HERBERT, 1972).

3.2.2 Func0es Bioldgicas e Modos de Acéo

As fenazinas oferecem diversas vantagens por contribuir com a
sobrevivéncia e persisténcia de P. aeruginosa por meio de diferentes mecanismos.
Assim, a producédo destes metabdlitos fenazinicos auxiliam na competitividade e na
viruléncia de seus produtores (MAHAJAN-MIKLOS et al., 1999; MAZZOLA et al.,
1992).

A capacidade de doar e aceitar elétrons é um dos principais modos
de acdo das fenazinas. Como a PYO pode atravessar facilmente a membrana do
hospedeiro, atuando como um transportador de elétrons, acaba possibilitando a
oxidacdo de nucleotideos reduzidos (NADH e NADPH) a anions superéxidos (O2")
formando assim espécies reativas de oxigénio (EROS) responsaveis por expor a
célula do hospedeiro ao estresse oxidativo. Neste sentido, a PYO exerce efeitos
toxicos nas células hospedeiras devido a producdo de EROS. Devido a isso, ocorre
diminuicdo de NADH acompanhado de deplecdo do nivel de glutationa (GSH), um
antioxidante crucial para a desativacdo dos radicais de oxigénio muito reativos
(Figura 2) (GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017; RADA;
LETO, 2013).



20

Figura 2 - Esquema de atuacdo da PYO no estresse oxidativo da célula do
hospedeiro. Formando espécies reativas de oxigénio por oxidacdo de NAD(P)H com
diminuicdo dos niveis de glutationa (GSH).

o,-—> EROS
NAD(P)H

PYO
GSH —
e
DE
NAD(P) *

GSSG

Fonte: Adaptado de Rada; Leto, 2013.

Ainda associado a capacidade de transporte de elétrons, a
piocianina também permite a transferéncia de equivalentes redutores do interior da
célula para o ambiente extracelular, promovendo a sobrevivéncia de P. aeruginosa
em condi¢cdes anaerdbicas. Desse modo, a PYO na sua forma reduzida doa um
elétron ao Oz, dando origem ao anion superoxido (Figura 3) (DIETRICH et al., 2006;
RADA; LETO, 2013; WANG; KERN; NEWMAN, 2010).

Glasser et al. (2014) descobriram que as fenazinas melhoram a
sobrevivéncia de P. aeruginosa em ambientes anaerobicos por facilitar a geracao de
ATP e de uma forca préton-motora, através da oxidacdo de glicose em acetato.
Entretanto, como demonstrado por Wang, Kern e Newman (2010) esta glicélise

anaerobia promove a sobrevivéncia, mas ndo o crescimento da bactéria (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema do modelo metabdlico de sobrevivéncia de P. aeruginosa em
condi¢cBes anaerobicas.
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Fonte: Adaptado de Rada; Leto, 2013.

Dietrich et al. (2013) sugeriram que o desequilibrio redox é um fator
importante que influencia a morfogénese dos biofilmes de P. aeruginosa. Esses
autores comprovaram que as colénias que produzem fenazinas sdo suaves a
medida que elas se desenvolvem, enquanto que 0s mutantes, incapazes de produzir
estas substancias, comeg¢am a enrugar-se conforme o desenvolvimento das

colbnias.

Sendo assim, ao longo dos dias de incubagdo e consequente
aumento das colonias fica mais dificil para o oxigénio chegar a todas as células,
tornando a porcéo inferior da colénia andxica. Sem acesso ao oxigénio, as células
desta regido podem manter a homeostase redox através da reducado de fenazinas ou
reducdo de nitrato. Os experimentos conduzidos com mutantes que ndo produzem
fenazinas e que foram cultivados em um meio que nao contem nitrato atingiram a
homeostase redox por meio de uma adaptacdo em toda a comunidade, a qual
consistiu no enrugamento das colonias, a fim de aumentar a area de superficie da

colonia e a disponibilidade de oxigénio.
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Como as fenazinas sdo consideradas transportadores de elétrons,
essas moléculas também se encontram envolvidas na aquisicdo de ferro
(HERNANDEZ; KAPPLER; NEWMAN, 2004; WANG; KERN; NEWMAN, 2010). A
fenazina-1-carboxiamida (PCN) atua como um quelante de ferro, sendo capaz de
promover a redugdo mineral do ion férrico (Fe*3) presente no ambiente a forma mais
solivel Fe*?, que pode ser capturada por absor¢cdo (HERNANDEZ; KAPPLER;
NEWMAN, 2004).

As fenazinas podem ainda atuar como moléculas sinalizadoras
(DIETRICH et al., 2006). Um exemplo é a fenazina PYO, que ativa o fator de
transcricdo SoxR, responsavel por aumentar a expressao de mexGHI-opmD, uma
bomba de efluxo que transporta a 5-metil fenazina-1-carboxilato (5-Me-PCA)
(DIETRICH et al., 2006; KENNEDY et al., 2015).

3.3 BIOSSINTESE DAS FENAZINAS

Em 1986, Turner e Messenger discutiram sobre os possiveis
precursores biossintéticos das fenazinas. Entretanto, o estudo acerca da via de
biossintese dos compostos fenazinicos foi dificultado devido a formacdo de
intermediarios instaveis. Somente em 1990, com a descoberta das enzimas
requeridas para a sintese destas moléculas, que se deu inicio a compreensdo da
atual via biossintética (GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017,
MENTEL et al., 2009).

Pierson et al. (1995) foram os primeiros a mencionar o envolvimento
de genes na biossintese de fenazinas. Foi entdo que Mavrodi et al. (2001)
mostraram que a via para sintese do nucleo fenazinico de P. aeruginosa
compreende enzimas codificadas por duas cOpias de um operon de sete genes,
sendo eles phzA1B1C1D1E1F1G1l e phzA2B2C2D2E2F2G2 (phzl e phz2)
responsaveis pela sintese de PCA. Ainda, enzimas adicionais estdo envolvidas na
conversdo de PCA em piocianina, fenazina-l-carboxamida (PCN) e 1-
hidroxifenazina (1-OH-PHZ), sendo elas codificadas pelos genes phzM, phzS e

phzH. A Figura 4 apresenta as duas cépias do operon responsaveis por codificar as
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enzimas de biossintese do nucleo fenazinico (PhzB, PhzC, PhzD, PhzE, PhzF e
PhzG) bem como as enzimas de modificacao (PhzM, PhzS e PhzH).

Figura 4 - Operon da biossintese de fenazinas. Genes requeridos para biossintese
do ndcleo (—), modificagédo (—) e regulacéo ().

phzH
gscR phzA2phzB2 phzC2 phzD2 phzE2 phzF2 phzG2
phzM phzAl phzB1 phzC1  phzD1 phzE1 phzF1 phzG1t phzS

Fonte: Mentel et al., 2009.

3.3.1 Via do Acido Chiquimico

A via do &cido chiquimico é responsavel pela formacdo do
intermediario nomeado acido corismico. Este composto atua como precursor de
importantes metabdlitos, tais como vitamina K, aminoacidos aromaticos e
ubiquinona. Além disso, esta molécula também é originaria do nucleo fenazinico
(GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017).

A Figura 5 esquematiza a via do &cido chiquimico, que se inicia a
partir da molécula de eritrose-4-fosfato e da molécula de fosfoenolpiruvato. O gene
phzC codifica uma 7-fosfato (DAHP) sintase de tipo Il. Assim, a sintase DAHP
catalisa a primeira reagcdo da via do chiquimato, uma condensacéo de
fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato, gerando 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato
(DAHP), o qual é convertido em acido chiquimico com posterior conversdo em acido
corismico atraves de reagfes comuns de vias biossintéticas de aminoacidos
(LAURSEN; NIELSEN, 2004; MENTEL et al., 2009).
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Figura 5 - Via do &cido chiquimico.

OsH
?
HO o oH
OH
OH
: CO,H
Eritrose 4-fosfato HO, COzH ‘
+ PhzC O — @\
(®) H,0 PO et \
OH - ¥~ "OH HO" Y~ "OH
HO\F')/O OH | éH OH
" £ . ’ .
O CH; DAHP Acido chiquimico
Fosfoenolpiruvato #*
CO,H
t_ ‘OJLCO;;H
OH
Acido corismico

Fonte: Adaptado de Guttenberger; Blankenfeldt; Breinbauer, 2017.

3.3.2 Montagem do Nucleo Fenazinico

O corismato produzido pela via do acido chiguimico € convertido em
2-amino-2-desoxi-isocorismato (ADIC) em reacdo catalisada pela enzima PhzE
dependente de Mg?*. Esta enzima apresenta dois dominios, para conversdo de
corismato em ADIC e outro para amoénia, essencial para reacdo e que é gerada a
partir de glutamina (LI et al., 2011).

Em seguida, ADIC é hidrolisado em 4&cido trans-2,3-di-hidro-3-
hidroxiantranilico (DHHA) e piruvato por PhzD, enzima que também utiliza
isocorismato, bem como 4-amino-4-desoxicorismato e corismato como substratos
(MCDONALD et al., 2001).

A subsequente isomerizacao de dupla ligacao é catalisada por PhzF
(PARSONS et al., 2004), que atua como isomerase que converte DHHA a acido 6-
amino-5-oxociclohex-2-eno-1-carboxilico (AOCHC) (MENTEL et al., 2009).

Blankenfeldt e Parsons (2014) sugeriram que a condensacgédo de

duas moléculas de AOCHC para geracdo de acido hexa-hidrofenazina-1,6-
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dicarboxilico (HHPDC) possa ocorrer na cavidade dimérica de PhzF, entretanto esta
reacao envolve também a participacdo de PhzA/B. As espécies de Pseudomonas
contém uma copia de phzB com aproximadamente 70% de identidade chamada de
phzA, e ambas as enzimas sdo de importancia para biossintese de fenazinas
(BLANKENFELDT; PARSONS, 2014; MCDONALD et al., 2001). AHUJA et al. (2008)
investigaram reagdes com as estruturas de cristalografia destas enzimas em
complexos com analogos do substrato e produto, e 0os experimentos conduzidos
levaram os autores a concluir que PhzA/B acelera a formacdo de imina dupla,
neutralizando a carga negativa de intermedidrios tetraédricos por meio da
protonacéao.

Como HHPDC ndo é estavel acaba sofrendo uma reacéo
instantanea de descarboxilacdo oxidativa, dando origem ao acido tetrahidrofenazina-
1,6-carboxilico (THPCA) (BLANKENFELDT; PARSONS, 2014). A enzima PhzG
dependente de flavina é oxidase nao especifica que utiliza tanto HHPDC quanto
THPCA como substratos. Dessa forma, PhzG oxida HHPDC em THPDC e este
produto é oxidado novamente por esta enzima, formando molécula de 5,10-di-hidro-
PDC (DHPDC). Em contrapartida, THPCA, por acdo desta mesma enzima, é
oxidado a 5,10-di-hidro-PCA (DHPCA). Tanto DHPDC quanto DHPCA s&o os
principais precursores para construcao do nucleo das fenazinas (XU et al., 2013).

Por fim, uma subsequente reacdo ndo enzimaticamente catalisada
de DHPDC e DHPCA acarretam a formacdo de PDC e PCA, que atuam como
ndcleos fenazinicos, 0s quais enzimas especificas modificam para gerar diferentes
fenazinas.

A via descrita para formacdo do nucleo das fenazinas (molécula de

PCA) esta representada abaixo, na Figura 6.



Figura 6 - Via de biossintese do nucleo fenazinico a partir do &cido corismico.
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3.3.3 Biossintese das Principais Fenazinas de P. aeruginosa por Modificacdo do

Nucleo Fenazinico

Em P. aeruginosa o ndcleo fenazinico consiste na molécula de PCA,
que passa por uma série de modificagdes, incluindo hidroxilagdo, metilagdo e N-
oxidacdo (GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017).

Em 2001, Mavrodi et al. descreveram uma clonagem minuciosa e
analise funcional de genes para via biossintética de piocianina e fenazina-1-
carboxiamida em P. aeruginosa PAO1. Os autores identificaram os dois operons
homologos (phzl e phz2) responsaveis pela biossintese de PCA, bem como trés
genes adicionais (phzM, phzS e phzH) que codificam enzimas modificadoras

responsaveis pela conversdo de PCA nas demais fenazinas (Figura 7).

Figura 7 - Biossintese das principais fenazinas produzidas por P. aeruginosa.
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Fonte: Adaptado de Abu et al., 2013; Mavrodi et al., 2001.

Como ja mencionado, PCA, precursor das fenazinas bioativas, é
sintetizado a partir de acido corismico por enzimas codificadas em um cluster de
sete genes em P. aeruginosa (MAVRODI et al., 2001). Este composto € convertido
em piocianina por dois processos sequenciais envolvendo as enzimas N-
metiltransferase putativa (PhzM) dependente de S-adenosilmetionina e hidroxilase
dependente de flavina (PhzS) (PARSONS et al., 2007). Assim, a metiltransferase
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PhzM converte PCA no composto intermediario acido 5-metilfenazina-1-carboxilico
(5-Me-PCA), que se trata de um pigmento sintetizado em grandes quantidades pela
cepa knockout de phzS de P. aeruginosa. Enquanto, PhzS codifica hidroxilase que
catalisa descarboxilagéo hidroxilativa de 5-Me-PCA em piocianina (MAVRODI et al.,
2001). Nao obstante, PhzS unicamente também pode contribuir para conversao de
PCA em 1-hidroxifenazina (1-OH-PHZ) (PIERSON; PIERSON, 2010), que pode ser
explicado devido a ampla especificidade de substrato desta enzima (MAVRODI et
al., 2001).

P. aeruginosa PAO1 contém ainda, uma transamidase PhzH que
catalisa aminacéo da porcdo de PCA em fenazina-1-carboxamida (PCN), permitindo
gue essa cepa produza tanto PCA quanto PCN. O gene phzH, que codifica para esta
enzima, foi identificado pela primeira vez em P. chlororaphis, sendo confirmado
posteriormente que a proteina PhzH expressa nesta bactéria era homdloga a
produzida por P. aeruginosa (CHIN-A-WOENG et al., 2001; MAVRODI et al., 2001).

3.4 REGULAGAO DA BIOSSINTESE DAS FENAZINAS (QUORUM SENSING)

A regulacdo da expressao dos genes de producdo das fenazinas,
bem como de outros fendtipos de viruléncia, é realizada por mecanismo de
comunicacdo entre bactérias, vinculado a densidade populacional. Este sistema de
linguagem, conhecido como quorum sensing (QS), permite a coordenacdo do
comportamento bacteriano por meio da producéo e difusdo de pequenas moléculas
sinalizadoras, promovendo a sobrevivéncia do grupo (BALASUBRAMANIAN et al.,
2013; SCHAUDER; BASSLER, 2001).

No QS de P. aeruginosa existem duas moléculas sinalizadoras do
tipo acil-homoserinolactonas (acil-HSL): N-(3-oxododecanoil)-HSL e N-butiril-HSL,
produzidas pelas enzimas Lasl e Rhll, respectivamente, e uma quinolona (2-heptil-3-
hidroxil-4-quinolona) também conhecida como “Pseudomonas quinolone signal”
(PQS) (Figura 8) (DIGGLE et al., 2006). Essas moléculas de acil-HSL ligam-se aos
seus respectivos fatores de transcricdo (LasR e RhIR) e ativam a expressao de
genes alvos. Os dois circuitos sao arranjados hierarquicamente, assim Lasl-LasR
controla a expressao de Rhll-RhIR (SCHUSTER; GREENBERG, 2006).
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Figura 8 - Acil-homoserinolactonas: (a) N-(3-oxododecanoil)-HSL e (b) N-butiril-HSL.
Quinolona: (c) 2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona.
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Fonte: Sigma-Aldrich.

Os genes responsaveis pela expressao de PQS séo codificados pelo
operon de cinco genes denominado pgsABCDE, sendo que 0s quatro primeiros
genes neste locus (pgsABCD) sdo necessarios para sintese da molécula PQS a
partir de antranilato enquanto o ultimo, pgsk, tem funcdo de resposta celular a
molécula PQS (RAMPIONI et al., 2016).

Tanto PQS quanto seu precursor 2-heptil-4-quinolona (HHQ) se
ligam ao regulador transcricional PgsR (também conhecido com MvfR) e ativam a
regido promotora do operon pgsABCDE e desencadeiam a transcricdo do mesmo
(RAMPIONI et al., 2016).

O sistema PQS esta intrinsecamente associado aos sistemas de
acil-HSLs (Lasl-LasR e RhlI-RhIR), sendo a producdo de PQS positivamente
regulada por Lasl-LasR, enquanto RhIR é considerado como repressor da expressao
dos genes que codificam para PgsA e PgsR (McGRATH; WADE; PESCI, 2004;
PUSTELNY et al., 2009). A Figura 9 apresenta um esquema que esclarece como

acontece esse mecanismo de regulacdo em P.aeruginosa.
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Figura 9 - Representacdo do mecanismo de quorum sensing em P. aeruginosa
apresentando os sistemas Lasl-LasR, RhlI-RhIR e o sistema PQS e suas interacdes.

Lasl- RhllI-
s =
¥ C] &
| /,
& s
& /

_. Regulagao da expressao Regulagao da expressao
*. de Genes Alvo ‘ — de Genes Alvo

v y .J ) ) } { OHHQ‘

OMvIR @ ros
R B Regulagdo da expressido
de Genes Alvo

0] ° .
e A
(‘ @ * s {77
" p&‘” B X N-3-0-C12-HsL 7~

Fonte: O proprio autor.

Neste sentido, o uso de indutores do sistema de quorum sensing,
pode ser realizado a fim de aumentar a producdo de fenazinas. O emprego da
proteina caseinato de sédio no meio de cultivo como indutor foi fundamentado pelo
estudo transcricional da PAO1 elaborado por Camilios-Neto (2010), que avaliou o
transcriptoma da bactéria na auséncia e presenca desta proteina.

Este autor identificou diversos genes que foram expressos de forma
distinta em resposta ao caseinato de sodio presente no meio. Dentre estes, genes
pertencentes ao operon de biossintese de fenazinas (phzAl, phzB1, phzC, phzD2,
phzE, phzF2, phzG2) também foram super-expressos, com 30 horas de cultivo
(dados néao publicados). Além disso, este estudo também revelou que o gene que
codifica a enzima fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolase, envolvido na
biossintese de corismato, também foi estimulado no mesmo tempo de cultivo, sendo

este um precursor biossintético das moléculas fenazinicas.
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O uso desta proteina também foi investigado por Sandoz et al.
(2007), com intuito de obter maior ativacado dos genes do sistema QS. Estes autores
relataram que para P. aeruginosa crescer em meio contendo caseina e a consumir,
€ indispensavel a expressdo de proteases extracelulares que hidrolisem esta
proteina. Como ja conhecido, as proteases extracelulares de P. aeruginosa sao
reguladas pelo QS, sendo demonstrado que o uso da proteina no meio de cultivo
também foi responsavel por ativar esse sistema.

Consistente com estes dados, Camilios-Neto (2010) mostrou que 0s
genes responsaveis pela expressao do circuito Rhll-RhIR de P. aeruginosa também
foram ativados ao utilizar caseinato de sodio no meio de cultivo.

Neste sentido, estas evidéncias contribuiram para a escolha de
caseinato de sodio como suplemento no meio de cultivo para producdo de
fenazinas, visto que este atua como um indutor do mecanismo de QS de P.
aeruginosa e consequentemente contribui para um aumento na producdo de

moléculas fenazinicas.

3.5 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE FENAZINAS DE P. AERUGINOSA

A pigmentacdo de P. aeruginosa ocorre devido a producédo de
diferentes pigmentos, incluindo pioverdina, piomelanina e as fenazinas piocianina e
piorubrina (JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2014; LAURSEN;
NIELSEN, 2004; ORLANDI et al., 2015).

Além disso, a biossintese de cada pigmento pode ser influenciada
também pela disposicdo genética, estado celular-fisioldgico e condicbes ambientais.
Assim sendo, a pigmentacédo das culturas P. aeruginosa PAO1 muda dependendo
da composicdo do meio, volume do inéculo, temperatura, taxa de aeragao e agitacao
e tempo de incubacdo (ORLANDI et al., 2015).

A composicao do meio afeta muito a pigmentagéo de P. aeruginosa
PAO1l. Quando células foram cultivadas overnight em meio minimo M9 néo foi
constada nenhuma pigmentacdo, ja células cultivadas overnight em meio LB
tornaram o meio verde, 0 que é compativel com a combinacdo de piocianina, que é
azul, e o amarelo do meio LB. A agitacdo também influencia a producado, por

exemplo, culturas sob agitacdo vigorosas sdo verdes, entretanto ao interromper a
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agitacao forma-se um gradiente verde-amarelo na interface ar-meio, dependendo da
perda de tensdo de oxigénio e consequente diminuicdo da forma oxidada azul de
piocianina (RADA; LETO, 2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a cepa de P. aeruginosa
PAOL, isolada originalmente na Australia, a partir de feridas humanas infectadas
(HOLLOWAY, 1955). PAO1 é a cepa de P. aeruginosa mais utilizada mundialmente
em estudos laboratoriais, e cujo genoma esta sequenciado e muito bem descrito
(STOVER et al., 2000).

4.1.1 Meios de Preservacao

A cepa PAO1 foi mantida em meio liquido Luria-Bertani (LB) (Tabela
1) adicionado de glicerol 20 % (v/v), e estocada a -80 °C. A cepa foi transferida para
placas contendo meios sélidos LA, que consiste no meio LB adicionado de 1,5 %

(m/v) de &gar, e estas foram incubadas em estufa bacteriolégica por 24 h a 37 °C.

Tabela 1 - Composicdo do meio LB (pH 7,0)

Componentes Concentragao

Triptona 10gL*
Extrato de Levedura 5glL?
NacCl 10gL?

Fonte: Sambrook et al., 1989.

4.2 PRODUCAO DE FENAZINAS POR FERMENTACAO SUBMERSA

A producdo de fenazinas ocorreu por dois processos. No primeiro
processo, descrito no item 4.2.1, foi feito um estudo preliminar para producao de
fenazinas. Neste estudo foi utilizada cepa de PAO1l transformada com os
plasmideos pSW205 ou pECP60, contendo o0 gene reporter lacZ e possuindo como
marcador genético de selecdo a resisténcia aos antibidticos ampicilina e
carbenicilina. Essa cepa transformada foi cultivada em meio de sais acrescentado de

glicerol 3% (v/v) em diferentes tempos de cultivo. Os sobrenadantes resultantes
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deste cultivo, foram misturados para passarem pelo processo de extracdo e
purificagdo no presente trabalho. A escolha por este sobrenadante para os testes
preliminares foi devido a intensa coloracdo esverdeada do meio, caracteristica de
fenazinas, em relacdo aos cultivos da cepa selvagem.

J& o segundo processo (item 4.2.2), envolveu o emprego de PAO1
cultivada em meio de sais acrescentado de glicerol 3% (v/v) e caseinato de sodio 1%

(v/v) por um periodo de 13 dias.

4.2.1 Estudos Preliminares para Producdo de Fenazinas por Cultivos Submersos de

PAO1 Transformada, Utilizando Meio de Sais Adicionado de Glicerol 3%

Foi feito um estudo a fim de avaliar a produgao de fenazinas. A
principio, cultivos foram realizados com finalidade de avaliar a expressao génica,
entretanto pelo fato dos meios apresentarem coloracéo caracteristica de fenazinas

foi decidido avaliar também a producéo destas moléculas.

4.2.1.1 Preparo do pré-inéculo

Primeiramente, a regido promotora do gene rhlA foi clonada no
plasmideo parental pSW205, dando origem ao plasmideo pECP60, ambos incluindo
resisténcia a ampicilina e carbenicilina. Apds, a estirpe selvagem PAO1 foi
transformada com ambos plasmideos, e estirpes mutantes resultantes foram
preservadas em meio LA adicionado do antibiético Carbenicilina 200 pug mL™.

As cepas mutantes, foram ativadas em 25 mL de meio LB contendo 100 pL
do antibiético Carbenicilina 200 pg mL* por 12 — 16 h a 37 °C e 200 rpm (Pré-
in6culo 1). Em seguida, foi inoculado 500 pyL da suspensdo de células bacterianas
em 25 mL de meio LB (2 % v/v) adicionado de 100 pL do antibiético Carbenicilina
200 pg mL* e incubado a 37 °C de 5 — 6 h sob agitacédo de 200 rpm (D.O.s00 nm €ntre
0,6 e 0,8) (Pré-inoculo 2).
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4.2.1.2 Cultivos Submersos

Uma proporcédo de 2 % (v/v) do segundo pré-indculo foi inoculada
em frascos Erlenmeyer contendo 25 mL de meio de sais (Tabela 2) adicionado de
glicerol (3 % v/v) e as culturas foram incubadas nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h
e 120 h. Os cultivos foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos. O pellet obtido
foi ressuspendido em solucao salina 0,9 % para estudo dos perfis de expressédo ao
longo do tempo (este estudo ndo esta relacionado ao presente trabalho) enquanto
gue o sobrenadante foi utilizado para que pudesse ser avaliada a producdo das
fenazinas obtidas por este processo, bem como extrai-las e purifica-las (itens 4.3 e
4.4).

Tabela 2 - Composi¢cédo do meio de sais

Componentes Concentragao

KH2PO4 3glLt

K2HPO4 7glLt
MgSOs7H.0  0,2gLt

(NH4)2SOa4 1gL?

Fonte: Camilios-Neto, 2010.

4.2.2 Producao de Fenazinas em Meio Contendo Caseinato de Sédio

4.2.2.1 Preparo do pré-inoculo

Os pré-indculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125
mL contendo 25 mL do meio LB. Para ativacdo do microrganismo foram inoculados
de 3-5 colbnias de PAOL1 proveniente de placas de meio LA (item 4.1.1) em meio LB
por 12 h — 16 h a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm (Pré-In6culo 1). Posteriormente,
2% (v/v) da suspenséo de células bacterianas foi inoculada em 25 mL de meio LB e
incubada a 37 °C por 5 — 6 h sob agitacdo de 200 rpm (Pré-In6culo 2). O
crescimento bacteriano durante preparo do segundo pré-inoculo foi acompanhado

pela determinacdo da absorbéncia do meio de cultivo a 600 nm (D.O.s00 nm), €
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utilizado para o preparo do inéculo (item 4.2.2.2) quando a D.O.s00 nm atingiu leitura
entre 0,6 e 0,8.

4.2.2.2 Cultivos submersos

Os ensaios para cultivos submersos foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio de sais (Tabela 2) acrescentado
de glicerol 3% (v/v) e caseinato de sodio 1% (v/v). Os meios foram esterilizados por
20 minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados com o segundo pré-indculo (item
4.2.2.1) em proporgéo de 2 % (v/v). A seguir, foram incubados em agitador orbital

rotatério a 37 °C e 200 rpm.

4.2.2.3 Interrupgéo dos cultivos

No tempo de fermentac&o oportuno (48 h e 312 h), os cultivos foram
interrompidos por centrifugacdo a 4500 rpm e 25 °C por 20 minutos, e O
sobrenadante obtido submetido a extragdo organica das fenazinas (item 4.3) com
posterior purificacdo destas moléculas.

4.3 EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DAS FENAZINAS

O sobrenadante livre de células dos cultivos de P. aeruginosa PAO1
em meio adicionado de caseinato de sodio 1% foi primeiramente aquecido a 80 °C
por 45 minutos antes do procedimento de extracdo. Apds ser resfriado, este foi
extraido com cloroférmio na proporcao de 1:1 (v/v) por trés diferentes processos de
extracdo (ABU et al, 2013; ASFAHL; SCHUSTER, 2018; PALUMBO, 1972;
SUDHAKAR; KARPAGAM; PREMKUMAR, 2015), esquematizados na Figura 10. No
primeiro processo, o sobrenadante foi extraido duas vezes com o solvente
cloroférmio. J& para o segundo foi feita extragdo uma vez com solvente cloroférmio,
sendo recolhida a fase aquosa. Esta fase teve seu pH alterado para 2 com HCl e
submetida a extracdo com cloroformio. E para o terceiro processo, primeiramente
extraiu-se duas vezes, e a fase organica foi adicionado HCI 0,2 N em propor¢éo de
1:3 (v/v) e extraido novamente. As fases organicas, recuperadas por meio de funil de
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separacdo, foram concentradas por evaporagcdo em evaporador rotatério e 0s

extratos resultantes secados e pesados, enquanto que as fases aquosas foram

congeladas para posterior purificacdo. O sobrenadante de PAO1 transformada

cultivada em meio de sais adicionado de glicerol 3% foi extraido pelo primeiro

processo, apresentado na Figura 10. Destas extracdes espera-se que na fase

aguosa estejam presentes piorubrinas, como a aeruginosina A, e que a fase

organica contenha outras fenazinas, solGveis em cloroférmio.

Figura 10 - Avaliacado dos métodos de extracao.

1 30mL
Sobrenadante

Centrifugar 2 30 mL
4500 rpm Sobrenadante
25°C
20 min
3 30 mL

Sobrenadante

extrair Fase organica (1.1)

2X CHCI, Fase aquosa (1.2)
extrair Fase organica (2.1) ;
+ HCI extrair
1X CHCI, Fase aquosa ——— (pPH2) “1X CHCT,
extrair Fase orgénica ——» +diUHr?3II_ _extrair
2X CHCI,  Fase aquosa (3.1) 02N

Fase organica (2.2)
Fase aquosa (2.3)

Fase organica (3.2)
Fase aquosa (3.3)

Os extratos brutos organicos obtidos dos processos de extracao

foram evaporados em agitador rotatério e armazenados em frascos previamente

tarados. Estes foram deixados ao ar para evaporacgéao total do solvente e calculou-se

a massa por gravimetria.
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4.4 PURIFICACAO DAS FENAZINAS

4.4.1 Fenazinas Presentes na Fase Organica

4.4.1.1 Extracao em fase solida

Os extratos brutos advindos das fases organicas (1.1) foram
submetidos a trés diferentes processos de purificacdo utilizando cartucho de silica.
O cartucho consistiu de uma ponteira de 5 mL empacotada com 500 mg de silica gel
(230 — 240 mesh) como adsorvente (Figura 11). O cartucho foi primeiramente
ativado com 7 mL de metanol e ap0s a ativacdo a amostra, dissolvida em
diclorometano, foi aplicada lentamente no cartucho. A eluigcdo ocorreu por meio de
pressdao negativa com 7 mL de diferentes solventes extratores eluidos em
sequéncia. Ao final de cada etapa, o cartucho de silica foi lavado com o mesmo
volume de uma solucdo de CH3OH:HAc 2% e as fracdes coletadas, foram secadas e

analisadas por cromatografia em camada delgada (item 4.5.1).
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Figura 11 - Cartucho de silica utilizado para purificacao.

Fonte: O proprio autor.

Abaixo encontra-se o fluxograma com a representacdo deste
processo de extracdo em fase sélida empregado para o extrato bruto organico do
cultivo com meio sem (Figura 12-A) e com suplementacao de caseina (Figura 12-B e
12-C). O fluxograma mostra a massa aplicada de cada extrato, a sequéncia de fases
moveis empregadas em cada etapa e quais fragbes passaram por mais de uma

etapa de purificacao.
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Figura 12 - Fluxograma do processo de extracdo em fase solida.
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(A) Processo de extracdo do extrato bruto orgénico do cultivo de PAO1 transformada em
meio ndo suplementado. (B) e (C) Processo de extracdo do extrato organico do cultivo de
PAO1 em meio suplementado com caseinato de sddio 1%. O fluxograma mostra a massa
inicial do extrato, o solvente utilizado em cada etapa e a sequéncia de cada passo.
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4.4.1.2 Cromatografia flash

Parte da amostra do extrato organico do cultivo ndo-suplementado
com caseinato foi submetida a separacdo em cromatografia flash, realizada em
coluna com dimensdes de 1,4 x 12 cm empacotada com 12 g de silica gel de
particula 230 — 240 mesh como fase estacionaria. Foram aplicados 600 pL da
amostra (0,2134 mg mL* em CHCI3). Para eluicdo foram utilizados uma ou duas
vezes 30 mL de CHCI3:CH3OH em diferentes propor¢des, com ordem de eluigdo
CHCIs, CHCI3:CHsOH 0,5%, CHCIs: CH3OH 1,0% (2x), CHCIs:CHsOH 2,0% (2x),
CHCI3:CH3OH 5,0% e CHCI3:CHsOH 10,0%. O processo foi finalizado com 50 mL de
CHsOH acidificado (10% HAc) e 40 mL de CHCIs. As fragdes coletadas (12 mL cada)
foram secas, pesadas e agrupadas quando exibiam similaridades apds avaliagao por
CCD analitica.

4.4.1.3 Cromatografia em camada delgada preparativa

A amostra denominada como C-1 (Figura 12-C) foi submetida a
processo de separacdo em cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP),
realizada em placas de vidro de 20 x 20 cm, revestida com 1,0 mm de silica gel 60
PF2s4 (Merck) como fase estacionaria (8 g de silica por placa). As placas foram
previamente ativadas em estufa a 100 °C por 2 h, apds o periodo de ativacao foram
deixadas em temperatura ambiente para aplicacdo das amostras. Foi utilizada a
mistura CHCI3:CH3sOH 1% (v/v) como fase movel para eluicdo, decorrente do
resultado prévio avaliado por CCD analitica. ApOs eluicdo, as regides (Rf) de
interesse foram marcadas, raspadas e transferidas para funil, na sequencia
extraidas com aproximadamente 15 mL de CH3OH:CH2Cl2 50% e 5 mL de metanol.
Finalmente as sub-fracdes, resultantes da separacao por CCDP, foram submetidas a
CCD analitica (4.5.1) para avaliar a eficiéncia da separacdo quanto a necessidade

de novos procedimentos de purificagéo.
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4.4.2 Fenazinas Presentes na Fase Aquosa

4.4.2.1 Purificacédo de aeruginosina A (AA)

Para purificacdo do pigmento vermelho, o sobrenadante livre de
células do cultivo de PAO1 em meio suplementado com caseinato de sédio 1% foi
primeiramente extraido com cloroférmio (item 4.3). A 30 mL da fase aquosa (1.2)
obtida foi adicionado 0,5 g de Celite 545, deixado em repouso por 30 minutos em
temperatura ambiente. Na sequéncia, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a 25
°C sob agitacdo de 4500 rpm, ao sobrenadante foi adicionado 0,6 g de carvao
ativado, o pH ajustado para 4,5 com HCI, sendo na sequéncia colocado em agitador
orbital a 4-8 °C por 1 h a 250 rpm. Posteriormente, o pigmento ligado ao carvao foi
recuperado por centrifugacéo, a 4 °C a 4500 rpm, por 15 minutos, sendo descartado
0 sobrenadante. Ao pellet foi adicionado 0,5 g de Celite e 30 mL de agua ultrapura,
sendo centrifugado a 4 °C por 10 minutos e 4500 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante
e ao pellet foi adicionado 30 mL de agua ultrapura e centrifugou-se por 10 minutos a
4 °C e 4500 rpm (este passo foi repetido 5 vezes). ApGs estas lavagens o
sobrenadante foi descartado e ao pellet adicionou-se 30 mL de etanol 50%, sendo
centrifugado por 10 minutos nas mesmas condicdes (este pa