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1. A presente invengao trata de um processo de produgdo, extragcdo e
purificagdo conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-
thiazol-4- carbaldeido (IQS) por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa
de forma simultdnea, ambos envolvidos na regulagdo da viruléncia deste
patégeno oportunista. O processo desenvolvido permite a biossintese e
secregao destas moléculas em um tempo de cultivo curto, o que diminui os custos
operacionais do processo. Desta forma, o invento permite a obtengéo de extratos
brutos menos complexos e consequentemente com maior pureza dos compostos,
o que favorece as técnicas de purificagdo. Assim o presente processo possibilita a
obtencao biotecnoldgica de PQS e IQS, ambos com alto potencial de aplicacao
farmacéutica, a partir de métodos simples e de baixo custo. - Tese. |. Rubia
Casagrande, Josiane A. Vignoli Camilios. Il. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Exatas. Programa de Pds-Graduagcdo em Ciéncias
Farmacéuticas. lll. Titulo.

CDU 66




EMILI BRUNA TOSO BUENO

PRODUGAO, EXTRAGAO E PURIFICAGAO DE
QUINOLONAS E AERUGINALDEIDO DE

Pseudomonas aeruginosa

Defesa apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual de Londrina - UEL,
para exame de qualificagdo, como requisito
parcial para a obtencao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Orientadora: Prof. Dra. Josiane A.
Vignoli Camilios
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Daniele Sartori
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Doumit Camilios Neto
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Marcelo Rodrigues de Melo (suplente)
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 09 de dezembro de 2021.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me conceder saude, forca, sabedoria, por ter me abengoando em todos os
momentos, sendo o meu guia.
Aos meus pais, Quitéria e Celso e ao meu irmao, Wesley, pelo apoio, incentivo, por
acreditarem na minha capacidade e nunca medirem esforgos para a concretizagao dos meus sonhos.
A minha orientadora Profa. Dra. Josiane A. Vignoli pelos ensinamentos, dedicagao,
disponibilidade e paciéncia.
Ao Prof. Dr. Doumit Camilos Neto, por todo apoio, dedicagao, incentivo e ensinamento.
Ao meu esposo, Marcos, que me incentivou nos momentos dificeis e compreendeu a minha
auséncia enquanto eu me dedicava a realizagcio deste trabalho.
A minha amiga de trabalho Wessel, Simbes e Ferrari, por todo apoio, dedicagao, paciéncia,
contribuicédo e auxilio.
A Universidade Estadual de Londrina e ao programa de Pés-graduagcéo em Ciéncias
Farmacéuticas, pela elevada qualidade do ensino ofertado.
Aos membros da banca de qualificacao e de defesa pela disponibilidade, atencao e
ensinamento.

A todos que de alguma forma contribuiram para realizacao desse trabalho.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
nao € sendo uma gota de agua no mar. Mas o
mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Tereza de Calcuta



BUENO, Emili Bruna Toso. Produgao, extragao e purificagao de quinolonas do
quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. 2021. 48 f. Dissertacdo de
Mestrado pelo Programa de Pdés Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas, da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa aerobica que se utiliza de
homoserino lactonas e quinolonas sinalizadoras para realizar um processo de
comunicagao célula-a-célula, conhecido como quorum sensing. Esse mecanismo faz
regulacdo coordenada da expressao de genes dependente da densidade
populacional, através da producédo, transporte e reconhecimento destas moléculas
sinalizadoras. As principais quinolonas sinalizadoras do quorum sensing de P.
aeruginosa sao a 4-hidroxi-2-heptil-quinolona (HHQ) e a 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona,
também conhecida como PQS. Além dos efeitos na regulagado da expressao génica
da bactéria as quinolonas apresentam, também, efeitos na modulacdo da resposta
imune do hospedeiro, sendo possiveis alvos para desenvolvimento de novas drogas
anti-inflamatérias. Recentemente, um novo composto [2-(2-hidroxifenil) tiazol-4-
carbaldeido] também conhecido como aeruginaldeido, foi identificado como
sinalizador de um suposto quarto circuito de comunicagdo de P. aeruginosa. A
literatura cientifica apresenta informagdes sobre aeruginaldeido que sugerem
propriedade antioxidante tendo assim, um potencial para aplicacbes nas industrias
farmacéutica e cosmética. Neste contexto, esta dissertacdo teve como objetivo
produzir concomitantemente quinolonas do qudérum sensing de P. aeruginosa e
aeruginaldeido, por meio de cultivos submersos da cepa PAO1, e ainda buscar
metodologias para extragao e purificagdo dessas moléculas produzidas no mesmo
meio de cultivo. P. aeruginosa foi crescida em meio de sais e glicerol com tempo de
cultivo de 3 e 9 dias. Extragdes acido-base sequenciais, seguidas de purificagao por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), avaliadas em cada etapa por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas para obtencao
das moléculas de interesse. Foi obtido uma producédo conjunta de aeruginaldeido e
quinolona, possibilitando, num tempo de cultivo menor, o que garante menores custos
ao processo..A extragao acido-base sequencial permitiu a obtencédo das moléculas de
interesse a partir do meio de cultivo livre de células. As fragdes foram obtidas a partir
de cultivos de P. aeruginosa por trés e nove dias. As fragdes acidas do terceiro dia
continham a molécula de aeruginaldeido onde obteve-se um rendimento de 4,7mg/L;
enquanto a fragao basica do terceiro e nono dia continham a quinolona. O rendimento
de quinolona do nono dia foi igual a 2mg/L. A submissdo dessas fracbes a CCD
preparativa permitiu a purificacdo de ambas as moléculas. O tempo de cultivo de 3
dias permitiu a obtencdo de PQS e aeruginaldeido com menor quantidade de
metabdlitos contaminantes. Consideramos que os métodos de producéao, extracao e
purificacdo empregados foram adequados para obtencado das moléculas com alto grau
de pureza.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; Quorum sensing; PQS; Purificacao;
Quinolonas; Aeruginaldeido.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an aerobic gram-negative bacterium that uses
homoserine lactones and signaling quinolones to carry out a process of cell-to-cell
communication, known as quorum sensing. This mechanism makes coordinated
regulation of gene expression dependent on population density, through the
production, transport and recognition of these signaling molecules. The main
quinolones that signal the quorum sensing of P. aeruginosa are 4-hydroxy-2-
heptylquinolone (HHQ) and 2-heptyl-3,4-hydroxy-quinolone, also known as PQS. In
addition to the effects on the regulation of the bacterium's gene expression, quinolones
also have effects on the modulation of the host's immune response, beingpossible
targets for the development of new anti-inflammatory drugs. Recently, a newcompound
[2-(2- hydroxyphenyl) thiazol-4-carbaldehyde], also known as aeruginaldehyde, was
identified as a signal for a supposed fourth communication circuit of P. aeruginosa.
The scientific literature presents information on aeruginaldehyde that suggests na
antioxidant property, thus having a potential for applications in the pharmaceutical and
cosmetic industries. In this context, this dissertation aimed to simultaneously produce
quinolones from the quorum sensing of P. aeruginosa and aeruginaldehyde, through
submerged cultures of the PAO1 strain, and also optimize specific methodologies for
extraction and purification of these molecules. Pseudomonas was grown in salts and
glycerol medium with culture timeof 3 and 9 days. Acid-base extractions followed by
purification by preparative thin layer chromatography (TLC), evaluated at each step by
analytical TLC, were applied to obtain the molecules of interest. The acid-base
extraction allowed obtaining the molecules of interest from the cell-free culture
medium. The acidic fraction contained the aeruginaldehyde molecule, while the basic
fraction contained the quinolone. The submission of these fractions to the preparative
thin layer chromatography technique allowed the purification of both molecules. The 3
days of cultivation allowed to obtain PQS and aeruginaldehyde with a lower amount of
contaminating metabolites. We believe that the production, extraction and purification
methods used were adequate to obtain molecules with a high degree of purity.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; Quorum sensing;, PQS; Purification;
Quinolones; Aeruginaldehyde.
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1 INTRODUGAO

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo aerdbico gram-negativo,
encontrado comumente nos solos, pantanos e habitats marinhos costeiros,
bem como sobre os tecidos animais e vegetais. Esta bactéria destaca-se
por ser um patdégeno humano oportunista, atingindo principalmente individuos
imunocomprometidos ou hospitalizados, sendo uma das causas
predominantes de morbidade e mortalidade em pacientes com fibrose cistica.
O processo de infeccado por P. aeruginosa ocorre principalmente por meio
de dano epitelial, que pode ser gerado por queimaduras e feridas, fungao
mucociliar inadequada, ventilagdo mecanica (respiradores) e até mesmo por
catéteres (STOVER et al., 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MEAR
etal.,, 2013; CHO et al., 2013).

P. aeruginosa utiliza uma variedade de fatores de viruléncia para
acometer o hospedeiro e estabelecer a infec¢do. Utiliza do quorum sensing
(QS), um mecanismo de comunicagao célula a célula, para regular o padrao
de comportamento bacteriano, modulando a expressao génica em fendtipos
como o desenvolvimento de biofilme, motilidade e produgdo de um conjunto
de fatores de viruléncia extracelulares. Estes por sua vez, sdo capazes de
causar dano tecidual extenso, o patdogeno penetra na pele ou mucosa
atingindo a corrente sanguinea e consequente promog¢ao da disseminagao
sistémica (KIM et al., 2010; LOU et al., 2017). O sistema QS de P. aeruginosa
€ constituido por moléculas sinalizadoras, N- acetil-homoserinolactonas (acil-
HSLs) e as quinolonas (HAQs). As HAQs sdo compostas pela 4-hidroxi-2-
heptil-quinolona (HHQ) e 2- heptil-3,4-hidroxi-quinolona, também conhecida
como PQS do inglés “Pseudomonas quinolone signal”.

Recentemente, um novo composto [2-(2-hidroxifenil) tiazol-4-
carbaldeido] também conhecido como aeruginaldeido, foi identificado como
sinalizador de um suposto quarto circuito de comunicag¢ao de P. aeruginosa.
Denominado de IQS, do inglés “integrated quorum sensing system”, este
sistema seria capaz de integrar sinais de estresse ambiental com a rede de
deteccao densidade populacional (LEE et al., 2013; SUN et al., 2016).

As moléculas sinalizadoras do QS de P. aeruginosa desempenham

25



um papel fundamental na infecgdo do hospedeiro tanto na regulagcdo da
expressdo de genes relativos a fatores de viruléncia, como também
modulando a resposta imune no hospedeiro (KIM et al., 2010; LIU; CHAN;
CHANG, 2015). Embora a modulagdo da resposta imune do hospedeiro
pelas acil-HSL tem sido intensamente estudada, pouco é conhecido sobre
os efeitos das HAQs e do IQS (aeruginaldeido) nos hospedeiros. As
quinolonas demonstraram propriedades anti-inflamatéria e antioxidante,
indicando, portanto, um potencial de aplicagbes nas industrias farmacéutica
e cosmética (KIM et al., 2010; ABDALLA et al., 2017). Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo desenvolver um processo de produgéo
conjunta,extragao e purificacdo de quinolonas e aeruginaldeido produzidos

por P. aeruginosa PAO1.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo de produgdao conjunta, extracdo e
purificacdo de quinolonas e aeruginaldeido produzidos por Pseudomonas

aeruginosa PAO1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar um processo de produgdo conjunta de quinolonas e

aeruginaldeido por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa PAO1;

Avaliar os tempos de producdo dos compostos quinolonas e

aeruginaldeido por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa PAO1;

Padronizar as metodologias de extragdo, purificagdo e quantificagdo de
quinolonas e aeruginaldeido obtidos dos cultivos submersos de Pseudomonas

aeruginosa PAO1.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA E Pseudomone Quinolone Signal

P. aeruginosa € um patdégeno oportunista metabolicamente versatil capaz
de sobreviver em uma grande variedade de ambientes. Este bacilo gram-
negativo pertence a familia Pseudomonadaceae, é aerdbio e mau fermentador
de glicose. P. aeruginosa apresenta mobilidade por meio de uma flagelagao
polar e temperatura 6tima de crescimento que varia entre 37 °C e 42°C
(FERREIRA, 2009).

Em humanos, € a principal causa de infec¢des de alto risco em pacientes
com queimaduras graves, imunocomprometidos, portadores de doenca
pulmonar obstrutiva crénica e de fibrose cistica. A maior contribuicdo para a
patogenicidade deste microrganismo deve-se a sua habilidade de expressar um
arsenal de fatores de viruléncia (BALASUBRAMANIAN et al., 2013). Dentre os
diversos fatores de viruléncia, destacam-se uma classe de pigmentos redox-
ativos formados por anéis aromaticos heterociclicos nitrogenados com
derivados carboxi e hidroxi substituidos, coletivamente denominados de
fenazinas (MAVRODIet al., 2006; PRICE-WHELAN et al., 2006) e uma mistura
de biossurfactantes do tiporamnolipidico com fungdes fisioldgicas associadas
a motilidade bacteriana (do inglés swarming), desenvolvimento de biofilme,
absorcao e biodegradacdo de compostos com baixa solubilidade (VATSA et
al., 2010).

A regulacado da expressao dos genes de producao das fenazinas e dos
ramnolipideos, bem como de outros fenétipos de viruléncia, € realizada por um
mecanismo de comunicagcdo entre bactérias, vinculado a densidade
populacional. Este sistema de linguagem, conhecido como quorum sensing (QS),
permite a coordenacdo do comportamento bacteriano por meio da producao
e difusdo de pequenas moléculas sinalizadoras difusiveis (MSQS) (SCHAUDER;
BASSLER, 2001; ABU et al., 2013). No QS de P. aeruginosa existem duas MSQS
do tipo acil-homoserinolactonas (acil-HSL): N-(3- oxododecanoil)-HSL e N-butiril-
HSL, produzidas pelas enzimas Lasl e Rhll, respectivamente e MSQS da classe

das quinolonas, principalmente a 2- heptil-3-hidroxil-4-quinolona também
conhecida como “Pseudomonas quinolone signal’ (PQS) (DIGGLE et al., 2007).
As MSQS apresentam um papel central durante a infecgdo regulando

tanto a expressdo de fatores de viruléncia da bactéria como modulando a



resposta do sistema imune do hospedeiro (LIU et al., 2015). Uma vez que as
MSQS interferem com a sinalizacdo da célula hospedeira e através dessa
sinalizagdo modulam a resposta imune, apresentam assim um grande potencial
para desenvolvimento de novas drogas imuno-moduladoras, além da
possibilidade de gerarem insights sobre as vias de sinalizagao do sistema imune
de mamiferos (HOOI et al., 2004, RUMBAUGH et al., 2012; LIU et al., 2015).
A quinolona sinalizadora PQS reprime algumas vias da resposta imune de
mamiferos que dependem da ativagao do fator de transcricdo NF-kB. Reprime
a ligacao de NF-kB e a subsequente expressao dos genes alvos regulados por
este regulador transcricional. Além disso, o PQS torna mais lenta a degradagéo
de IkB de mondcitos/macréfagos de camundongo e células BAL, o que reduz a
velocidade de ativagao do NF-kB (KIM et al., 2010a; KIM et al., 2010b).PQS
também inibe a producéo de IL-2 por células dendriticas derivadas de medula
O0ssea estimuladas por LPS (SKINDERSOE et al., 2009). Adicionalmente, o
PQS diminui os niveis da proteina HIF-1a (LEGENDREet al., 2012). O HIF-1a
(fator transcricional induzido por hipdxia) € um fatorde transcricdo crucial na
regulagdo da defesa e da reposta inflamatdoria do hospedeiro contra infecgdes.
PQS também reduz o nivel intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS),
sendo um antioxidante que exibe atividade comparavel a do ascorbato (Vitamina
C), devido seu forte potencial de reducao formando um sistema quindide, e um
segundo efeito pro-oxidativo indireto, pelo inicio de processos mediados por
radicais, presumivelmente de uma forma semelhante a vitamina C por radicais
mediados por Fe (lll) / Fe (Il) iniciaram processos oxidativos. (HAUSSLER;
BECKER, 2008).

PQS (2-heptil-3,4-hidroxi-quinolona) foi inicialmente identificado e
purificado por Pesci et al. (1999), que realizaram a caracterizagao inicial do
composto. O estudo indicou que a produgao deste sinal intercelular ocorria
somente na presenca da forma ativa da proteina LasR, propondo que o PQS
pode atuar como um sinal de conexao adicional dentre os sistemas de QS Las
e Rhl (PESCI et al., 1999; DEZIEL et al., 2004; DIGGLE et al., 2007).
Adicionalmente, LasR é necessario para producao de PQS e RhIR é importante
para sua bioatividade. Assim, PQS interliga a hierarquia do QS. A producéao de
PQS apresenta concentracdo mais abundante entre 30 e 42 horas de
crescimento, diminuindo apés 48 horas, desta forma a molécula é produzida
mais tarde no ciclo de crescimento do que um sinal de deteccédo do QS tipico
(MCKNIGHT, IGLEWSKI E PESCI, 2000).

Relacionado a diminuicdo de producao apds 48 horas de crescimento,

sugeriram a presenga de um fator capaz de degradar PQS. Atualmente, foi
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relatado quedioxigenases (Hod) de P. aeruginosa sao capazes de degradar PQS
(PUSTELNY et al. 2009; TETTMANN et al. 2016). PQS também regula sua
propria producao controlando a expressao dos seus genes biossintéticos, bem
como seu proprio transporte em vesiculas de membrana, sendo essas
responsaveis também por liberar antimicrobianos e toxinas envolvidas com a
sobrevivéncia depois do desafio com agentes estressantes. (HAUSSLER,;
BECKER, 2008).

3.2 QUORUM-SENSING

A adaptagdo bacteriana a novos ambientes (i.e., capacidade de
percepgao e reagcdo ao ambiente) é essencial para patogenia. Essa capacidade
€ afetada por varias condi¢gdes ambientais, como: osmolaridade, pH, densidade
populacional, disponibilidade de nutrientes, defesa contra acdo de outros
microrganismos e contra exposi¢cao a agentes toxicos (SMITH; IGLEWSKI,
2003; MOREIRA, 2011).

Como mencionado anteriormente, no QS de Pseudomonas aeruginosa
existem duas moléculas sinalizadoras do tipo acil- homoserinolactonas (acil-
HSL): N-(3-oxododecanoil)- HSL (3-oxo-C12-HSL) (Figura 1A) e N-butiril-HSL
(C4-HSL) (Figura 1B), produzidas pelas enzimas Lasl e Rhll,
respectivamente, assim como moléculas sinalizadoras do tipo 2- alquil-4-
quinolona (AQ). A sinalizagao AQ utiliza 2- heptil-3-hidroxil-4- quinolona
(PQS) (Figura 1C) e seu precursor imediato, 2- heptil-4-quinolona (HHQ)
(LAMARCHE; DEZIEL, 2011; O'LOUGHLIN et al., 2013). Estes sinalizadores
ligam-se aos relativos fatores de transcricdo (LasR, RhIR e MvfR), ativando
assim a expressao de genes alvos (Figura 2) (OCHSNER & REISER, 1995;
O'LOUGHLIN et al., 2013). Os circuitos que utilizam acil- HSL sdo comuns em
bactérias gram-negativas, porém com moléculas distintas para diferentes
bactérias, enquanto o circuito que utiliza as AQ é exclusivo de P. aeruginosa.
Os circuitos rhl, las e pgs sao arranjados hierarquicamente, de modo que

exercem influéncia na regulagao de um sobre o outro.

Figura 1 - Estrutura das moléculas de acil-homoserinolactonas: (a) N-(3-
oxododecanoil)-HSL e (b) N-butiril-HSL. (¢) estrutura molecular da quinolona
(2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona).
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Figura 2 — Quorum-sensing de Pseudomonas aeruginosa
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Analises do transcriptoma de P. aeruginosa em resposta ao sistema de
quorum sensing revelaram que cerca de 6% do genoma deste microrganismo
é ativado ou reprimido pelos sistemas /as/IR ou rhlIR (MEDINA et al., 2003).
Estes dois sistemas, que se encontram em regides cromossémicas distintas
(JOY et al., 2017), ativam a transcrigdo dos genes alvos por meio da ligagao
a uma regiao conservada do DNA, denominada “las box”, comum a todos
genes quorum-sensing regulados (MEDINA et al., 2003).

Os complexos RhIR-C4-HSL e LasR-3-o0x0-C12-HSL s&o capazes de
controlar os seus proprios circuitos por meio da inducéo da produgao de seus
respectivos indutores de ativacdo (LAMARCHE; DEZIEL, 2011; MAURA et
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al., 2016), mas também ativam e inibem a expressdo de outros genes
(TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010).

LasR-3-o0x0-C12-HSL controla positivamente os sistemas RhlIR e AQ
estimulando a expresséo de rhll e rhiIR, e mviR, pqsH e pgsL, respectivamente
(MEDINA et al., 2003; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010; DEZIEL,
2011; O'LOUGHLIN et al., 2013; LAMARCHE; MAURA et al., 2016; JOY et
al., 2017). A regulagao da producado de MvfR por este sistema ocorre durante
a fase exponencial de crescimento do microrganismo, de modo que nos
estagios posteriores a regulacdo de mvfR torna-se independente de LasR
(MAURA et al., 2016).

O sistema las é ainda capaz de regular o sistema rhl em nivel pés
traducional. A molécula sinalizadora 3-oxo-C12-HSL liga-se a RhIR,
dificultandoa ligacdo de C4-HSL a este regulador transcricional, até que C4-
HSL e/ou RhIRsejam produzidos em concentragao suficiente para superar o
efeito de bloqueio (JOY et al., 2016).

A regulacdo do sistema /as, por sua vez, é coordenada por um
regulador global da expressao de fatores de viruléncia (Vfr), sintetizado pela
expressao do gene vir, o qual ativa a transcricdo do gene /lasR (CRODA-
GARCIA et al., 2011)

O sistema rhl, por outro lado, é composto por quatro genes, rhlA, rhiB,
rhiR e rhll, sendo os dois primeiros responsaveis pela sintese de enzimas da
biossintese de ramnolipideos e os dois ultimos componentes do circuito de
QS. Apesar de serem transcritos na mesma diregao (5'-rhlIABRI- 3'), rhlA-rhiB,
rhiIR e rhll apresentam regiées promotoras distintas (JOY et al., 2016).

O sistema pgs, por sua vez, compreende quatro unidades de
transcricdo, sendo o operon pqgsABCDE e o gene pqsR agrupados no mesmo
locus, e pgsH e pqgsL localizado a certa distancia a jusante do operon
pqSABCDE-(RAMPIONI et al., 2016).

Os genes estruturais para o PQS sao codificados por um operon de
cinco genes pqsABCDE, sendo os quatro primeiros genes neste locus
requeridos para a sintese da molécula HHQ, o qual é oxidado a PQS pela
acao da monooxigenase PqsH (GALLAGHER et al., 2002; RAMPIONI et al.,
2016). O gene pgsE, por sua vez, tem a fungao putativa de resposta celular a
molécula PQS, facilitando a adaptacdo ambiental de P. aeruginosa
(RAMPIONI et al., 2010). Uma segunda monooxigenase, PgsL, juntamente
com os produtos da expressao de pgsABCD, é responsavel pela sintese de
HQNO, um inibidor de citocromo com importante funcédo em situagdes de
competicdo ambiental (RAMPIONI et al., 2016).
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Ha fortes indicios de que IQS (aeruginaldeido) integra sinais de
estresse ambientais com a rede de detecgdo de quorum sensing. Os genes
supostamente envolvidos na sintese de IQS sdo um agrupamento de
peptideo sintases nao ribossomais ambBCDE. A delegcdo deste operon
ocasiona diminuicdo da producdo dos sinais PQS e N-butiril-HSL, bem
como dos fatores de viruléncia piocianina, ramnolipideos e elastase (LEE e
ZHANG, 2015).

O receptor 1QS ainda nao foi determinado completamente. O indutor
3- ox0-C12-HSL do sistema rhl se liga ao LasR ativando /as/ e diversos genes
descendentes. Esse complexo (LasR-autoindutor) também ativa a expresséo
de genes rhIR e rhll do sistema rhl, assim como pqsR e pqgsABCDH do
sistema pgs que por sua vez regula las e rhl por meio da produgao de 2-
heptil-3-hidroxi- 4-quinolona durante crescimento bacteriano livre de
estresse. {AZAM; KHAN, 2019).

Além disso, o IQS demonstrou contribuir para a viruléncia total de P.
aeruginosa em modelos diferentes de hospedeiros animais, como rato,
peixe, dentre outros, destacando a importante contribuicdo deste novo
sistema QS na modulagdo da patogenia. Vale ressaltar que a produgao de
IQS é rigorosamente controlada pelo sistema /as em condigbes normais de
crescimento, e por outro lado sao também ativados em condi¢cdes de
deplecao de fosfato, um fator de estresse comum durante a infecgao
bacteriana (LEE et al., 2013).

Em estudo pioneiro sobre IQS, Lee et al., (2013) identificaram que a
delecdo de ambB inibe a ativagao independente de LasR, RhIR e PqgsR
sob condicdes de limitacdo de fosfato. Nessas condi¢cdes de baixo fosfato, o
mutante nao produz moléculas sinalizadoras suficientes para ativagao RhIR
e PgsR. Em uma série de experimentos os autores demonstraram que AmbB
e trés outras proteinas codificadas pelo operon ambBCDE seriam
responsaveis pela produgdo de um sinal quimico 2-(2-hydroxylphenyl)-
thiazole-4-carbaldehyde, entdo denominado como IQS. A producéo do 1QS,
parece ser regulada, ndo apenas por LasR, mas também por outra proteina,
Phob. Esta ultima é ativada em condicbdes de baixo fosfato, e pode ativar a
producao de IQS na auséncia de LasR. A adicao de IQS ativa a producéao

de PQS e N-butiri-HSL em mutantes (AambB) e sdo capazes de restaurar

a producao de fatores extracelulares toxicos, dentre eles a piocianina.
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Consequentemente isso causa implicagdes importantes para a viruléncia de
P. aeruginosa. Em diversos modelos na infecgdo desta bactéria (i.e.,
camundongo, zebrafish Danio rerio, Caenorhabditis elegans) a delegao
tanto de ambB como de /asR promovem atenuagdo de viruléncia
aumentando a sobrevida do animal (LEE et al., 2013).

Isso gera uma explicagdo nova para a ocorréncia de mutantes LasR
em determinadas infecgbes humanas persistentes, como as infecg¢des
pulmonares de pessoas com fibrose cistica, ou seja, a produgédo ativa
desses produtos de viruléncia dependentes de QS, pode derivar da
sinalizagao IQS. Lee et al., (2013) sugeriram que o sistema IQS pode estar
ativo como resultado de regides locais de limitagcdes de fosfato ou talvez
outros estresses ambientais no pulmido com fibrose cistica. A limitagao de
fosfato permitiria a ativagdo mediada por PhoB da producédo de 1QS; outra
alternativa € que tenham mutag¢des secundarias em ambB ou outros genes
que liberam o sistema de sinalizagao alternativo de repressao de fosfato. A
adicado de sinalizagédo 1QS ao circuito QS responde a uma questédo e abre
caminhos para pesquisas, por exemplo, ndo sabe a existéncia de outras
condigdes além da deplecdo de fosfato sob as quais o IQS pode ser

produzido.

E necessario aprender mais sobre 0 mecanismo, se este controla
outros genes além dos citados, pois a identificagao deste sinal avigora a ideia
da preservagao do regulon QS, importante para preservar um backup na
ativacdo de RhIR e PgsR que envolve a necessidade de LasR sob
determinadas condi¢cbes ambientais, e gera duvidas sobre os esforgos no
desenvolvimento de agentes inibidores de LasR como agentes terapéuticos
direcionados a QS (A DANDEKAR; GREENBERG, 2013).

A produgédo de IQS é ativada por /as e pelo regulador de resposta de
estresse de deplecdo de fosfato PhoB, este mecanismo de integracao
permite que o patégeno interligue o QS e sinais de estresse in vivo para
desencadear a producdo de fatores de viruléncia afim de modular os
mecanismos de defesa do hospedeiro. No entanto, a producao de fatores
de viruléncia, aumentada em condicbes de deplecao de fosfato, nao
apresenta o mesmo efeito na auséncia dos genes amb. A identificacdo do
sistema IQS, revelou um mecanismo molecular correlacionando a deplecao
de fosfato, um fator de risco importante, que induz a rapida expressao de
fatores de viruléncia e por consequéncia causa infec¢des de alta mortalidade
em humanos e animais. Adicionalmente, (LEE et al., 2013) também
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sugeriram que 1QS pode assumir o papel de /as na coordenacéo da fisiologia
da comunidade bacteriana através da regulagcdo a jusante de QS e a
consequente viruléncia e manutengdo da competicdo bacteriana nas
interacbes patogeno-hospedeiro. Esta hipotese ¢é apoiada pelo
aparecimento de isolados /as negativos associados positivamente com a
progressédo de doenga e manutencéo do fendtipo de viruléncia dependente
de /as, assim como secregao de protease e produgao de ramnolipideos (LEE
et al., 2013).

LEE et al., (2013) sugerem ainda que os genes ambABCDE nao
codificam as enzimas de biossintese e liberagdo de AMB [0 acido L-2- amino-
4-metoxi-trans-3-butenoico] um aminoacido nao proteogénico com funcao
de toxina, inibidor de enzimas dependentes de pirodoxal fosfato (Leeet al.,
2010), em vez disso, eles codificam a producéo de IQS, que por sua vez,
regula a biossintese de AMB. Os autores mostraram que a producéo deAMB
foi completamente reprimida pela delegao de qualquer um dos genes ambB,
o pgsA (PQS sintase) ou rhil (C4HSL sintase). Embora a produgaode AMB
no mutante ambB-negativo possa ser restaurada adicionando 1QS, PQS ou
C4HSL, sua produgdo em pqgsA-negativo e rhll-negativo s6 é restaurada
adicionando PQS e C4HSL, respectivamente, mas ndo acrescentando 1QS.
Assim, a biossintese de AMB é regulada pelo IQS pelos sistemas pgs, rhl
semelhantes a outras caracteristicas de viruléncia, como a produgcao de
piocianina, por exemplo (LEE et al., 2013). No entanto, mais recentemente,
(MURCIA et al., 2015) utilizando métodos in vitro de analises de acoplamento
enzima-substrato e de intermediarios da via metabdlica por espectroscopia
de massas confirmaram a hipétese prévia,de que o cluster génico amb seria
de fato responsavel pela sintese de AMBe ndo pela sintese de IQS como

sugerido por Lee et al. (2013).

3.3 AERUGINALDEIDO

O aeruginaldeido e o aeruginol se originam das enzimas peptidicas
sintetases nao ribossomais envolvidas nas vias biossintéticas da enantio-
pioquelina (ou pioquelina) dos sideréforos (YE et al., 2014).

Este € um produto natural, que foi isolado de Pseudomonas cepacia
e & formado por metandlise do complexo de zinco da enantio-pioquelina
isolada de P. protegens. Também chamado de |IQS, foi descrito como a
quarta molécula do quorum sensing em P. aeruginosa, além disso foi

também obtido em alguns casos, por sintese orgénica direta,
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particularmente usando 2-hidroxibenzonitrila como material inicial. Reagdes
com sulfato de hidrogénio geraram 2- hidroxitiobenzamida que
subsequentemente foi convertida em 2-2-(hidroxifenil)- tiazol-4-carbaldeido
dimetilacetal. Por meio de reagcbes com 3-bromo-1,1-dimetoxi propan-2-ona
(3-bromo-1,1-dimethoxypropan-2-one) e o tratamento com acido finalmente
resultou na molécula de aeruginaldeido. Uma outra via inclui como primeira
etapa a reacao entre 2-hidrobenzonitrila e L-cisteina. O 2-(2-hidroxifenil)-2-
tiazolina-4- carboxilato de metil originado pode ser reduzido a 2-(2-
hidroxifenil)-4- hidroximetil-2-tiazolina, que depois da oxidagdo de Swern
resulta no aeruginaldeido (YE et al., 2014).

Além de aeruginaldeido possuir atividade antimicrobiana, essa
atividade que foi analisada através de um composto analogo de aerugina,
acido di-hidroaruginoico a partir de cultura de de P. fluorescens cepa PFM2,
que exibiu sua atividade antimicrobiana contra  alguns  fungos,
incluindo Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii [ Corticium
rolfsii ], Colletotrichum gloeosporioides [ Glomerella cingulata ] € Rhizoctonia
solani e bactérias fitopatogénicas, como Bacillus subtilis, Erwinia herbicola,
Staphylococcus albus, Pseudomonas fluorescens (CARMI et al., 1994) e foi
demonstrado que a co-ocorréncia de aeruginaldeido e aeruginol pode
contribuir para reduc¢ao do estresse oxidativo para cepa produtora visto que,
a pioquelina (um provavel precursor destas moléculas) € um competente
catalisador na remocao de radicais hidroxila. A estrutura do tiazol no
aeruginaldeido e aeruginol exclui a barreira configuracional entre a
pioquelina e a enantio-pioquelina tornando moléculas de sinalizagao,
genuina para espécies distintas de Pseudomonas .Essa sinalizagao refere-
se ao NRPS que regula os sistemas pqgs e rhl para determinar a existéncia
de um sistema de sinalizagio celular, que possibilitaria assumir o papel do
sistema /as na regulagdo dos sistemas QS em P. aeruginosa. (YE et al.,
2014).

Figura 3 - Estrutura do aeruginaldeido (2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeido)
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Fonte: O autor.

3.4 CONTROVERSIA DE IQS/AERUGINALDEIDO

O primeiro relato ao qual o IQS nao poderia ser produto das enzimas
codificadas pelo operon ambABCDE foi a descoberta que esse tem a mesma
estrutura do aeruginaldeido, produzido por Pseudomonas distintas, dentre
elas P. protegens e Burkholderia thailandensis que nao tém o cluster de
genes amb (TROTTMANN et al., 2019). O aeruginaldeido foi detectado junto
com compostos distintos (acido aerugindico, aeruginol, acido
diidroaeruginoico), podendo todos serem produtos da via biossintética do
sideroforo pioquelina (YE et al., 2014). Em um estudo recente foi confirmado
que este é derivado da pioquelina, desde a incubacgao do sideréforo a 30°C
que resultou no aparecimento de aeruginaldeido (TROTTMANN et al., 2019).
Foi sugerido que o mesmo poderia derivar do acido diidhroaeruginoico (Dha)
liberado do PchE durante a montagem das enzimas NRPS e o processo
biossintético (YE et al., 2014). Porém ainda sao publicados artigos, que

mencionam sendo o produto da AmbABCD.

3.5 PRODUGAO, EXTRAGAO E PURIFICAGAO DE QUINOLONAS E FENAZINAS

Wessel, (2019) desenvolveu um processo de produgao, extracéo e
purificacdo de fenazinas por Pseudomonas aeruginosa PAO1. A
suplementagao do meio de cultivo com caseinato de sodio 1% incrementou
a producao de distintas fenazinas, em especial das piorubrinas, o que foi
relacionado com maior ativagéo do sistema de quorum sensing da bactéria.
Neste trabalho foi verificado que a producao deveria ocorrer por um periodo
de 13 dias. O método preferivel de extracdo consistiu na utilizagcdo de
cloroférmio na proporg¢ao de 1:1 (v/v- cloroférmio: meio de cultivo) por duas
vezes conseguintes, para obtengao de um extrato bruto mais concentrado.
Ferrari, (2020) produziu quinolonas do quorum sensing de P. aeruginosa por
meio de cultivos submersos da cepa PAO1, avaliando o melhor tempo de
cultivo e desenvolvendo metodologias especificas para extracdo e
purificagdo dessas quinolonas. A P. aeruginosa foi crescida em meio de sais
e glicerol com tempo de cultivo de 3, 6 e 9 dias. As extragdes foram feitas
usando acetato de etila acidificado. Também foi utilizado uma sequéncia de

extragdes acido-base. Em ambos os estudos, com diferentes dias de



cultivos, foi possivel isolaro aeruginaldeido, um composto desconhecido
naquele momento, que aparecia durante as extracbes, apesar do foco
constituir na produgdo de fenazinas e PQS. Esse estudo foi uma
continuidade desses projetos, porém com produgao conjunta, e extragao e
purificacdo de quinolonas e aeruginaldeido a partir do mesmo meio de
cultivo.

Palmer et al., (2011) abordaram algumas técnicas para detectar e
quantificar PQS. Primeiramente, foi necessaria uma extracdo de PQS de
misturas complexas (por exemplo, culturas de células). A separagéo de PQS
dos extratos ocorreu por cromatografia de camada delgada ao qual foi usada
em combinacdo com a fluorescéncia natural da molécula para
quantificacdo. Uma segunda técnica de separagao para o precursor PQS
HHQ foi usando cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Um
terceiro método para quantificacdo de PQS de misturas simples (ensaios
enzimaticos) usando fluorescéncia. Essas técnicas permitem a quantificagao
e caracterizagédo de PQS de diversos ambientes, um pré-requisito para a

compreensao das fungdes bioldgicas das moléculas de QS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUCAO DE QUINOLONAS E AERUGINALDEIDO

4.1.1 Microrganismo

A cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 foi originalmente isolada
na Australia a partir de feridas humanas infectadas (HOLLOWAY, 1955). A
PAO1 é a cepa de P. aeruginosa mundialmente mais utilizada em estudos
laboratoriais, adicionalmente apresenta o genoma sequenciado e publicado
(STOVER et al., 2000).

4.1.2 Meios De Preservagao

A cepa PAO1 foi mantida em meio liquido Luria Bertani- LB
(composicgao por litro: 10 g triptona, 5 g extrato de levedura e 10 g de NaCl),
adicionado de glicerol (20 %, v/v), e estocada a -80 °C. A cepa foi transferida
para meios sélidos LA [LB adicionados de 1,5 % (m/v) de agar], antes de ser

utilizada para o preparo do in6culo.

4.1.3 Preparo Do Pré-In6culo

Os pré-inéculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 25 mL do meio LB, inoculados com 3-5 colbnias de PAO1

proveniente de placas de meio LA e incubados por 12-16 h a 37 °C/200rpm.

4.1.4 Preparo Do Inéculo

Os in6culos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 25 mL do meio LB, inoculados com o pré-indculo em uma proporg¢ao
de 2% (v/v) e incubados, em agitador orbital, a 37 °C por 5-6 h sob agitagao
de 200 rpm. O crescimento bacteriano durante o preparo do pré-inéculo foi
acompanhado pela determinacdo da absorbancia do meio de cultivo a 600
nm (D.O.s00nm), € utilizado como inéculo quando a D.O.s00nm encontrava-se
entre 0,6 e 0,8.



4.1.5 Cultivos Submersos (CSb)

Os ensaios para CSb foram realizados em frascos Erlenmeyers de 250
mL, contendo 100mL de meio de sais (contendo por litro: 3,0 g KH2PO4;7,0 g
K2HPO4; 0,2 g MgS04.7H20 e 1,0 g (NH4)2SO4) acrescentado de glicerol (3%
v/v). Os meios foram inoculados com o pré-inéculo em uma proporgao de 2
% vlv e incubados em agitador orbital a 37°C/200rpm. Os cultivos foram

interrompidos com 3 e 9 dias.

4.1.6 Extracdo Acido-Base

Na extracdo acido/base inicialmente o pH do extrato livre de células
(sobrenadante) foi ajustado para 11 com NaOH 1,0 mol L', sendo esse
transferido para funil de separacédo. Apds, adicionou - se acetato de etila num
volume correspondente a 1/3 do volume do sobrenadante e este procedimento
foi repetido por mais duas vezes. Posteriormente, as fases organicas
recuperadas foram agrupadas e secas em evaporador rotativo, sendo
transferida em seguida para frascos limpos e previamente pesados, para
obtencdo do rendimento das massas desses extratos. Depois da extracao
basica, o pH da fragdo aquosa restante foi alterado para 2 com HCI 1,0 mol L’
e novamente extraido com acetato de etila no volume de 1/3 em relagcédo ao
volume do sobrenadante, por trés vezes (FERNANDEZ-PINAR et al., 2011).

Estas fragbes também foram agrupadas e secas em evaporador rotativo-

Todas as amostras foram armazenadas a - 20° para analises posteriores.

4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 Cromatografia Liquida em Camada Delgada (CCD) analitica

As amostras dos extratos organicos, bem como provenientes dos
processos de purificacdo foram submetidas a cromatografia em camada
delgada (CCD) sobre silica (DC-Fertigfolien ALUGRAM®Xtra SIL G/UV254,
20x20cm). Esta foi previamente ativada a 100 °C durante 1h. Para separacao
dos componentes da mistura, foi utilizado fase mobovel com
cloroférmio/metanol nas fracbes acidas e nas fragcbes basicas

diclorometano/metanol (95:5), bem como nas duas fragdes também foi
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utilizado cloroférmio/metanol (99:1). As bandas da placa foram visualizadas

usando luz UV seguido de foto para registro. Também foi testado revelador

vanilina sulfurica nas placas CCD.

4.2.2 Revelador vanilina sulfurica

Para preparo 3 g de vanilina foram dissolvidas em 135 mL metanol e 135
mL agua destilada, depois adicionado lentamente 30 mL &cido sulfurico

concentrado. Essa solugao é borrifada sobre as placas.

4.2.3 Revelador acido sulfuarico 10%
Constitui na mistura de CH30H:H2S04 na proporgao de 10%

424 Aqguecimento
CCD analitica é aquecida em uma chapa de aquecimento a uma

temperatura de 100°C até serem revelados.
4.2.5 Analise gravimétrica

Realizada através da pesagem das amostras obtidas e acondicionadas
em frascos de vidro previamente pesados, para determinar a massa dos
compostos purificados.

4.2.6 Cromatografia Em Camada Delgada (CCD) Preparativa

Para separagcdao em CCD preparativa foram empregadas placas de vidro
(20x20 cm), recobertas com 1,0 mm de silica gel, ativada em estufa a 100 °C
por duas horas. Como fase moével, para eluicdo dos componentes, foi
utilizado cloroférmio e metanol (95:5). Depois da corrida cromatografica,
todas regides nitidamente separadas foram individualmente raspadas-da
silica, apdés foram transferidas para funil, na sequéncia extraidas com
aproximadamente 15 mL CH2Cl250% e 5 mL de metanol. Bandas alaranjadas
foram removidas e eluidas com cloroférmio e metanol 95:5 (v/v). Esta
continha 2-(hidroxifenil)tiazol-4-carbaldeido que foi submetidas a CCD
analitica para avaliar a eficiéncia da separagao. Ja para separacao da PQS
2-heptil-3,4-hidroxi-quinolona foram empregadas placas de vidro (20 x 20 cm)
recobertas com 1,0 mm de silica gel 60 P/UV254 Macherey-Nagel
preparada com solucdo de 5 % de KH2POu4, ativada em estufa a 100 °C por
duas horas (DIGGLES et al., 2003). Como fase movel, para eluicdo dos
componentes, foi utilizado diclorometano/metanol (95:5). As bandas azuis

fluorescente com Rf 0,40-0,52 foram removidas e eluidas com diclorometano



e metanol 5% (v/v).

4.2.7 Analise Por Espectrometria de Massas

A analise de MS foi realizada em um espectrometro de massas de alta
resolucao Impact Il (Bruker Daltonics Corporation, Alemanha) de geometria Q-
TOF, equipado com uma fonte de ionizagdo do tipo electrospray, operado em
modopositivo e negativo com taxa de aquisigao de 1 Hz (MS e MS/MS) na faixa
de massas de m/z 50 — 600. As analises foram realizadas com voltagem do
capilar de 4.0 kV; temperatura da fonte 180°C; e fluxo do gas de dessolvatagao
4 L min-' Os experimentos de MS/MS foram realizados utilizando dissociagéo
induzida por colisdo (CID) com uma rampa de energia de colisdo na faixa de 15
—40¢eV.

4.2.8 Ressonancia Magnética Nuclear

As quinolonas e o aeruginaldeido (IQS) foram submetidos a analise
de RMN em estado liquido. Espectros de 'H e '3C foram obtidos em
espectrometro Bruker Avance Ill 400 MHz operado a frequéncia de 400,6 MHz
para 1H, e 100 MHz para '3C usando probe direto de 5 mm, BBO, a 25°C.
Deslocamentos quimicos (6) para hidrogénio foram expressos em ppm e
calibrados de acordo com sinal do TMS, solubilizado em CHCI;, em 0 ppm.
Para carbono foi usado igualmente a escala com unidades em ppm ecalibrado

com TMS em 0 ppm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CROMATOGRAFIA° EM CAMADA DELGADA ANALITICA DO COMPOSTO
AERUGINALDEIDO, ISOLADO POR TRABALHOS PREVIOS DE NOSSO GRUPO

No presente trabalho optou-se em dar continuidade ao desenvolvimento de um
processo de produgado de aeruginaldeido, iniciado por Ferrari (2020) utilizando uma
composi¢cdo de meio de cultivo menos complexa e de menor custo e tempos de
duracao dos cultivos mais curtos. Outra vantagem deste seria a possibilidade de se
desenvolver um processo de obtengao conjunta de quinolonas e aeruginaldeido, ja
que estes compostos sédo recuperados em extragdes subsequentes do mesmo meio
de cultivo. Quinolonas e aeruginaldeido saem em fragdes distintas da extragédo acido-
base.

Trabalhos prévios de nosso grupo, que objetivaram o desenvolvimento
de processos de produgdo e purificacdo de fenazinas (WESSEL, 2019) e
quinolonas (FERRARI, 2020), isolaram um composto de coloragéo alaranjada
e identidade desconhecida. Aliquotas destes isolados foram avaliadas por CCD

analitica (Figura 4) sugerindo que se tratava do mesmo composto.

Figura 4 - Cromatografia em Camada Delgada analitica do composto 1QS
(aeruginaldeido) isolado por WESSEL E FERRARI

=2

CCD analitica dos extratros purificados com 6 dias de cultivo (1) e 13 dias de cultivo
(2), utilizando como fase movel cloroférmio:metanol 1%. Revelada com metanol: acido
sulfurico 10%

5.2 AVALIACAO Do TEMPO DE PRODUCAO DE PQS E AERUGINALDEIDO POR PSEUDOMONAS
AERUGINOSA PAO1

Cultivos com duracao de 3 e 9 dias foram submetidos a extragao acido-base.
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Estes tempos de cultivo ja haviam sido avaliados por Ferrari (2020), no entanto,

naquele trabalho o objetivo era a producéo e purificagdo de quinolonas, enquanto
neste, o objetivo € a obtengdo concomitante de quinolonas e aeruginaldeido. As
extragdes foram realizadas com acetato de etila nos pHs 11 e 2. Foram obtidos
extratos organicos em ambos pHs e tempos de cultivo [i.e., pHs 2 e 11 nos dias de
cultivo 3 e 9 — resultando, respectivamente, nos extratos brutos orgénicos acidos
(A3) e (A9) e basicos (B3) e (B9)] (Figuras 5 e 6). TROTTMAN et al., (2016) analisaram
a producao de PQS e obtiveram uma maior concentragéo desse composto entre 30 e
42h, demonstrando que a molécula foi produzida mais tarde no ciclo de crescimento.
Com isso, foi analisado um dia a mais de produg¢ao no nosso cultivo, relacionando os
resultados de expressdao genica. Pensando no pico de transcricdo que esta
aproximadamente entre 48H, possivelmente o pico de produgdo desse composto
estara a frente disso, entdo acrescentou-se um dia a mais para producido desse,
também foi considerado os testes realizados anteriormente por (FERRARI, 2020),
onde analisou o melhor tempo de producao.

Os extratos brutos orgéanicos foram avaliados por cromatografia em camada
delgada (CCD) analitica para verificar a presenga das moléculas de interesse. A Figura
5 apresenta o resultado da CCD analitica utilizando como fase mével diclorometano:
metanol 5%. Ja a Figura 6 mostra as mesmas amostras na fase movel cloroférmio:

metanol 1%.

Figura 5 — CCDs analiticas dos extratos brutos de cultivos submersos com 3 e 9 dias,
utilizando como fase mével diclorometano: metanol 5%.

s 4 3
B3 BY A3 A9 PCA IQSPQSF B3 BY A3 A9 PCAIQSPQSF | B2 B3 A3 AS PCAIQSPQS F | g3 g9 A2 AS PCAIQS PQSF

CCDs analiticas dos extratos brutos orgéanicos (pHs 2 e 11 com 3 e 9 dias) e os padrbes (PCA,
IQS, PQS e Fluorescente) reveladas sob luz UV (A), com metanol: acido sulfurico10%
(B), apds aquecimento (C), com vanilina (D) e apds aquecimento (E), em placas ativadas com
fosfato monobasico 5% utilizando como fase moével diclorometano: metanol 5%. Setas
vermelhas indicam quilonona sinalizadora (PQS), setas amarelas indicam o composto PCA e
setas azuis indicam o composto IQS.

Observa-se na Figura 10 que existe a presenga da quinolona sinalizadora
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(PQS) nas fragdes basicas, no terceiro (B3) e nono (B9) dias de cultivos, sendo que

essas foram comparadas com o padréao da PQS e visiveis apenas no UV (Figura 10-
A). Com isso, pode-se perceber que seria preciso purificar esses extratos brutos para
obtencdo desta quinolona, e acompanhar o rendimento em tempos distintos de

cultivos (Tabela 1).

Figura 6 — CCDs analiticas dos extratos brutos de cultivos submersos com 3 e 9 dias,
utilizando como fase maovel cloroférmio: metanol 1%.

CCDs analiticas dos extratos brutos organicos (pHs 2 e 11 com 3 e 9 dias) e os padrdes (PCA,
IQS, PQS e Fluorescente) reveladas sob luz UV (A), com metanol: acido sulfurico 10% (B),
apo6s aquecimento (C), com vanilina (D) e apds aquecimento (E), em placas ativadas
com fosfato monobasico 5% utilizando como fase movel cloroférmioo: metanol 1%. Setas
vermelhas indicam o composto PQS, setas brancas indicam o composto fluorescente, setas
amarelas indicam o composto PCA, setas azuis indicam o composto 1QS.

Figura 7 — CCDs analiticas dos extratos de cultivos submersos com 3 e 9 dias,
utilizando como fase maével cloroformio: metanol 5%.
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A3 ASPCA IQSPQSF B3 B9 A3 A3 PCA 1QS PGS F

B3 B3 A3 ASPCA IQSPQSF

CCDs analiticas dos extratos brutos orgéanicos (pHs 2 e 11 com 3 e 9 dias) e os padrbes (PCA,
IQS, PQS e Fluorescente) reveladas sob luz UV (A), com metanol: acido sulfurico10%
(B), apds aquecimento (C), com vanilina (D) e apés aquecimento (E), utilizando como fase
movel cloroférmio: metanol 5%. Seta na coloragéo azul (A) esta indicando o composto PQS,
seta na coloracao avermelhada (A) estéa indicando o composto fluorescente. Setas vermelhas
indicam o composto PQS, setas brancas indicam o composto fluorescente, setas amarelas
indicam o composto PCA, setas azuis indicam o composto 1QS.

Como pode ser observado nas Figuras 6 e 7, ha presenga da quinolona
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sinalizadora (PQS) nas fases basicas, como demonstrado anteriormente, com 3 e 9

dias de cultivo. Um motivo concebivel da eficacia da extracédo acido-base na obtencao
de extrato bruto enriquecido deve-se, provavelmente, a impossibilidade de protonagao
em meio basico do nitrogénio presente no anel heterociclico da molécula de PQS
(Figura 8). Com isso, em meio alcalino PQS se torna menos polar, simplificando a
extracdo do meio aquoso por solventes organicos. Enquanto nas fases acidas pode-
se notar a presenca do composto aeruginaldeido, sendo mais abundante no tempo de
3 dias.

Figura 8 - Estrutura quimica do PQS

O
OH

N
H

Fonte: Adaptada de HOl et al., (2014)

Tabela 1 - Massas dos extratos brutos de uma produgao conjunta em diferentes tempos de
cultivo

Amostra pH Tempo de produgao Rendimento
A3 2,0 3 dias 300 mg
B3 11,0 3 dias 229 mg
A9 2,0 9 dias 349 mg
B9 11,0 9 dias 137 mg

Fonte: O préprio autor
5.3 ETAPAS DE PURIFICACAO

Para purificar o PQS foram realizadas cromatografias em camada delgada
preparativa (CCDP) para os extratos basicos (B3 e B9). Posteriormente, foram
analisadas por CCDs analiticas e para efeito de comparacado foram aplicadas na
mesma concentragdo de 15mg/mL. Essa etapa € fundamental para a remogao de
interferentes e o isolamento do analito de interesse.

Por meio da CCDP (Figura 9) foi possivel identificar o PQS como a banda cuja
coloragao é azul fluorescente sob luz UV. Essa banda de interesse (indicada pela seta)
foi demarcada, raspada com espatula e extraida, para posterior analise por CCDs
analiticas. A amostra basica com 3 dias produziu massa total de PQS de 7 mg, a partir
de 1,5 litros de cultivo; enquanto que a basica de 9 dias produziu massa total de 3 mg,
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a partir de 1,5 litros de cultivo. Em torno de 100mg por placa foram aplicadas, para

aplicacédo foram dissolvidas em cloroformio. Calculou-se a massa por gravimetria
(Tabela 2).

Figura 9 — CCDs preparativas dos extratos brutos organicos basicos obtidos do
terceiro e nono dia de cultivo.

CCDs preparativas dos extratos brutos organicos basicos (pH 11) com 3 (A) e 9 dias
(B) reveladas sob luz UV, utilizando como fase mével diclorometano: metanol 5%.

Através da CCD analitica (Figura 10), percebe-se que o composto PQS tem
alto grau de pureza, afinal ndo ha presencga de contaminantes nos extratos purificados
das amostras.

A partir da CCDP do extrato bruto organico acido de 3 dias (Figura 11)
identificamos o aeruginaldeido, composto de coloragéo alaranjada (indicado pela seta)
e representado pelo numero 1. Também foi identificado outro composto de coloragao
avermelhada, representado pelo numero 2 e por fim um de coloragdo amarela
[identificada como PCA (acido fenazina-1-carboxilico) através de comparagao de rf
com padrao da fenazina (Figura 12), representado pelo numero 3. Esses foram
demarcados, raspados e extraidos, para posterior analise por CCD analitica (item
4.3.1). A amostra acida com 3 dias produziu massa total de 300mg de aeruginaldeido,
7mg do composto de coloracao avermelhada e 8mg PCA, a partir de 1,5 litros de

cultivo. Calculou-se a massa por gravimetria. (Tabela 03)
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Figura 10 — CCDs analiticas das fragcdes purificadas por CCDs preparativas dos

extratos basicos.
B D
. B P3 P93 PQS

CCDs analiticas das CCDs preparativas dos extratos brutos organicos basicos (pH 11) com
3 (B3) e 9 dias (B9) mostrando a molécula de PQS purificada de ambas as placas (P3 e P9)
incluindo ainda o padrdo PQS. As placas ativadas com fosfato monobasico 5% utilizando
como fase movel diclorometano: metanol 5% foram reveladas sob luz UV (A), com metanol:
acido sulfurico 10% (B), apds aquecimento (C), com vanilina (D) apos aquecimento (E).
Para efeito de comparagao foram aplicadas na mesma concentracdo. Seta vermelha indica
PQS, seta verde indica uma molécula contaminante.

Tabela 2 — Massa da separagao dos extratos brutos e purificados de uma
producao conjunta das fragées basicas com obtengédo de PQS

Amostra pH Tempo de producao Rendimento
Basica (B3) 11,0 3 dias 10 mg
Purificada (P3) 11,0 3 dias 7 mg
Basica (B9) 11,0 9 dias 137 mg
Purificada (P9) 11,0 9 dias 3 mg

Fonte: O proprio autor

Figura 11 — CCD preparativa da fragado acida obtida do terceiro dia de cultivo.

A
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CCDs preparativas do extrato bruto organico acido com 3 dias (A3) apds a corrida (A) e
revelada sob luz UV (B), utilizando como fase mével cloroférmio: metanol 5%. Seta amarela
indica o composto PCA, seta laranja indica o composto IQS.

Figura 12 — CCD analitica da fragao acida obtida da etapa de purificacdo por CCDs
preparativas com os respectivos padroes.

CCDs analiticas do extrato bruto organico acido (pH 2) (A3), mostrando a molécula do
aeruginaldeido purificado (1) indicado pela seta, incluindo o padrdao (IQS), composto
identificado pela coloragao avermelhada (2), composto de coloragdo amarelada (PCA) (3)
indicado pela seta, incluindo seu padrao (PCA). Utilizando como fase moével cloroférmio:
metanol 1% foram reveladas sob luz UV (A), com metanol: acido sulfarico 10% (B), apés
aquecimento. Para efeito de comparacao foram aplicadas na mesma concentracdo. Seta
laranja indica o composto 1QS, seta amarela indica o composto PCA

Tabela 3 — Obtencao das massas dos extratos purificados de uma produgao
conjunta em tempos distintos de cultivo

Amostra pH Tempo de producgao Rendimento
Acida (A3) 2,0 3 dias 300mg
Vermelho 2,0 3 dias 7mg

PCA 2,0 3 dias 8mg

Fonte: O proprio autor

5.4 ENSAIOS PRELIMINARES DE IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DO
AERUGINALDEIDO

O composto foi identificado como 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido
(Figura 6), de massa exata 205,02 Da, férmula molecular C10H7NO2S, pico de massa
predominante no espectro de massas no modo positivo aduto de hidrogénio [M+H+]
=206.0271 m/z (Figura 13).

A andlise dos espectros de ressonancia magnética nuclear, RMN, de IQS
mostra majoritariamente sinais caracteristicos para os diferentes grupos quimicos; 2-
(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido. Os espectros foram calibrados pelo sinal do

carbono da carbonila da acetona adicionada como padrao interno, 10 pL.



Figura 13 - Espectro de

massas produzido obtido por

hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido.
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No espectro de RMN de "3C é possivel atribuir (Figura 7) o sinal em 185.05 ppm

ao carbono carbonilico do carbaldeido, confirmado como aldeido por espectro

bidimensional 'H-"3HSQC, correlacionando o mesmo ao sinal de hidrogénio em 10,00

ppm (Figura 8). O sinal do carbono hidroxilado do anel fenilico, caracterizado pela

auséncia de hidrogénio associado no HSQC, é observado em 155,17 ppm, assim

como 164,08 ppm caracteristico para tiazol substituido em 2. Os sinais de C4, C5, C6

foram assinalados pelo acoplamento dos sinais de 1H — 1H COSY de 7,38 ppm tanto

com 7.07 e 7.00 ppm (Figura 9). O assinalamento dos sinais de ressonéncia magnética

nuclear estdo sumarizados na Tabela 4

Figura 14 - Estrutura proposta para o composto 1QS, 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-

carbaldeido

HO




Figura 15 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de '*C do 2- (3-
hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido em solvente DMSO-d6, a 25 °C
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Figura 16 - Espectro de ressonancia magnética nuclear bidimensional
'H-BHSQC do 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido em solvente

DMSO-d6, a 25 °C
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Figura 17- Espectro de ressonancia magnética nuclear de correlagao de
hidrogénios - COSY do 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido em

solvente DMSO-d6, a 25 °C
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Tabela 4 - Assinalamentos de 'H e '3C para a molécula IQS
(aeruginaldeido)obtidos a partir da analise dos espectros de ressonancia

magnética nuclear.

Nucleo * H (ppm) 13C (ppm)
1 - 155,17
2,5 8,2 127,6
8,73 131,55
3,4 - 118,6
153,07
4,6 7,00 119,5
7,07 116,4
5 7,38 131,7
2 - 164,08
6’ 10,00 185,05

* Carbonos assinados Figura 5

A presenga de aeruginaldeido em ambos o0s processos de

producdo sugere que este composto seja bem importante para o

metabolismo de P. aeruginosa; vale ressaltar que este metabdlito foi

encontrado em condi¢des distintas, inclusive de tempo de cultivo: i) no

processo de producao das fenazinas com 13 dias de cultivo e presenca

do indutor de quorum sensing, caseinato de sédio (WESSEL, 2019) e

ii) na ausénciade caseinato de sodio e com tempo de cultivo de 6 dias

(FERRARI, 2020).

Figura 18 - CCD analitica das fragcdes obtidas da etapa de purificagdo com 3 e 9

dias de cultivo
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CCDs analiticas das CCDs preparativas dos extratos brutos organicos basicos (pH 11) com
3 (B3) e 9 dias (B9) mostrando a molécula de PQS purificada de ambas as placas (P3 e P9)
incluindo ainda o padrdo PQS. As placas ativadas com fosfato monobasico 5% utilizando
como fase mével diclorometano: metanol 5% foram reveladas sob luz UV (A). CCDs analiticas
do extrato bruto orgénico acido (pH 2) (A3), mostrando a molécula do aeruginaldeido
purificado (1) indicado pela seta, incluindo o padrdo (1QS), composto identificado pela
coloragao avermelhada (2), composto de coloragdo amarelada (PCA) (3) indicado pela seta,
incluindo seu padrao (PCA). Utilizando como fase mével cloroférmio: metanol 1% foram
reveladas sob luz UV (B).

Como demonstrado anteriormente foi obtido uma produgdo conjunta de
aeruginaldeido e quinolona, com poucas etapas, baixo custo, grau de pureza elevado,
onde reduziu-se o tempo de producdo, tornando esse método mais sustentavel e
econdémico.



6 CONCLUSAO
- Foi possivel adequar um meétodo de produgé&o conjunta de

quinolonas e aeruginaldeido,

- Os métodos de extragcdo e purificacdo desenvolvidos,
mostraram-se adequados para obtengdo do PQS e também do

aeruginaldeido

- Foi obtido uma concentragdo de quinolonas com maior grau de
pureza, onde conseguimos eliminar etapas do processo, afim de torna-
lo mais sustentavel;

- O tempo de cultivo de 3 dias permitiu a obtengcao de PQS e
aeruginaldeidocom menor quantidade de metabdlitos contaminantes;

- Até o momento, ndo se pode afirmar a quantidade exata
produzida da molécula de PQS e aeruginaldeido em cada tempo de
cultivo, mesmo com o desenvolvimento de um processo de purificacdo

mais eficaz para quinolonas sinalizadoras.
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RESUMO

PROCESSO DE PRODUGAO, EXTRAGAO E PURIFICAGAO CONJUNTA DE
2-HEPTIL-3,4-HIDROXIQUINOLONA (PQS) E 2-(2-HIDROXIFENIL)-THIAZOL -
4-CARBALDEIDO (1QS).

A presente invencéao trata de um processo de producao, extracéo e purificacéo
conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-
carbaldeido (IQS) por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa de forma
simultdnea, ambos envolvidos na regulacdo da viruléncia deste patéogeno
oportunista. O processo desenvolvido permite a biossintese e secre¢ao destas
moléculas em um tempo de cultivo curto, o que diminui os custos operacionais
do processo. Desta forma, o invento permite a obtencdo de extratos brutos
menos complexos e consequentemente com maior pureza dos compostos, o que
favorece as técnicas de purificacdo. Assim o presente processo possibilita a
obtencgao biotecnoldgica de PQS e IQS, ambos com alto potencial de aplicagéo

farmacéutica, a partir de métodos simples e de baixo custo.
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RELATORIO DESCRITIVO

PROCESSO DE PRODUGAO, EXTRAGAO E PURIFICAGAO CONJUNTA DE 2-
HEPTIL-3,4-HIDROXIQUINOLONA (PQS) E 2-(2-HIDROXIFENIL)-THIAZOL-4-
CARBALDEIDO (1QS).

Campo da Invencgao

[01] Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa metabolicamente
versatil, encontrada nos mais variados ambientes. Sua grande adaptabilidade aos
mais diversos ambientes é reflexo de seu extenso genoma, responsavel pela
expressao de multiplas proteinas envolvidas no catabolismo, regulagéo, transporte
e viruléncia (STOVER, C. K. et al. Complete genome sequence of Pseudomonas
aeruginosa PAO1, an opportunistic pathogen. Nature, v. 406, n. 6799, p. 959-964,
2000.; LYCZAK, J.B.; CANNON, C. L.; PIER, G. B. Establishment of Pseudomonas
aeruginosa infection: Lessons from a versatile opportunist. Microbes and Infection,
v.2,n.9, p. 1051-1060, 2000).

[02]Um efeito significante para a competitividade e viruléncia deste microrganismo
deve-se a sua habilidade de sintetizar numerosos fatores de viruléncia, incluindo
exotoxinas, ramnolipideos, fenazinas e formacgédo de biofime (SMITH, R. S
IGLEWSKI, B. H. P. aeruginosa quorum-sensing systems and virulence. Current
Opinion in Microbiology, v. 6, n. 1, p. 56—60, 2003). A producgao destes fatores de
viruléncia € controlada por um mecanismo quimico de comunicagao bacteriana
dependente da densidade celular que coordena a expressao génica por meio de
pequenas moléculas sinalizadoras difusiveis, conhecido como quorum sensing
(QS) (BALASUBRAMANIAN, D.; SCHNEPER, L.; KUMARI, H.; MATHEE, K. A
dynamic and intricate regulatory network determines Pseudomonas aeruginosa
virulence. Nucleic Acids Research, v. 41, n. 1, p. 1-20, 2013.).

[03]O QS de P. aeruginosa é organizado hierarquicamente, consistindo em quatro
mecanismos de sinalizacao interconectados, chamados Las, Rhl, PQS, e o mais
recentemente descoberto sistema de QS nomeado |1QS (LEE, J.; ZHANG, L. The
hierarchy quorum sensing network in Pseudomonas aeruginosa. Protein and Cell,
v.6,n.1, p. 26-41, 2015.).
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[04]Nos sistemas Las e Rhl, Lasl e Rhll sintetizam as moléculas sinalizadoras da
classe das acil-homoserinolactonas (HSL) N-(3-oxododecanoil)-HSL (30-C12-
HSL) e N-butiril-HSL (C4-HSL), respectivamente, que por sua vez regulam a
expressao de genes-alvo pela ligagdo a seus respectivos ativadores de
transcrigao, LasR e RhIR (DIETRICH, L. E. P.; PRICE-WHELAN, A.; PETERSEN,
A.; WHITELEY, M.; NEWMAN, D. K. The phenazine pyocyanin is a terminal
signalling factor in the quorum sensing network of Pseudomonas aeruginosa.
Molecular Microbiology, v. 61, n. 5, p. 1308-1321, 2006).

[05] P. aeruginosa também sintetiza dois sinalizadores da classe das quinolonas, 2-
heptil-3-hidroxil-4-quinolona, também chamado Pseudomonas quinolone signal
(PQS), e seu precursor 2-heptil-4-quinolona (HHQ). Ambos, PQS e HHQ, se ligam
ao regulador transcricional PgsR para induzir alguns genes de viruléncia
(BALASUBRAMANIAN, D.; SCHNEPER, L.; KUMARI, H.; MATHEE, K. A dynamic
and intricate regulatory network determines Pseudomonas aeruginosa virulence.
Nucleic Acids Research, v. 41, n. 1, p. 1-20, 2013).

[06] Mais recentemente, foi reportado um novo sistema de sinalizagdo de QS mediado
por 2-(2-hidroxifenil) tiazol-4-carbaldeido também denominado aeruginaldeido ou
IQS do inglés “integrated quorum sensing system”. O aeruginaldeido € sintetizado
a partir de sintetases peptidicas nao ribossomais envolvidas na sintese da
pioquelinas (uma classe de sideroforos) (YE, L.; CORNELIS, P.; GUILLEMYN, K;
BALLET, S.; CHRISTOPHERSEN, C.; HAMMERICH, O. Structure revision of N-
mercapto-4-formylcarbostyril produced by Pseudomonas fluorescens G308 to 2-
(2-hydroxyphenyl)thiazole-4-carbaldehyde [aeruginaldehyde]. Natural Product
Communications, v. 9, n. 6, p. 789-794, 2014).

[07]PQS foi purificado e identificado por Pesci e colaboradores (PESCI, E. C,;
MILBANK, J. B. J.; PEARSON, J. P.; MCKNIGHT, S.; KENDE, A. S;
GREENBERG, E. P.; IGLEWSKI, B. H. Quinolone signaling in the cell-to-cell
communication system of Pseudomonas aeruginosa. Proceedings of the National
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Academy of Sciences of the United States of America, v. 96, n. 20, p. 11229—
11234, 1999). Esta quinolona reprime a ligacdo do fator de transcricdo NF-kB,
impedindo sua ativagado e consequentemente reprimindo a expressdo de genes-
alvo relacionados as vias da resposta imune em mamiferos (KIM, K.; KIM, Y. U.;
KOH, B. H.; HWANG, S. S; KIM, S. H.; LEPINE, F.; CHO, Y. H.; LEE, G. R. HHQ
and PQS, two Pseudomonas aeruginosa quorum-sensing molecules, down-
regulate the innate immune responses through the nuclear factor-kB pathway.
Immunology, v. 129, n. 4, p. 578-588, 2010). Além disso, estd molécula também
reduz o nivel intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS), exibindo
propriedade antioxidante préxima & do ascorbato (Vitamina C) (HAUSSLER, S;
BECKER, T. The pseudomonas quinolone signal (PQS) balances life and death in
Pseudomonas aeruginosa populations. PLoS Pathogens, v. 4, n. 9, 2008). Ja IQS
foi purificado e identificado por Lee e colaboradores (LEE, J.; WU, J.; DENG, Y.;
WANG, JING; WANG, C.; WANG, JIANHE; CHANG, C.; DONG, Y.; WILLIAMS, P;
ZHANG, L. H. A cell-cell communication signal integrates quorum sensing and
stress response. Nature Chemical Biology, v. 9, n. 5, p. 339-343, 2013) e possui
provavel atividade antifungica. Aparentemente, a co-ocorréncia de IQS e de seu
derivado aeruginol pode funcionar como tamp&o para o microrganismo produtor e
assim impedindo o estresse oxidativo (YE, L.; CORNELIS, P.; GUILLEMYN, K;
BALLET, S.; CHRISTOPHERSEN, C.; HAMMERICH, O. Structure revision of N-
mercapto-4-formylcarbostyril produced by Pseudomonas fluorescens G308 to 2-
(2-hydroxyphenyl)thiazole-4-carbaldehyde [aeruginaldehyde]. Natural Product
Communications, v. 9, n. 6, p. 789-794, 2014).

[08]Como PQS apresenta efeitos na modulagédo da resposta imune do hospedeiro e
propriedades antioxidantes conhecidas, esta quinolona pode apresentar potencial
terapéutico, sendo um provavel alvo para desenvolvimento de novas drogas anti-
inflamatdrias e antioxidantes. Ja o IQS apresenta possivel atividade antifungica e
sua estrutura sugere ainda propriedades antioxidantes. Dada a importancia destas
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moléculas como possiveis agentes anti-inflamatérios, antimicrobianos e
antioxidantes de interesses nas industrias farmacéutica e cosmética, a busca por
métodos de producgao, extragao e purificagao eficientes e de baixo custo torna-se

essencial para obtencao destes compostos, a fim de testar suas propriedades.

Antecedentes da Invencao

[09] A invencao US2004002130A1 refere-se a métodos de deteccao de PQS e das
células bacterianas que as produzem, bem como meétodos de tratamento de
infeccbes bacterianas com compostos como antranilato de metila. A detecgdo e o
tratamento de Pseudomonas sao particularmente preferidos.

[010] O processo EP1959990A2 descreve novos adjuvantes e seus usos em composi¢des
farmacéuticas, como em vacinas. Em particular, a presente invencao fornece novos
compostos Uteis como adjuvantes e / ou imunomoduladores para vacinagao
profilatica e / ou terapéutica no tratamento de doencas infecciosas, doencas
inflamatdrias, doengas autoimunes, tumores, alergias, bem como para o controle da
fertilidade em humanos ou populagdes animais. Os compostos séo particularmente
uteis ndo apenas como adjuvantes sistémicos, mas preferencialmente como
adjuvantes mucosais. Além disso, a invengado refere-se a sua utilizagdo como
ingredientes ativos em composi¢des farmacéuticas.

[011] A invencdo WO0218342A2 se refere a novas moléculas sinalizadoras bacterianas
da classe das quinolonas, mais especificamente, moléculas Pseudomonas quinolone
signal (PQS), conhecida também como 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona e seus
analogos e derivados sdo também descritos. Esta invengdo também descreve
composi¢oes terapéuticas contendo as moléculas e métodos, como metodos
terapéuticos para regular a expressao génica, para identificar moduladores das
moléculas sinalizadoras e para modular a sinalizacdo de deteccdo de quorum
sensing em bactérias usando os compostos da invencgéo.

[012] A invengdo CN110124541A consiste em uma membrana composta modificada pela
adicdo de inibidor de molécula quinolona sinalizadora com atividade contra
contaminagdo bioldgica, assim como o método de preparagdo destas. As

membranas tém como finalidade o tratamento de agua. O método de preparagao
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compreende as seguintes etapas: 1) submeter um inibidor de quinolona sinalizadora
(PQS) antranilato de metila (MA) e um éxido de grafeno de nanomaterial (GO) a uma
reagdo de condensagdo de hidratagdo de modo a preparar um material
nanocomposito estavel GO / MA ; 2) realizagao do tratamento de mistura e adigéao
do material nanocomposito GO / MA e fluoreto de polivinilideno (PVDF) em um
solvente para preparar uma solugédo de fundicdo de membrana; e 3) realizagéo de
tratamento de conversao de fase para preparar a membrana composta modificada
GO / MA-PVDF. Uma série de experiéncias de otimizagao provam que o fluxo de
agua da membrana composta GO / MA-PVDF preparada pela invengdo é
obviamente melhorado para 150 L / m? h bar. A amplitude de redugéo de fluxo da
membrana composta GO / MA PVDF modificada é reduzida em 27 % em
comparagdo com a de uma membrana PVDF, os conteudos de proteina do
componente biolégico da membrana e polissacarideo na superficie da membrana
modificada s&o reduzidos em 67 % e 39 %, respectivamente, e o numero de células
€ reduzido em 72 %. Os resultados apresentados na invengdo comprovam que a
membrana composta modificada possui resisténcia bioldgica a poluicao.

[013] A patente BR112018067655A2 refere-se a modulagao da flora de bactérias em um
ambiente, inibindo a detec¢ao de quorum de uma bactéria especifica no ambiente
especifico por administracdo de uma quantidade eficaz de uma composi¢cao de
controle de deteccao de quorum, que envolve pelo menos um agente de controle de
deteccao de quorum, o qual € um inibidor adsorvente / catalitico para uma molécula
de sinal QS, tais como, n-acil homoserina lactonas (AHL), Pseudomonas quinolone
signal (PQS) e moléculas de detecgao de quorum autoindutor-1 (Al-1) e autoindutor-
2 (Al-2). Os agentes de controle de deteccdo de quorum incluem um material
adsorvente, mineral adsorvente ou mineral ndo poroso tais como, argilas de
filossilicato, silica, calcite, zedlitas, terra de diatomaceas, esmectite, carvao ativado,
uma nanoparticula ou uma combinacao de qualquer um dos mesmos. Os métodos
descritos nesta invengao compreendem a inibicdo da deterioracdo dos alimentos e

a prevencao de vibrides nos peixes ou crustaceos.
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[014] A invencdo BR10202001370 refere-se a um processo de producio de PQS, 2-heptil-
3,4-hidroxiquinolona, por fermentagcdo submersa utilizando meio de sais e glicerol
como fonte de carbono. Através deste processo pode-se ativar os genes do sistema
de quorum sensing da bactéria, proporcionando uma maior produ¢cao de moléculas
quorum sensing, como as pertencentes a classe de quinolonas. Deste modo, o
processo de produgdo empregado favorece o aumento da concentragdo de
quinolonas secretadas pelo microrganismo. A invengao também prové a extragao
acido-base e purificagdo de PQS produzida por esta tecnologia, sendo possivel obter
a molécula com elevado grau de pureza, menor custo de processo e ainda
consideravel redugao de residuos quimicos.

[015] As patentes encontradas como anterioridades descrevem: 1) métodos de deteccao
de PQS e de seus produtores bem como tratamentos para infecgdes bacterianas; 2)
utilizacdo de PQS e seus conjugados como adjuvantes para aplicagédo terapéutica
em composi¢cdes farmacéuticas; 3) emprego de PQS e seus analogos em
composicoes terapéuticas a fim de modular a detecgdo de quorum sensing em
bactérias; 4) desenvolvimento de uma membrana composta modificada pelo uso de
inibidor de PQS para realizagdo de tratamento de agua; 5) aplicagdo de materiais
porosos para interromper quorum sensing bacteriano, a fim de inibir deterioragao dos
alimentos e prevenir vibribes em peixes ou crustaceos; 6) processo de produgao,
extragao e purificacdo de PQS.

[016]Ja o presente invento, tem o propdsito de desenvolver um processo de produgao
simultdnea de PQS e IQS a partir de fermentacéo submersa de P. aeruginosa. E
ainda, extrair ambas as moléculas secretadas no meio de cultivo e purifica-las com
métodos rapidos, simples e baratos. Desta forma, com este processo biotecnoldgico
€ possivel obter estas moléculas de forma eficiente e com pureza para avaliar

possiveis caracteristicas e propriedades farmacéuticas.

Sumario da Invencao

[017]A presente invencao trata de um processo de producado, extracdo e purificacao
conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-
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carbaldeido (IQS) por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa, ambos
envolvidos na regulagéo da viruléncia deste patdogeno oportunista. Muito pouco se
tem descrito na literatura cientifica sobre métodos de extragao e purificacédo de PQS
e IQS, e ndo ha, até o presente momento, depdsito de patente que contemple este
tipo de processo. Além de estarem envolvidos na regulagdo da viruléncia de P.
aeruginosa, PQS apresenta grande potencial de aplicagdo farmacéutica devido as
suas potenciais atividades anti-inflamatéria e imunossupressoras, enquanto 1QS
apresenta atividade antifungica

[018] O objetivo do presente invento € produzir simultaneamente os metabdlitos PQS e
IQS por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa, e extrai-los e purifica-los.
O processo de produgao descrito permite a biossintese e secrecao destas moléculas
em um tempo de cultivo curto, o que diminui os custos operacionais do processo.
Desta forma, este processo de producao permite a obtencéo extratos brutos menos
complexos e consequentemente com maior pureza dos compostos, o que favorece
as técnicas de extragao e purificagdo. Adicionalmente, com o presente processo
biotecnoldgico é possivel purificar PQS e 1QS a partir de métodos simples e de baixo

custo.

Descriciao Detalhada da Invencao

[019] Foi utilizada a cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1, isolada na Australia a partir
de feridas humanas infectadas (HOLLOWAY, B. W. Genetic recombination in
Pseudomonas aeruginosa. J. Gen. Microbiol., 13, 572, 1955). Além de apresentar a
sequéncia completa do seu genoma publicada, esta é a cepa de Pseudomonas
aeruginosa mais empregada em estudos cientificos (STOVER, C. K. et al. Complete
genome sequence of Pseudomonas aeruginosa PAO1, an opportunistic pathogen.
Nature, v. 406, n. 6799, p. 959-964, 2000). Este microrganismo esta depositado no
banco colegdo de culturas americano ATCC (do inglés: American Type Culture
Collection) sob o numero ATCC 15692.

[020] Para o processo de producao das moléculas de interesse foram realizados dois pré-

inéculos (para ativagdo do microrganismo) e um indculo. Os pré-inéculos foram
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realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL do meio Luria-Bertani
(composigao por litro: 10 g NaCl, 10 g triptona e 5 g extrato de levedura), sendo que
o primeiro deles foi inoculado com 3-5 colénias de PAO1, obtidas de cultivo em meio
Luria-Bertani adicionado de 1,5 % (m/v) de agar, e incubado em agitador orbital por
12-20 h em temperaturas de 30 a 37°C e rotacédo de 150 a 250 rpm. Ja o segundo
pré-indculo foi feito com a adigdo de 2 — 5 % do primeiro pré-inoéculo (v/v) e incubado
nas mesmas condigdes.

[021] O indculo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo volume de 80 -
120 mL de meio de sais (contendo, por litro: 3,0 g KH2PO4; 7,0 g K2HPO4; 0,2 g
MgS04.7H20 e 1,0 g (NH4)2S04) adicionado de glicerol 3 - 6 % (v/v). Os meios foram
inoculados com 2 — 4 % do segundo pré-inéculo (v/v) e incubados a 30 - 37°C com
rotacdo de 150 - 250 rpm por 3 e 9 dias.

[022] Nos tempos adequados, os in6culos foram interrompidos por centrifugagcéo a 3.000
- 6.000 g por 10 - 30 minutos, e os sobrenadantes livres de células foram submetidos
a extracao acido-base nos pHs 11 e 2, respectivamente, com acetato de etila na
propor¢cao de 1:3 (v/v), por trés vezes cada. As fases organicas de cada pH,
recuperadas por meio de funil de separacao, foram concentradas em evaporador
rotatério e os extratos resultantes foram secados e pesados. Posteriormente, os
extratos organicos foram submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD)
analitica (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4, 20 x 20 cm), utilizando
placas com e sem ativagdo com solugao de 5 % de KH2POa4. Foram utilizadas duas
fases moéveis para eluicdo dos diferentes compostos produzidos, sendo elas misturas
de CH2CI2:CH30OH 1 -5 % e CHCI3:CH30OH 1 - 5 %. Para identificagao dos compostos
de interesse, as placas foram reveladas sob luz UV, e com o emprego dos
reveladores vanilina e CH3OH:H2S04 10%.

[023] O extrato bruto organico acido (pH 2) de 3 dias foi submetido a cromatografia em
camada delgada preparativa, utilizando placa de vidro de 20 x 20 cm revestida com
1,0 mm de silica gel 60 P/UV254 Macherey-Nagel, ativada em estufa a 100 °C por 1
- 3 horas. Para eluicao dos componentes foi CHCI3:CH30OH 1 - 5 % como fase movel,

e as bandas de interesse foram removidas e eluidas com cloroférmio e metanol. Por
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fim, as fragbes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica.

[024] Os extratos brutos organicos basicos (pH 11) também foram submetidos ao processo
de purificagdo por cromatografia em camada delgada preparativa, utilizando placa
de vidro de 20 x 20 cm revestida com 1,0 mm de silica gel 60 P/UV254 Macherey-
Nagel preparada com solu¢do de KH2PO4 5 %, ativada em estufa a 100 °C por 1 -3
horas. Para eluicdo dos componentes foi utilizado CH2Cl2:CH3OH 1 - 5 % como fase
movel. As bandas de interesse foram removidas e eluidas com diclorometano e
metanol. As fragdes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica.

[025] A figura 1 apresenta todas as etapas do processo, em que 0s numeros indicam os
processos e as letras correspondem aos respectivos produtos. A partir do segundo
pré-indculo (A) é feito o in6culo do meio de cultivo (B), como mostra o primeiro
processo. O segundo processo € caracterizado pela incubagdo do produto B em
temperatura de 30 °C a 37 °C por 3 e 9 dias, gerando os produtos C ao final do
processo. O processo 3 consiste na extracdo acido-base (nos pHs 11 e 2,
respectivamente) do sobrenadante livre de células de cada produto C com acetato
de etila na proporgdo de 1:3 v/v por trés vezes cada, dando origem as fases
organicas (indicadas pelas setas) apresentadas nos produtos D. Apds recuperagao
em funil de separacdo, estas fases organicas sao evaporadas em evaporador
rotatério (processo 4) obtendo-se quatro extratos orgéanicos, sendo eles basicos (pH
11) e acidos (pH 2) de cada cultivo (E). Os produtos E basicos e o acido de 3 dias
sdo submetidos a processo de purificagdo por cromatografias em camada delgada
preparativa (processo 5), como previamente descrito. Para confirmagao estrutural,
os produtos purificados s&o analisados por espectrometria de massa e ressonancia
magnética nuclear (processo 6).

[026] O fluxograma 1 mostra que esquematiza o processo de extracdo acido-base do
sobrenadante livre de células dos cultivos (3 e 9 dias) até a obtengdo dos quatro
extratos organicos, sendo eles o extrato basico de 3 dias (B3), extrato acido de 3
dias (A3), extrato basico de 9 dias (B9) e extrato acido de 9 dias (A9).
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[027] Fluxograma 1: Fluxograma do processo de extragdo acido-base do sobrenadante
livre de células dos cultivos de 3 e 9 dias com acetato de etila, até obtencao de quatro

extratos brutos organicos B3, A3, B9 e A9.

‘ Produciio conjunta
de PQS e 1QS

|
b .

Interrupcio do Interrupcio do
cultivo com 3 dias | cultivo com 9 dias |

| | | |
1 N — S

/ Extragio Basica | Extracio Acida | | Extraciio Basica | Extracio Acida
pH 11 pH 2 pH 11 ‘ pH 2
(B3) ; (A3) (B9) (A9)

[028] A figura 2 apresenta CCDs analiticas de cada extrato bruto, incluindo padrées das
moléculas PCA, PQS e IQS para comparacgao a fim de determinar a presenca destes
compostos nos extratos obtidos. A fase mével utilizada foi cloroférmio: metanol 1 —
5 %, e as placas foram reveladas sob luz UV (A), com metanol: acido sulfurico 10%
(B), com metanol: acido sulfurico 10% seguido de aquecimento (C), com vanilina (D)
e com vanilina seguida de aquecimento (E). As setas vermelhas indicam a presenca
de PQS nos extratos basicos enquanto as setas laranja indicam a presenca de IQS
no extrato acido de 3 dias. Estes extratos foram submetidos ao processo de
purificacao.

[029] A Figura 3 exemplifica o processo de purificagdo por cromatografia em camada
delgada preparativa. Primeiramente, as amostras sé&o aplicadas, separadamente, na
placa de silica (A) (fase estacionaria), a qual pode ser preparada ou ndo com solugéo
de KH2PO4 5 %, conforme descrito previamente. Apds a aplicagdo da amostra a
placa é colocada em cuba contendo a fase mével especifica para ocorrer a eluicao
(B). Ap6s a eluigao, as bandas de interesse sao cuidadosamente raspadas (C), a
banda que contém PQS sé podera ser visualizada sob luz UV. Por fim, cada banda
raspada é extraida com solvente em funil (D) e secada para posteriores analises.

[030]Na Figura 4 esta apresentado o processo de purificacao do IQS a partir do extrato
bruto orgénico acido com 3 dias (A3) por CCD preparativa, utilizando como fase
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movel cloroférmio: metanol 1 — 5 %. Por se tratar de composto colorido é possivel
sua visualizagao logo apods a corrida (A) sem necessidade do uso de reveladores.
Para avaliar o processo de purificagdo foram realizadas CCDs analiticas deste
processo, mostrando A3, a molécula do IQS purificado (1) indicada também pela seta
vermelha, composto avermelhado (2), composto amarelado (3) incluindo os padrées
de IQS e de PCA. Como fase mdével foi utilizada a mistura cloroférmio: metanol 1 —
5 %, e as placas foram reveladas sob luz UV (B) e com metanol: &cido sulfurico 10
% seguido de aquecimento (C). Como pode ser observado, IQS apresentou-se mais
concentrado na primeira fragdo obtida da purificacdo, comparando com A3 e com
outras regides (2 e 3) que foram purificadas.

[031] A Figura 5 apresenta o processo de purificagdo de PQS a partir dos extratos brutos
organicos basicos (pH 11) com 3 (A) e 9 dias (B) por CCDs preparativas. As placas
foram preparadas com KH2POs4 5 % e a fase movel utilizada foi diclorometano:
metanol 1 — 5 % e elas foram reveladas sob luz UV para visualizacdo da molécula
de interesse. O processo de purificagdo foi acompanhado por CCDs analiticas, que
mostraram que a molécula de PQS (indicada pela seta vermelha) foi purificada de
ambas as placas (P3 e P9), quando comparadas com o padrdo PQS também
aplicado. As placas analiticas, também preparadas com KH2PO4 5 % utilizando como
fase movel diclorometano: metanol 1 — 5 %, foram reveladas sob luz UV (C), com
metanol: acido sulfurico 10 % seguido de aquecimento (D) e com vanilina seguido
de aquecimento (E).

[032]A identificagdo e caracterizagdo estrutural do aeruginaldeido foi feita por
espectrometria de massas e por espectroscopia de ressonancia nuclear magnética.
O composto foi identificado como 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido (Figura
6), de massa exata 205,02 Da, formula molecular C1oH7NO2S, pico de massa
predominante no espectro de massas no modo positivo aduto de hidrogénio [M+H?*]
= 206.0271 m/z (Grafico 1).
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[033] Grafico 1: Espectro de massas produzido obtido por ESI-qTOF de 2-(3- hidroxifenil)-
1,3-Tiazol-4-carbaldeido.

X106 ]
] 2060271

Intensidade

0.9
1 208.0426
207.0302

DD T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
205 206 207 208

m/s

[034] A analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear, RMN, de IQS mostra
majoritariamente sinais caracteristicos para os diferentes grupos quimicos; 2- (3-
hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido. Os espectros foram calibrados pelo sinal do
carbono da carbonila da acetona adicionada como padrao interno. No espectro de
RMN de '3C é possivel atribuir (Figura 7) o sinal em 185.05 ppm ao carbono
carbonilico do carbaldeido, confirmado como aldeido por espectro bidimensional
'H-BHSQC, correlacionando o mesmo ao sinal de hidrogénio em 10,00 ppm
(Figura 8). O sinal do carbono hidroxilado do anel fenilico, caracterizado pela
auséncia de hidrogénio associado no HSQC, é observado em 155,17 ppm, assim
como 164,08 ppm caracteristico para tiazol substituido em 2. Os sinais de Ca, Cs,
Ce foram assinalados pelo acoplamento dos sinais de 'H — '"H COSY de 7,38 ppm
tanto com 7.07 e 7.00 ppm (Figura 9). Os assinalamentos dos sinais de
ressonancia magnética nuclear estdo sumarizados na Tabela 1.

[035] Tabela 1 - Assinalamentos de'H e '3C para a molécula IQS (aeruginaldeido) obtidos

a partir da analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear.
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Nucleo * a. TH (ppm) b. 13¢ (ppm)
1 - c. 155,17
2,5 d. 8,2 f, 127,6
e. 8,73 g. 131,55
3,4 - h. 118,6
. 153,07
4,6 j. 7,00 k 119,5
. 7,07 m. 116,4
5 n. 7,38 o. 131,7
2 - p. 164,08
6 q 10,00 r. 185,05

*Carbonos assinados Figura 5

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS:

[036] Figura 1: Modelo esquematico do processo de produg¢do conjunta dos compostos

PQS e IQS obtidos por fermentacado submersa em reatores de 250 mL, e o processo
de extracao e purificagao destas moléculas.

[037] Figura 2: CCDs analiticas dos extratos brutos organicos basicos e acidos com 3 e 9
dias e os padrées PCA, IQS, PQS.

[038] Figura 3: Modelo esquematico do processo de purificagdo por cromatografia em
camada delgada preparativa.

[039] Figura 4: Purificagdo do IQS a partir do extrato bruto organico acido com 3 dias (A3)
por CCD preparativa e analise do resultado desta purificacdo por CCDs analiticas.

[040] Figura 5: Purificagao do PQS a partir dos extratos brutos orgéanicos basicos (pH 11)
com 3 e 9 dias por CCDs preparativas, e analise do resultado destas purificagcboes
por CCDs analiticas.

[041]Figura 6: Estrutura proposta para o composto 1QS, 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-
carbaldeido.

[042] Figura 7: Espectro de ressonancia magnética nuclear de 13C do 2- (3-hidroxifenil)-
1,3-Tiazol-4-carbaldeido em solvente DMSO-d6, a 25 °C.

[043] Figura 8: Espectro de ressonancia magnética nuclear bidimensional TH13HSQC do
2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido em solvente DMSO-d6, a 25 °C.
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[044] Figura 9: Espectro de ressonéncia magnética nuclear de correlagéo de hidrogénios
- COSY do 2-(3-hidroxifenil)-1,3-Tiazol-4-carbaldeido em solvente DMSO-d6, a 25
°C.
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[046] Tabela 1 - Assinalamentos de'H e '*C para a molécula IQS (aeruginaldeido)

obtidos a partir da analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear.

Nucleo * S. 14 (ppm) t. 13¢ (ppm)
1 - u. 155,17
2,5 V. 8,2 X. 127,6
w. 8,73 y. 131,55
3,4 - z. 118,6
aa. 153,07
4,6 bb. 7,00 cc. 119,5
dd. 7,07 ee. 116,4
5 ff. 7,38 gg. 131,7
2 - hh. 164,08
6’ i 10,00 Ji- 185,05

*Carbonos assinados Figura 5
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REIVINDICACOES

1.  Processo de producgao extragao e purificagao conjunta de 2-heptil-3,4-
hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS),
caracterizada pelo processo de fermentacdo submersa para obtencéao de 2-heptil-
3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)
produzidos e excretados por Pseudomonas aeruginosa; utilizando de glicerol como

fonte de carbono e indutor de sintese;

2. Processo de producao extracao e purificagdo conjunta de 2-heptil-3,4-
hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS), de
acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pela extracdo acido-base a partir de
sobrenadante livre de células, resultando na obtencdo do extrato bruto basico
concentrado de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona e extrato

bruto acido contendo 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido;

3. Processo de produgao extragcao e purificagdao conjunta de 2-heptil-3,4-
hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)de
acordo com as reivindicagdes anteriores, caracterizada pela obtencao de 2-heptil-
3,4-hidroxiquinolona (PQS) e de 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS) a
partir de purificagdo do extrato organico acido por cromatografia em camada

delgada preparativa;

Peti¢do 870220067902, de 01/08/2022, pag. 25/40



1/4

DESENHO

FIG.1

3,0 g/L KH,PO,
7,0 g/l K,HPO,
02 g/L MgSO,.7H,0 MERp
1,0 g/L (NH,),S0O,
\_\'i% v/v de glicerol

s brutos

P

Extrato

organicos

Identificacao Purificacio

dos dos ;
compostos extratos ‘ ‘9pgi‘=; 1
purificados organicos [ e 2

Peti¢do 870220067902, de 01/08/2022, pag. 26/40



2/4

FIG.3
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FIG.8
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Josiane Alessandra Vignoli Camilios, brasileira, docente da
Universidade Estadual de Londrina, portadora do CPF n°® 278.450.908-75,
residente e domiciliada a Al. Pé Vermelho, 180 — apto 2202, Londrina/PR, CEP
86050-492, DECLARO para os devidos fins de direito e a quem possa interessar
que através desta, e na qualidade professora do ensino superior, cedo a
Universidade Estadual de Londrina os direitos inerentes a invengao denominada
“Processo de producao extragao e purificagcado conjunta de 2-heptil-3,4-
hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)”, a
fim de que a mesma possa requerer perante o INPI — Instituto Nacional de
Propriedade Industrial o pedido de patente de invengao, mantendo a declarante

na qualidade de “inventora” da referida invengao.

Londrina, 22 de julho de 2022.

;\%éd\f‘vlv{j‘ A AAAFHKA
JosianelAlessandra Vignoli Camilios
CPF n° 278.450.908-75
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Doumit Camilios Neto, brasileiro, docente da Universidade Estadual
de Londrina, portador do CPF n°® 004.337.049-77, residente e domiciliado a Al.
Pé Vermelho, 180 — apto 2202, Londrina/PR, CEP 86050-492, DECLARO para
os devidos fins de direito e a quem possa interessar que através desta, e na
qualidade professor do ensino superior, cedo a Universidade Estadual de
Londrina os direitos inerentes a invengcao denominada “Processo de producgao
extragao e purificagao conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-
(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)”, a fim de que a mesma possa
requerer perante o INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial o pedido
de patente de invencdo, mantendo o declarante na qualidade de “inventor’ da

referida invengéo.

Londrina, 22 de julho de 2022.

Doumit Camilios Neto
CPF n° 004.337.049-77
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, César Augusto Tischer, brasileiro, docente da Universidade Estadual de
Londrina, portador do CPF n° 940.015.299-04, residente e domiciliado 229
Greenridge ST Ottawa ON K1C 7R8, Canada, DECLARO que, para os devidos
fins de direito e a quem possa interessar que através desta, e na qualidade de
professor do ensino superior, cedo a Universidade Estadual de Londrina os
direitos inerentes a invengao denominada “Processo de produgao extragao e
purificacdo conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-
hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)”, a fim de que a mesma possa
requerer perante o INPI — Instituto Nacional da Propriedade Industrial o pedido
de patente de invencdo, mantendo o declarante na qualidade de “inventor’ da

referida invengéo.

Londrina, 22 de julho de 2022.

[ —a [ —]
bésar__AuJugto Tischer

~

CPF n° 940.015.299-04
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Daniele Sartori, brasileira, docente pela Universidade Estadual de Londrina,
portadora do CPF n° 031.141.419-27, residente e domiciliada a Rua Benjamin
Franklin, n° 300, Apto. 306 BLO4, Londrina - PR, CEP: 86.063-240, DECLARO
para os devidos fins de direito e a quem possa interessar que através desta, e
na qualidade de docente do ensino superior, cedo a Universidade Estadual de
Londrina os direitos inerentes a invengao denominada “Processo de produgao
extragao e purificagao conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-
(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)”, a fim de que a mesma possa
requerer perante o INPI — Instituto Nacional da Propriedade Industrial o pedido
de patente de invengdo, mantendo a declarante na qualidade de “inventora” da

referida invengéo.

Londrina, 22 de julho de 2022.

7) Con 42"
) s Qovou

."'y,a,l'zf.l-—l

Daniele Sartori
CPF: 031.141.419-27
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Emili Bruna Toso Bueno, brasileira, discente de graduagédo da
Universidade Estadual de Londrina, portadora do CPF n° 431.235.948-23,
residente e domiciliada a Rua Tiradentes, 137 - Centro, Estrela do Norte/SP,
CEP: 19230-000, DECLARO para os devidos fins de direito e a quem possa
interessar que através desta, e na qualidade estudante do ensino superior, cedo
a Universidade Estadual de Londrina os direitos inerentes a invengao
denominada “Processo de producao extragcao e purificagao conjunta de 2-
heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido
(1QS)”, a fim de que a mesma possa requerer perante o INPI — Instituto Nacional
de Propriedade Industrial o pedido de patente de invengdo, mantendo a

declarante na qualidade de “inventora” da referida invencéo.

Londrina, 22 de julho de 2022.

Bl Bpuprns Jom Lines

Emili Bruna Toso Bueno
CPF n°431.235.948-23
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Kamila Byanca Baldin Wessel, brasileira, discente de pos
graduagdo da Universidade Estadual de Londrina, portadora do CPF n°
067.003.609-94, residente e domiciliada a Rua Delaine Negro, 55, Apto 105,
Londrina/PR, CEP 86050-680, DECLARO para os devidos fins de direito e a
quem possa interessar que através desta, e na qualidade estudante do ensino
superior, cedo a Universidade Estadual de Londrina os direitos inerentes a
invencdo denominada “Processo de producao extragcao e purificagao
conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-
4-carbaldeido (1QS)”, a fim de que a mesma possa requerer perante o INPI —
Instituto Nacional de Propriedade Industrial o pedido de patente de invencéo,

mantendo a declarante na qualidade de “inventora” da referida invencgao.

Londrina, 22 de julho de 2022.

Koo B0 Womd
Kamila Byanca Baldin Wessel
CPF n° 067.003.609-94
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Marcelo Rodrigues de Melo, brasileiro, docente da Universidade
Estadual de Londrina, portador do CPF n° 036.806.929-00, residente e
domiciliado a Rua Luiz Lerco, 355, Apto 903 — BL 2, Londrina/PR, CEP: 86047-
610, DECLARO para os devidos fins de direito e a quem possa interessar que
através desta, e na qualidade professor do ensino superior, cedo a Universidade
Estadual de Londrina os direitos inerentes a invencdo denominada “Processo
de producdo extracao e purificagdo conjunta de 2-heptil-3,4-
hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)”, a
fim de que a mesma possa requerer perante o INPI — Instituto Nacional de
Propriedade Industrial o pedido de patente de invengao, mantendo o declarante

na qualidade de “inventor” da referida invencgao.

Londrina, 22 de julho de 2022.

i /A

Margélg/Rodrigues de Melo
PF n° 036.806.929-00
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DECLARACAO DE CESSAO

EU, Rubia Casagrande, brasileira, docente da Universidade Estadual de
Londrina, portadora do CPF n°® 276.286.868-85, residente e domiciliada a Rua
Eurico Hummig, 350 - Gleba Fazenda Palhano, Londrina - PR, 86050-464,
DECLARO para os devidos fins de direito e a quem possa interessar que através
desta, e na qualidade de professora do ensino superior, cedo a Universidade
Estadual de Londrina os direitos inerentes a invencao denominada “Processo
de producdo extragcao e purificagdo conjunta de 2-heptil-3,4-
hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-4-carbaldeido (IQS)”, a
fim de que a mesma possa requerer perante o INPI — Instituto Nacional de
Propriedade Industrial o pedido de patente de invencao, mantendo a declarante

na qualidade de “inventora” da referida invencao.

Londrina, 22 de julho de 2022.

/}\7@ bia (C v Jw/ru A (LL/

Rubia Casagrande
CPF n° 276.286.868-85
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DECLARAGAO DE CESSAO

EU, Waldiceu Aparecido Verri Junior, brasileiro, docente da
Universidade Estadual de Londrina, portador do CPF n° 025.652.899-36,
residente e domiciliado a Rua Eurico Hummig, 350 - Gleba Fazenda Palhano,
Londrina - PR, 86050-464, DECLARO para os devidos fins de direito e a quem
possa interessar que através desta, e na qualidade de professor do ensino
superior, cedo a Universidade Estadual de Londrina os direitos inerentes a
invencdo denominada “Processo de producao extragao e purificagao
conjunta de 2-heptil-3,4-hidroxiquinolona (PQS) e 2-(2-hidroxifenil)-thiazol-
4-carbaldeido (I1QS)”, a fim de que a mesma possa requerer perante o INPI| —
Instituto Nacional de Propriedade Industrial o pedido de patente de invencéo,

mantendo o declarante na qualidade de “inventor” da referida invengao.

Londrina, 22 de julho de 2022.

Waldicu by Vv i
Waldiceu Aparecido Verri Junior
CPF n° 025.652.899-36
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DECRETO N° 11.

Homologa s
nicipio de R
ocorréncia d
- Vendaval.

O GOVERNADOR DO ESTADO DO PARANA, no uso das
atribuigdes que lhe confere os incisos V e VI do art. 87, da Constituicdo do
Estado do Parana, tendo em vista o que dispde o contido no paragrafo unico,
do Art. 15 do Regulamento do Sistema Estadual de Prote¢do e Defesa Civil,
aprovado pelo Decreto Estadual n° 9.557, de 06 de dezembro de 2013 e, conside-
rando a Portaria do Ministério do Desenvolvimento Regional n® 260, de 02 de
fevereiro de 2022 (DOU n° 25 de 04/02/2022), bem como os efeitos adversos que
culminaram no desastre ocorrido no municipio de Reserva do Iguagu, causando
danos e prejuizos, devidamente documentados em formulario de informagado de
desastres — FIDE, conforme consta no protocolado sob n°® 19.056.040-6,

DECRETA:

Art. 1° Fica homologado o Decreto Municipal n° 096, de 31 de maio de 2022,
exarado pelo Prefeito de Reserva do Iguagu, o qual declara Situagao de Emergéncia
nas areas do municipio em face da ocorréncia de Tempestade Local/Convectiva
— Vendaval.

Art. 2° Confirma-se, por intermédio deste Decreto de homologagio, que os atos
oficiais de declaragdo de situagdo anormal estdo de acordo com os critérios esta-
belecidos pelo Conselho Nacional de Protegdo e Defesa Civil.

Art. 3° Os 6rgaos do Sistema Estadual de Protegao e Defesa Civil ficam autorizados
aprestar 0 apoio suplementar aos municipios afetados pelo desastre, mediante prévia
articulagdo com a Coordenadoria Estadual de Defesa Civil.

Art. 4° Este Decreto de homologacdo entrard em vigor na data de sua publicagéo,
retroagindo seus efeitos a data do decreto municipal anteriormente citado, devendo
vigorar pelo prazo de 180 (cento e oitenta) dias, a contar da data de ocorréncia
do evento.

Curitiba, em 07 de junho de 2022, 201° da Independéncia e 134° da Republica.

JOAO CARLOS ORTEGA
Chefe da Casa Civil

DARCI PIANA
Governador do Estado em exercicio

FERNANDO RAIMUNDO SCHUNIG
Coordenador Estadual da Defesa Civil
58244/2022

DECRETO N° 11.321
Nomeagdes para Reitor e Vice-Reitor da UEPG.

OGOVERNADOR DO ESTADO DO PARANA, nouso das atribuigdes ¢
tendo em vista o disposto na Lei n® 12.127, de 28 de abril de 1998, no
Decreto n° 956, de 04 de dezembro de 1991 e o contido no protocolado n°
18.911.925-9,

DECRETA:

Art. 1° Ficam nomeados, de acordo com o inciso III do art. 24, da Lei
Estadual n® 6.174, de 16 de novembro de 1970, MIGUEL SANCHES NETO, RG n°®
3.641.619-0 ¢ IVO MOTTIN DEMIATE, RG n° 4.316.597-6, para exercerem, em
comissdo, os cargos de REITOR - Simbolo DAS-1, ¢ VICE-REITOR - Simbolo
DAS-3, respectivamente, da Universidade Estadual de Ponta Grossa— UEPG, com
mandato de 04 (quatro) anos, a partir de 1° de setembro de 2022.

Art. 2° Este Decreto entra em vigor na data de sua publicagdo.
Curitiba, em 07 de junho de 2022, 201° da Independéncia e 134° da Republica.

JOAO CARLOS ORTEGA
Chefe da Casa Civil

DARCI PIANA
Governador do Estado em exercicio

ALDO NELSON BONA
Superintendente Geral de Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior
58245/2022

DECRETO N° 11.322
Nomeagdes de Reitor e Vice-Reitor da UEL.
OGOVERNADOR DO ESTADO DO PARANA, nouso dasatribuiges e

tendo em vista o disposto nas Leis n’ 9.663, de 16 de julho de 1991 e 12.127, de
28 de abril de 1998 e o contido no protocolado n°® 18.948.224-8,

DECRETA:
Art. 1° Ficam nomeados, de acordo com o inciso III do art. 24, da Lei
Estadual n° 6.174, de 16 de novembro de 1970, MARTA REGINA GIMENEZ

FAVARO, RG n° 4.043.909-9 ¢ AIRTON JOSE PETRIS, RG n° 1.002.654, para
exercerem, em comissdo, os cargos de REITORA - Simbolo DAS-1, e VICE-

DOCUMENTO CERTIFICADO
CODIGO LOCALIZADOR: 37659322
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;tivamente, da Universidade Estadual de Londrina,
5, a partir de 10 de junho de 2022.

gor na data de sua publicagdo.
!, 201° da Independéncia e 134° da Republica.

JOAO CARLOS ORTEGA
cicio Chefe da Casa Civil

10 NELSON BONA
2 Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior
58247/2022

DECRETO N° 11.323

Exonera SANDRA ALVES RIBEIRO e
transfere cargo em comissdo da SESA para
CASA CIVIL.

O GOVERNADOR DO ESTADO DO PARANA, no uso de suas
atribuigdes,
DECRETA:

Art. 1° Fica exonerada, a partir de 03 de margo de 2022, SANDRA ALVES RI-
BEIRO - RG 50199126, do cargo, em comissao, de Chefe de Se¢ao de Regional
de Satde — Simbolo 5-C, da Secretaria de Estado da Satde.

Art. 2° Fica transferida, até 31 de dezembro de 2022, da estrutura organizacional
da Secretaria de Estado da Saude para a Casa Civil, 1 (um) cargo em comisséo, de
Chefe de Segdo de Regional de Satide — Simbolo 5-C, alterando a denominagao
da fungdo para Assistente.

Paragrafo tinico. Apos o prazo estabelecido no caput deste artigo, o cargo retorna
automaticamente ao o6rgao de origem.

Art. 3° Este Decreto entra em vigor na data de sua publicagdo.
Curitiba, em 07 de junho de 2022, 201° da Independéncia e 134° da Republica.

JOAO CARLOS ORTEGA
Chefe da Casa Civil

DARCI PIANA
Governador do Estado em exercicio

CESAR AUGUSTO NEVES LUIZ
Secretario de Estado da Satde
58249/2022

DECRETO N° 11.324

Exonera, transfere e nomeia para cargo em
comissdo da Casa Civil.

O GOVERNADOR DO ESTADO DO PARANA, no uso de suas
atribuigdes,
DECRETA:

Art. 1° Fica exonerado ODETINO DE OLIVEIRA CASTRO, RG n° 1.699.241-
0, do cargo em comissdo, de Assistente — Simbolo 1-C, da Agéncia de Defesa
Agropecuaria — ADAPAR.

Art. 2° Fica transferido, até 31 de dezembro de 2022, da estrutura organizacional
da Agéncia de Defesa Agropecuaria — ADAPAR para a Casa Civil, 1 (um) cargo
em comissdo, de Assistente — Simbolo 1-C.

Paragrafo uinico. Apds o prazo estabelecido no caput deste artigo, o cargo retorna
automaticamente ao o6rgao de origem.

Art. 3° Fica nomeado, de acordo com o inciso III do art. 87, da Lein® 6.174, de 16
de novembro de 1970, ODETINO DE OLIVEIRA CASTRO, RG n° 1.699.241-0,
para exercer, em comissdo, o cargo de Assistente — Simbolo 1-C, da Casa Civil.
Art. 4° Este Decreto entra em vigor na data de sua publicagao.

Curitiba, em 07 de junho de 2022, 201° da Independéncia e 134° da Republica.

DARCI PIANA JOAO CARLOS ORTEGA
Governador do Estado em exercicio Chefe da Casa Civil
58250/2022

DECRETO N° 11.325

Nomeagdo de representantes governamentais
e da sociedade civil para a composi¢do do
Conselho Estadual de Assisténcia Social —
CEAS-PR.

O GOVERNADOR DO ESTADO DO PARANA, no uso de suas
atribuigdes que lhe confere o inciso V, do art. 87, da Constituigdo Estadual, em
consonancia coma Lein® 11.362, de 12 de abril de 1996, e tendo em vista o contido
no protocolado n° 18.613.238-6,

DECRETA:

Art. 1° Ficam nomeados para integrar o Conselho Estadual de Assisténcia Social
— CEAS/PR, os representantes Governamentais da Secretaria de Estado da Justica,
Familia e Trabalho:

I - RENATA MAREZIUZEK DOS SANTOS, RG n° 7.969.646-3, Suplente, em
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Governo do Estado do Parana
Secretaria de Estado da Fazenda
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NOTA DE LIQUIDACAO

Identificagao
N. Documento 22008227  Tipo de Documento PV Data de Emissao 20/07/22 Nota Fiscal 665409/0 Data NF 14/07/22
N. Empenho 22009169  Tipo de Pedido de Origem ou N.Linha 1,000
Proj/Atividade 9013 ENCARGOS ESPECIAIS - UEL
Unidade Contabil 04530 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA UEL
Unidade 45307700  AGENCIA DE INOVACAO TECNOLOGICA DA UEL
Credor
Credor 133576 INPI- INSTITUTO NACIONAL DA P
Endereco  PRACA MAUA 1121 0
CENTRO - RIO DE JANEIRO -RJ -BR
CEP 20081000
Bco/Ag 001/2234-0
Conta 333028/1
CNPJ 42.521.088/0001-37
Caracteristicas
Dotagao Orgamentaria 45307700 9013 28 846 99 33904716 00 0000000250 1
N. Licitagao Mod. licitagao Isento/N&o Aplicavel
Valor Liquidado R$ 70,00 (SETENTAREAIS )
Histérico  PAGAMENTO DE GRU. PE 902514/22.
Dados do Empenho
Data de Vencimento 20/07/22 Data do Empenho 19/07/22 Prazo de Entrega 19/07/22
Condigbes de Pagamento AV
N. SID
Liq a pagar ao credor 70,00 1
Controle do Saldo
Valor Total do Empenho 70,00 Saldo a Liquidar Anterior 70,00 Esta Liquidagao 70,00
Valor Estornado ,00 Saldo a Liquidar Atual ,00
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