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RESUMO

GOGOLA, V. M. R. Cultivo Continuo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 14:
Metabolismo e Cinética de Producdo de Polissacarideo Capsular. 2011. 137 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagao
Interunidades em Biotecnologia USP/Instituto Butantan/IPT, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2011.

S. pneumoniae, micro-organismo causador de pneumonia, bacteremia, meningite e
otite aguda do ouvido médio, é detentor de altas taxas de mortalidade em criangas.
Seu principal fator de viruléncia, o polissacarideo capsular (PS), é utilizado como
antigeno nas vacinas pneumocdcicas existentes e € a base para a classificagao do
pneumococo em mais de 90 sorotipos. Atualmente, o sorotipo 14 é o que mais
atinge criangas no Brasil, sendo entdo escolhido para este estudo. Apesar da sua
grande importancia, pouco séo os trabalhos dedicados ao estudo do metabolismo do
pneumococo. O objetivo desta dissertagdo foi estudar o metabolismo de
crescimento, de carbono e de produgao de PS em cultivo continuo em biorreator,
uma abordagem inédita para este micro-organismo. Para este estudo, foi
desenvolvido um método para a quantificacdo de polissacarideo capsular de S.
pneumoniae sorotipo 14 (PS14) por ELISA de captura e a melhor cepa produtora foi
escolhida dentro oito cepas disponiveis. Cultivos descontinuos em biorreator foram
entdo conduzidos com meio complexo e meio quimicamente definido (CDM) e
rendimentos semelhantes de crescimento e producdo de PS14 foram observados
entre os dois meios, o que viabilizou o uso do CDM para estudos de metabolismo
em biorreator. Diferengas no requerimento de vitaminas foram verificadas para
cultivos em frasco (necessidade de duas vitaminas) e cultivos descontinuos em
biorreator (necessidade de seis vitaminas, CDMv6); correlacionas a diferenca de
anaerobiose total/parcial entre biorreator e frascos. Em cultivos continuos em
biorreator foram estudadas as influéncias da vazao especifica de alimentacao (D),
concentracao de glicose, colina e glutamina sobre o crescimento e a produgédo de
PS14. Através destes cultivos comprovou-se que a producao de PS14 livre no
sobrenadante (PS14.) e associado as células (PS14¢) € associada ao crescimento
celular. A maior produtividade em células e PS14 ocorreu em D = 0,8 h™ utilizando
meio complexo. Nos estudos de limitagdo em CDMv6, observou-se que aD = 0,5 h™
a glicose foi o substrato com maior impacto sobre a produ¢do de PS14, sendo que
um efeito positivo sobre a producdo de PS14, foi observado quando ela esteve em
excesso. Nesta condigdo ocorreu desacoplamento da formagao de acidos organicos
da formagéo de biomassa; efeito ndo observado para excesso de colina/glutamina.
Também foi determinado que em menores concentracdes de
glicose/colina/glutamina os fatores de conversdo de PS14 e biomassa sobre a
glicose foram maiores, bem como os fatores de conversao de PS14 sobre biomassa.
Desta forma, conclui-se que, uma vez determinada que a formacdao de PS14 é
associada ao crescimento, as estratégias de producédo de PS14 devem focar na alta
densidade celular e em condi¢gbes de limitagdo de nutrientes, de forma a aumentar a
eficiéncia da converséao de substrato e células a produto.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Polissacarideo capsular. Metabolismo.
Cultivo continuo.



ABSTRACT

GOGOLA, V. M. R. Continuous Cultivation of Streptococcus pneumoniae
serotype 14: Metabolism and Kinetics of Capsular Polysaccharide Production. 2011.
137 p. Masters thesis (Biotechnology) — Programa de Pdés-Graduacgao Interunidades
em Biotecnologia USP/Instituto Butantan/IPT, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2011.

S. pneumoniae, causative agent of pneumonia, bacteremia, meningitis and acute
otitis media, is a major cause of children mortality. The capsular polysaccharide (PS)
is the most important pneumococcal virulence factor and has been used as antigen
in all available pneumococcal vaccines. The PS is also the basis for S. pneumoniae
classification in more than 90 serotypes. Despite its importance, very little attention
has been devoted to pneumococcal metabolism. The serotype 14, the most common
pediatric serotype in Brazil, was selected for this study aiming to evaluate the
growing, carbon and PS production metabolism in reactor by continuous cultivation, a
novel approach to this microorganism. In order to do this, a Sandwich ELISA method
was developed for quantification of PS from S. pneumoniae serotype 14 (PS14) and
the best producer strain was selected among eight strains. Batch cultures in reactor
were conducted with two media: complex medium and chemically defined medium
(CDM), and similar growth and PS14 production yields were observed for both
media, which has validated the CDM for metabolism studies in reactor. Differences in
vitamin requirements were verified in flask cultivation (two vitamins required) and
reactor cultivation (six vitamins required, CDMv6). These finds were correlated to the
degree of anaerobiosis (total/partial) in reactor and flasks. The influence of dilution
rate (D), glucose, choline and glutamine concentration on growth and PS14
production were evaluated in continuous cultivation. By these cultivations, it was
proved that PS14 free in the supernatant (PS14.) as well cell-bound PS14 (PS14¢)
were associated to cell growth. The highest cell and PS14 productivity occurred in D
= 0.8 h™ using complex media. In limitation experiments with CDMv6 at D = 0.5 h™",
the glucose was the substrate with major impact on PS14 production, and a positive
effect on PS14, production was observed in conditions of glucose excess. In this
condition occurred the uncoupling of growth and acid production, effect did not
observed in condition of choline/glutamine excess. It was also determined that in
limitation of glucose/choline/glutamine the yield factors of PS14 and biomass per
glucose consumed were highest as well as the yield factors of PS14 per biomass
produced. Once it was verified that PS14 production is cell associated, to improve
PS14 production it is necessary to adopt cultivation techniques that focuses in high
cell density in addition to conditions of substrate limitation, increasing therefore the
efficiency of substrate conversion in biomass and product.

Key words: Streptococcus pneumoniae. Capsular polysaccharide. Metabolism.
Continuous cultivation.
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1 INTRODUGAO

O polissacarideo capsular € um polimero envolvido na viruléncia do
pneumococo, bactéria de importancia epidemioldgica mundial. Este polissacarideo é
composto de oligossacarideos repetitivos sendo que diferentes polissacarideos
capsulares sao produzidos por diferentes estirpes de pneumococo, classificadas
entdo como sorotipos (KOLKMAN et al., 1997).

Os 92 sorotipos pneumocécicos conhecidos até o momento (MUNOZ-
ALMAGRO; SELVA; PALLARES; 2010) possuem distribuicdo regional e entre
grupos de idade irregulares. O sorotipo 14 € o0 que apresenta maior frequéncia em
casos de doenga pneumocodcica em criangas menores de 6 anos no Brasil. Tais
doengas sdo de dificil tratamento, ampla disseminagdo por contato direto e em
muitos casos provocam sequelas. Assim, a vacinagdo é o melhor instrumento no
combate as doencas pneumocdcicas.

Atualmente 2 vacinas antipneumocdcicas sao disponibilizadas pelo Ministério
da Saude no Brasil: a 23-valente e a 10-valente conjugada. Estas vacinas foram
elaboradas para cobrir os sorotipos prevalentes nos Estados Unidos e na Europa e
nao possuem a cobertura adequada para os sorotipos mais frequentes no Brasil.
Além disso, acredita-se que o uso extensivo de tais vacinas possa alterar a
distribuicao dos sorotipos pelo mundo, o que resulta na busca por novas vacinas que
possuam a maior cobertura possivel. Uma vez que os paises em desenvolvimento
sdo os que registram os maiores numeros de mortes por doenga pneumocécica, €
desejavel que as novas vacinas sejam mais acessiveis comercialmente.

Ha mais de dez anos pesquisadores do Centro de Biotecnologia do Instituto
Butantan trabalham no desenvolvimento de vacinas pneumocdcicas alternativas,
atuando em duas abordagens principais: vacina celular acapsulada e vacina de
polissacarideo capsular conjugado a proteina de superficie do pneumococo,
produzida por E.coli recombinante.

Apesar da grande importancia da produgéo de polissacarideo capsular como
antigeno vacinal, poucos sdo os estudos disponiveis sobre a otimizagdo do meio de
cultura e do entendimento de seu metabolismo de produgdo frente a diferentes

substratos. Ainda nao esta claro se a producao do polissacarideo capsular € ou nao
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associada ao crescimento celular, o que define que tipo de estratégia deve ser
usada para aumentar sua produtividade.

O polissacarideo capsular é produzido por Streptococcus pneumoniae com
producdo maxima de 300 mg/L, dependendo do sorotipo. Em trabalhos anteriores
foram estudadas a relagdo da producdo de polissacarideos capsulares
pneumocécicos com a introdugcdo de ar na cultura, condicbes de indculo, relacéo
carbono:nitrogénio e concentragcdo de fonte de carbono sob as operagbes
descontinua e descontinua alimentada.

O presente trabalho envolve estudos conduzidos em cultivo continuo, o qual
gera dados mais faceis de interpretar e elimina variaveis problematicas, como:
condicao do inéculo e momento de adicao de fonte de carbono extra. Experimentos
conduzidos em diferentes velocidades de crescimento e sob variadas condigbes de
limitacdo, associados a analise metabdlica proporcionaram melhor conhecimento do
metabolismo de producédo do polissacarideo capsular do sorotipo 14 (PS14), com

consequente impacto sobre seu processo de producao.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo estudar o metabolismo de producdo de
polissacarideo capsular por S. pneumoniae do sorotipo 14 em cultivo continuo em
biorreator, de forma a encontrar melhores condi¢cdes de producao.

Para tanto, foram realizados estudos em biorreator sob diferentes condigdes
de velocidade de crescimento e de limitagcdo/excesso dos substratos glicose, colina
e glutamina, que estdo envolvidos na sintese e ancoramento do PS14 a parede
celular. Também foram avaliados dois tipos de meio de cultura: meio quimicamente
definido e meio complexo.

Para estudar as interagdes entre o metabolismo central e a produgao de PS14
em cultivo continuo, metas prévias foram tracadas:

— estabelecer um método de dosagem para o PS14 produzido;

— selecionar uma cepa produtora de PS14; e

— comparar o crescimento e a producao de PS14 entre meios complexo e

quimicamente definido, a fim de validar o meio quimicamente definido para

estudos de metabolismo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PNEUMOCOCO

O Streptococcus pneumoniae, ou pneumococo, € um dos micro-organismos
mais extensivamente estudados desde seu primeiro isolamento em 1881
(ALONSODEVELASCO et al., 1995). Ele foi objeto de muitas investigagdes, como o
principio da transformacdo (AVERY; MacLEOD; McCARTy, 1944), a eficiéncia
terapéutica da penicilina in vivo (TILLETT; CAMBIER; McCORMACK, 1944) e seu
polissacarideo capsular foi a primeira substancia nédo proteica que mostrou ser
antigénica em humanos, o que culminou no uso de antigenos polissacaridicos como
agentes vacinais (AUSTRIAN, 1981).

O pneumococo é um micro-organismo Gram-positivo, em forma de lanceta,
com 1 a 2 ym de didametro, tipicamente encontrados em pares, mas algumas vezes
sozinhos ou em pequenas cadeias. Sua identificagdo é baseada na morfologia das
colénias em placa de agar sangue, onde cresce como a-hemolitico’ e forma coldnias
planas; sensibilidade a optoquinaz, solubilidade em bile3, teste de catalase* e
presenca de capsula polissacaridica (KAIJALAINEN, 2006).

O S. pneumoniae é parte da microbiota do trato respiratério superior do
homem. Juntamente com Moraxella cattrrhalis, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Staphylococcus aureus e varios estreptococos hemoliticos, coloniza o
nicho nasofaringeal humano (BOGAERT et al., 2004b). Tal colonizagdo por S.
pneumoniae € comum: provavelmente todos os humanos foram colonizados por este

patégeno pelo menos uma vez no inicio da vida (BOGAERT et al., 2004b).

' Em cultura de sangue, micro-organismos a-hemoliticos produzem um halo mucoide esverdeado em
torno da colénia em fungdo da hemdlise incompleta de eritrécitos, que, no caso, decorre da
producdo de peroxido de hidrogénio pelo pneumococo.

2 A optoquina (etilhidrocupreina, derivado da quinina) é um farmaco que inibe de forma acentuada e
diferenciada o crescimento do pneumococo em relagdo a outros estreptococos.

% Os sais biliares tém a capacidade de ativar enzimas autoliticas do pneumococo, o que provoca uma
aceleragao da reacao litica natural desta bactéria.

4 O pneumococo ndo tem atividade de catalase, dai o acumulo de peréxido de hidrogénio na cultura
em presencga de oxigénio.
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Apesar do vasto numero de publicagcdes sobre S. pneumoniae, muitas
questdes sobre sua viruléncia ainda ndo estdo esclarecidas (JOHNSTON, 1991).
Sua patogenicidade € atribuida a varios fatores, como capsula polissacaridica,
enzimas autoliticas, polissacarideo da parede celular e proteinas de superficie, entre
outros (GARCIA et al., 2000).

3.2 POLISSACARIDEO CAPSULAR

Varias bactérias patogénicas para o homem, como Haemphilus influenzae,
Neisseria meningitidis e S. pneumoniae, tém capsula polissacaridica (KAIJALAINEN,
2006). Como ilustrado na Figura 3.1, a capsula polissacaridica forma a camada mais
periférica das células do S. pneumoniae e tem espessura de 200 a 400 nm
(SYRENSEN et al., 1990).

Capsula
Polissacaridica

Peptideoglicano ——

Membrana e

Citoplasmatica
-

§~~
S
~§
» 4
-
1 um
‘f |

Figura 3.1: A esquerda: imunomicroscopia de S. pneumoniae sorotipo 23F. A direita: diagrama da
estrutura da superficie celular pneumococica
FONTE: Adaptado de: Gongalves et al., 2006.

(a)
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Segundo Roberts (1996), a capsula polissacaridica tem por fungdes:

modular a passagem de moléculas e ions para o envelope celular da

bactéria;

— regular a aderéncia da bactéria a superficies bioldgicas e inorganicas e a
formacgao de biofilmes e microcolonias;

— prevenir contra a dissecagéao, fungao relevante no auxilio da transmissao de
um hospedeiro para outro;

— mascarar estruturas celulares que podem ser potentes ativadores de
componentes do sistema imunoldgico, e

— mimetizar moléculas do hospedeiro, 0 que evita, assim, seu

reconhecimento imunoldgico.

A producdo da capsula é indispensavel para a viruléncia do pneumococo e é
fortemente antifagocitica em hospedeiros ndo imunes (AUSTRIAN, 1981). Quanto a
producao da capsula e, em decorréncia, sua viruléncia, duas variantes fenotipicas
intracepas podem ocorrer em col6nias de S. pneumoniae crescendo em meio soélido:
variante opaca e variante transparente (GRIFFITH, 1928). O fendtipo transparente
produz menor quantidade de polissacarideo capsular, o que expde moléculas
adesivas e, portanto, € mais habil para se ligar estreitamente a células epiteliais
(KIM e WEISER, 1998). Em contraste, fendtipos opacos possuem expressao
maxima da capsula, o que esconde as estruturas celulares da bactéria que podem
ativar o sistema imunolégico do hospedeiro e, consequentemente, sdo mais comuns
em infecgbes sistémicas; onde apresentam maior capacidade patogénica
(HAMMERSCHMIDT et al., 2005). Esta maior capacidade patogénica das variantes
opacas € sustentada pela observacao de Watson e Musher (1990), na qual cepas
capsuladas obtiveram uma DLso até 10° vezes maior que cepas que h3o possuiam
capsula.

O polissacarideo capsular do pneumococo é composto de oligossacarideos
repetitivos, consistindo de 2 a 10 unidades monossacaridicas, algumas vezes
complementado com outros componentes (KOLKMAN et al., 1997). Dado o numero
variado de diferentes monossacarideos dentro de uma subunidade e as diferentes

formas pelas quais podem ser ligados, incluindo ramificacbes na cadeia e a
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substituicdo por moléculas orgéanicas e inorganicas, uma enorme variedade de
estruturas polissacaridicas pode ser formada (KOLKMAN et al., 1997).

Um total de 92 sorotipos pneumocadcicos distintos sdo conhecidos até hoje
(MUNOZ-ALMAGRO; SELVA; PALLARES, 2010), distinguidos por diferencas de
estrutura quimica em seus polissacarideos capsulares e, por conseguinte, na
habilidade do sistema imune em reconhecer tais diferengcas e responder com
anticorpos especificos (GARAU e CALBO, 2007).

A estrutura quimica do polissacarideo capsular e, em menor extensao a
espessura da capsula, determina a habilidade diferenciada dos sorotipos em
sobreviver na corrente sanguinea e possivelmente causar a doenca invasiva
(ALONSODEVELASCO et al., 1995).

3.3 DOENCAS PNEUMOCOCICAS

Embora a colonizagdo do pneumococo no trato respiratério superior humano
seja assintomatica em sua maioria, esta pode progredir a doengas respiratorias e
sistémicas se nao for impedida pelo sistema imune inato e adaptativo (BOGAERT et
al., 2004b). Todas as doengas pneumocécicas comegam com o estabelecimento da
colonizagéo, isto €, com a criagdo do estado portador (BOGAERT; DE GROOT;
HERMANS, 2004a).

Admite-se que a propagag¢ao de um individuo para outro ocorre através do
contato direto com secre¢bes de individuos colonizados. Uma vez adquirida, a
estirpe individual pode ser portada de semanas a meses antes de sua eventual
eliminagao pelo sistema imunologico (KADIOGLU et al., 2008).

O S. pneumoniae causa tanto doencgas invasivas graves quanto infeccbes
brandas do trato respiratério superior (Quadro 3.1). Em algumas circunstancias, o
pneumococo da nasofaringe entra em estruturas adjacentes (como os seios
paranasais e o ouvido médio) e pode ser aspirado para os pulmdes ou ainda entrar
na corrente sanguinea. A infeccdo da corrente sanguinea e a infecgao subsequente
de locais secundarios s&o referidas como doencgas invasivas (WHO STRATEGIC
ADVISORY GROUP OF EXPERTS - SAGE, 2006).
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Quadro 3.1: Doencas Causadas pelo Pneumococo

Doencas Invasivas Doencas Néao Invasivas
Bacteremia/Sepse Otite Aguda do Ouvido Médio
Pneumonia Bacterémica/Empiema Sinusite
Meningite Conjuntivite
Peritonite Bronquite
Artrite/Osteomielite Pneumonia

FONTE: Adaptado de: Bricks e Berezin, 2006.

De acordo com Bricks e Berezin (2006), os principais grupos de risco para a

doencga pneumocdcica sao:

criangas menores de 5 anos;

idosos (> 65 anos);

pessoas com resposta imune comprometida por doenga congénita ou
adquirida (incluindo pacientes de HIV sintomaticos e assintomaticos) ou
aqueles que estao sob tratamento com imunossupressores;

pessoas com asplenia funcional anatébmica, pessoas com doencgas crénicas
(nefropatia, doengas cardio-respiratorias, diabetes, alcoolismo, cirrose,
asma e trissomia) e pacientes que foram vitimas recentemente de
infecgdes virais, particularmente gripe;

alguns grupos étnicos (indios Navajo, indios Apache, nativos do Alasca e
Australia, negros), e

pessoas que vivem em ambientes aglomerados, como creches, hospitais,

escolas, lar de idosos e cadeias.

Dada a maior frequéncia de colonizacdo pneumocdcica € o maior indice de

concentracao em criangas, acredita-se que este grupo de risco € o vetor mais

importante para disseminagao horizontal de estirpes pneumocécicas dentro de

comunidades. Entdo, parte da estratégia para prevenir doengas pneumococicas

deve focar na prevengao da colonizagado da nasofaringe de criangas (BOGAERT; DE
GROOT; HERMANS, 2004a).
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3.3.1 Epidemiologia

Em 2005, a Organizagdo Mundial da Saude estimou que as doengas
pneumocdécicas vitimam cerca de 1,6 milhdes de pessoas a cada ano, sendo que
destas, 1 milhdo s&o criangas menores de 5 anos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2007). Segundo Closing [...] (2009), a pneumonia causada
por S. pneumoniae e H. influenzae é responsavel por 20% de todas as mortes de
criangas menores que 5 anos pelo mundo, indice maior que os indices de HIV/AIDS,
sarampo e malaria somados.

No Brasil, em 2004, a frequéncia de hospitalizacdo devido a pneumonia em
criangas menores de 5 anos foi de 2,5% e a taxa de mortalidade da doenca
respiratoria alcangou 25/100.000 neste grupo de idade. O numero de casos de
pneumonia adquirida na comunidade confirmada por exame radiolégico em criancas
menores de 5 anos € substancialmente maior (566/100.000), particularmente para
criangas que vivem em condi¢des precarias (BRICKS e BEREZIN, 2006).

A meningite pneumocdcica tem uma alta taxa de caso-fatalidade: 20 e 50%
em paises mais ou menos desenvolvidos, respectivamente. Dependendo da idade,
30 a 60% dos sobreviventes desenvolvem sequelas de longo prazo incluindo perda

auditiva, déficits neuroldgicos e disfungdes neuropsicologicas (KOEDEL et al., 2002).

3.3.2 Envolvimento de Sorotipos

Prevaléncia e viruléncia, dependendo de fatores multiplos, incluindo
hospedeiro, idade, apresentacdo clinica do paciente, resisténcia a antimicrobianos,
regiao e pais, variam entre os diferentes sorotipos pneumocaécicos (OBARO, 2002).

Dentre os 92 sorotipos, alguns s&o mais virulentos que outros.
Aproximadamente 20 sorotipos estdo associados com mais de 70% das doencas
invasivas pneumocécicas em todos os grupos de idade no mundo. Destes 20
sorotipos, cerca de metade, principalmente os sorotipos 6A, 6B, 14, 15, 18C, 19F e

23F, séo frequentemente relacionados a infecgdes pediatricas (SAGE, 2006).
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Em 2009, o sorotipo 14 foi responsavel por 39,8% das doencas
pneumocdcicas invasivas em criangas menores de 6 anos no Brasil (Figura 3.2). Em
paises como Argentina, Chile e Colémbia apresentou incidéncia de 25, 34 e 41%,
respectivamente (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD - OPAS, 2010).

Dada sua grande importancia epidemiolégica no Brasil, o sorotipo 14 foi

escolhido para a realizacao deste trabalho.

40

30 %
20 §
.

frequencia (%)

1 3 4 5 BABC 6B 7F 9V 14 18C 19A 19F 23F Outros
Sorotipos

Figura 3.2: Distribuicdo de sorotipos para o grupo etario < 6 anos no ano de 2009 no Brasil
FONTE: Adaptado de: OPAS, 2010.

3.3.3 Tratamentos e Vacinas

Infecgdes humanas causadas por patégenos bacterianos Gram-positivos séo
dificeis de tratar e com o surgimento de estirpes multirresistentes, o tratamento da
doenga pneumocécica envolve antibidticos caros e longos tempos de hospitalizagao.
Apesar do rapido desenvolvimento de antimicrobianos mais potentes, a melhor
forma de lidar com as doencas pneumocdcicas é através da prevencgao de infecgdes
por meio de vacinas (OBARO, 2002).

Atualmente 4 vacinas antipneumocdcicas estdo licenciadas no Brasil: a 23-
valente, a 7-valente conjugada, a 10-valente conjugada e a 13-valente conjugada. A
Vacina 23-valente (Pneumovax® - Merck, Whitehouse Station, New Jersey, USA)

inclui polissacarideos capsulares livres dos sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
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10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33 F. Esta formulagédo
foi baseada no conhecimento prévio da distribuicdo dos sorotipos nos EUA e na
Europa e é eficaz contra aproximadamente 90% dos sorotipos causadores da
doencga nestes paises (KADIOGLU et al., 2008).

Polissacarideos induzem resposta imune diretamente pela ativagcdo de
linfécitos B. Como ndo necessitam da ativagdo de linfécitos T auxiliares (Ty), séo
classificados como antigenos T-independentes (MOSIER et al., 1977). Vacinas
polissacaridicas ndo sao eficientes em criancas menores de 2 anos porque ainda
nao ha o amadurecimento total das células B. Portanto, é fundamental transformar o
polissacarideo capsular em um antigeno T-dependente, para o qual existe resposta
em criangas pequenas, caracterizada por memdria imunoldgica, maturacido de
afinidade e resposta de reforco em uma subsequente exposicdo ao antigeno (SAGE,
2006).

Uma forma de alterar a resposta de polissacarideos de T-independente para
T-dependente é através de sua conjugagao a uma proteina carreadora, que € um
antigeno T-dependente (Figura 3.3). Este conceito foi aplicado com sucesso para H.
influenzae tipo b no final da década de 80, e em 2000 a primeira vacina conjugada

pneumocdcica foi licenciada nos EUA, a 7-valente conjugada ou PCV7.

|. Polissacarideo

Resposta de anticorpos de curta duragéo,
— - = .
sem memodria, sem maturagao de afinidade.

II. Polissacarideo Conjugado

NN\ Ppolissacarideo

v—(gv Conjugado

o Proteina

CJ MHC

Resposta de anticorpos de longa
duragao, com maturagao de afinidade.

Figura 3.3: Diferengas na resposta imunes entre polissacarideos e polissacarideos conjugados
FONTE: Adaptado de: Peeters et al., 2003.
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A PCV7 (Prevenar® - Wyeth, Philadelphia, Pennsylvania, USA) foi licenciada
em pelo menos 70 paises e incluia polissacarideos capsulares dos sorotipos 4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F e 23F conjugados independentemente a toxina diftérica CRM1g7
(SAGE, 2006). Os sorotipos incluidos na PCV7 foram selecionados baseando-se na
distribuicdo de sorotipos associados com doenca invasiva entre criangas nos EUA.
Na época, os sete sorotipos selecionados representavam aproximadamente 80%
das infecgbes invasivas pediatricas neste pais. Em outras partes do mundo, a
proporcdo da doenca invasiva causada por sorotipos incluidos na PCV7 variava
(SAGE, 2006), como ilustrado na Figura 3.4.

[ « 50% Cobertum 4%
B 5o e0% Cobartura

B 707a% Cehartira
B = i Cobarium

Figura 3.4: Variagcao geogréfica na cobertura fornecida pelos sorotipos incluidos na PCV7
FONTE: Adaptado de: SAGE, 2006; Hausdorff et al., 2000.

A vacina conjugada 10-valente (Synflorix™ - GlaxoSmithKline (GSK),
Uxbridge, Middlesex, United Kingdom) possui os polissacarideos da PCV7 mais os
dos sorotipos 1, 5 e 7F, conjugados independentemente a proteina D de H.
influenzae. Esta vacina oferece um aumento na cobertura da PCV7 na Africa, Asia e
América Latina e foi licenciada nos EUA em 2009. No Brasil, a 10-valente foi incluida
no calendario de imunizacgao infantil em 2010, substituindo entdo a PCV7; e sera
produzida no Laboratério Bio-Manguinhos da Fundagcdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
através de um acordo de transferéncia de tecnologia assinado entre o Ministério da
Saude e a GSK.
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E estimado que a 13-valente (Prevenar 13® - Wyeth, Philadelphia,
Pennsylvania, USA), ja disponivel em clinicas particulares no Brasil em substituicdo
a PCV7, seja responsavel por uma cobertura superior a 80% para doengas invasivas
pneumocécicas em todas as regides do mundo entre criangas menores de 5 anos
(FEAVERS et al., 2009). Esta vacina apresenta cobertura contra os sorotipos
presentes da 10-valente mais os sorotipos 3, 6A e 19A e tem a mesma proteina
carreadora da PCV7.

As vacinas conjugadas, além de produzirem uma resposta T-dependente
conferem imunidade sistémica e de mucosa (SAGE, 2006). Isto contribui
grandemente para a limitacdo a disseminacdo horizontal do pneumococo,
diminuindo o numero de portadores dentro de uma comunidade de criancas
vacinadas.

Entretanto, como enfatizado no trabalho de Kadioglu et al. (2008), a cobertura
vacinal das vacinas conjugadas € limitada, porque outros sorotipos ndo vacinais
podem ocupar o nicho desocupado ou outros sorotipos podem surgir por capacidade
de adaptagdo. Portanto, a longo prazo, a introdugcdo generalizada de vacinas
conjugadas pode meramente alterar a distribuicdo de sorotipos causadores da
doenga pneumocdcica invasiva, em vez de reduzir o seu 6nus global. Além disso, o
custo destas vacinas é alto, o que impossibilita seu uso extensivo em paises em
desenvolvimento, onde a taxa de morte de criangas por doenca pneumocdcica
invasiva € maior.

Face a esses fatos, ha uma urgéncia para o desenvolvimento de vacinas
pneumocécicas alternativas que superem estas insuficiéncias. A mais promissora
abordagem até agora é o desenvolvimento de vacinas baseadas em PspA e PsaA -
proteinas de superficie do pneumococo envolvidas nos processos de colonizagao e
adesdo - que sdo proteinas relativamente comuns para todos os sorotipos
(KADIOGLU et al, 2008). Um dos projetos do Instituto Butantan é o
desenvolvimento de uma vacina conjugada utilizando como carreador a PspA que
seria entdo covalentemente ligada a polissacarideos dos sorotipos mais importantes
no Brasil. A conjugagao do polissacarideo capsular a PspA resultara em uma maior
resposta imunolégica para o polissacarideo e para a proteina. Visto que a PspA
induziria uma protegcédo independente do sorotipo, seria possivel incluir um menor

numero de polissacarideos na vacina, reduzindo desta forma seu custo.
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3.4 METABOLISMO DE S. PNEUMONIAE

O pneumococo faz parte do grupo de bactérias laticas e uma das
caracteristicas deste grupo de bactérias € a alta exigéncia nutricional, necessitando
de meios muito complexos para obter boas condigcdes de crescimento. O S.
pneumoniae também requer colina para crescer em meio definido e agentes
redutores sdo quase essenciais (BADGER, 1944). O crescimento de muitas cepas
requer ainda varias vitaminas do complexo B, adenina, uracila e guanina
(RESTREPO et al., 2005).

Uma visao simplificada do metabolismo do pneumococo ¢ ilustrada a seguir
(Figura 3.5).

3.4.1 Metabolismo Energético e de Carbono

O S. pneumoniae é classificado dentro do grupo de bactérias anaerdbicas
porque em seu genoma faltam muito genes requeridos para a respiragao, ciclo de
Krebs e gliconeogénese, além de citrocromos. E incapaz de fazer metabolismo
respiratorio, seja anerobicamente ou aerobicamente, portanto, obtém energia
estritamente via fermentagao (RESTREPO et al., 2005; HOSKINS et al., 2001).

O catabolismo da glicose é evidente no S. pneumoniae, mas andlises de
genoma publicadas sugerem a existéncia de vias para catabolismo de pentoses,
bem como para celobiose, frutose, galactose, galacticol, glicose, glicerol, lactose,
manitol, manose, rafinose, sacarose, trealose e maltossacarideos (HOSKINS et al.,
2001; KAIJALAINEN, 2006).
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O catabolismo da glicose em S. pneumoniae ocorre pela via classica
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), com o rendimento de duas moléculas de piruvato,
duas de ATP e duas de NADH para cada molécula de glicose oxidada. O NADH
gerado € entdo reoxidado por diferentes reagdes, dependendo das condigbes da
cultura, o que pode caracterizar dois tipos de metabolismo: homofermentativo, onde
ocorre producao majoritaria de lactato; ou heterofermentativo, também conhecido
por misto, onde ha producéo de lactato e outros acidos organicos, como o formiato,
acetato e de etanol (NEIJSSEL; SNOEP; TEIXEIRA DE MATOS, 1997). As vias

pelas quais estes produtos sdo obtidos estao ilustradas na Figura 3.6.

P, 02 H.0: CO,
Glicose-6-fosfato
* Formiato
+ ADP  ATP
Piruvato Acetil-CoA —LTA 5 Acetil-P Acetato
PDHc ACK
NADH
ZOZLOX NA NADH
- NAD NADH NADH > Z
+CO, Acetaldeido —>"— Etanol
Lactato
L_ Metabolismo | | Metabolismo |
Homofermentativo Misto

Figura 3.6: Catabolismo do Piruvato e suas diferentes conexdes
LDH - lactato desidrogenase, LOX - lactato oxidase, POX - piruvato oxidase, PFL -
piruvato formiato liase, PDHc - complexo piruvato desidrogenase, PTA - fosfato acetil
transferase, ACK - acetato quinase, ADH - aldeido desidrogenase, ALDH - alcool
desidrogenase.
FONTE: Adaptado de: Storai, 2008; Taniai et al., 2008.

3.4.1.1 Metabolismo Energético em Anaerobiose

Sob condicbes anaerdbicas, a via fermentativa mais conhecida e mais
simples utilizada por bactérias laticas é catalisada pela lactato desidrogenase (LDH).
Esta via produz lactato e promove a reoxidagdo do NADH gerado na glicélise, no
entanto, ndo ocorre a formacdo de ATP (NEIJSSEL; SNOEP; TEIXEIRA DE
MATOS, 1997). O lactato formado €& toxico para a bactéria em elevadas

concentragoes, provocando a inibicao de seu crescimento (EVEN et al., 2002).
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Outra via é catalisada pela piruvato formiato liase (PFL), rendendo acetil-CoA
e formiato. O formiato ndo é metabolizado adiante, mas o acetil-CoA pode ser
convertido a acetato pela acetato quinase, o que gera ATP e torna esta via mais
favoravel energeticamente do que a via de produgdo de lactato. Entretanto, para
cada piruvato dividido em acetil-CoA e formiato, um NADH formado na glicélise
permanece reduzido. A reoxidagdo do NADH faltante é alcangada pela conversao
adicional de um piruvato a acetil-CoA e formiato, seguido pela reducao do acetato a
etanol (via aldeido desidrogenase e alcool desidrogenase) (NEIJSSEL; SNOEP;
TEIXEIRA DE MATOS, 1997). Nestas condi¢cdes se obtém metabolismo misto, e os
principais produtos desta reagao, acetato e formiato, sao inibidores mais potentes do
crescimento celular que o lactato (GUARRIGUES et al., 1997).

Para Lactococcus lactis, Garrigues et al. (1997) propuseram que a razao
NADH/NAD" controla a mudanga do metabolismo homolatico para misto. No caso de
um fluxo glicolitico elevado (metabolismo de glicose), a elevada razdo NADH/NAD*
ativa a atividade da LDH e inibe a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase®, enzima
consumidora de NAD". Isto resulta no aumento das concentracdes intracelulares de
dihidroxiacetona fosfato, gliceraldeido-3-fosfato e frutose-1,6-bifosfato,
intermediarios da glicolise anteriores a reacdo da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. Entdo, tais intermediarios estdo presentes dentro da célula em
concentragoes tais que inibem a PFL e o fluxo glicolitico desvia-se principalmente
para a LDH (metabolismo homolatico). Quando o fluxo glicolitico é mais baixo
(catabolismo de lactose ou limitacdo de carbono), a baixa razdo NADH/NAD" inibe
fortemente a LDH e fracamente a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. As
concentracoes intracelulares de trioses fosfato e frutose-1,6-fosfato permanecem

baixas e a PFL nao € mais inibida, caracterizando metabolismo misto.

® enzima da via EMP que promove a oxidaggo do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato, com
a reducdo de um NAD"
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3.4.1.2 Metabolismo Energético em Aerobiose

Em aerobiose, 0 S. pneumoniae ainda reduz o piruvato a lactato, porém uma
maior quantidade é agora oxidada a acetil-CoA e CO.. Esta reacéo é catalisada pelo
complexo piruvato desidrogenase e o acetil-CoA gerado € entdo convertido a
acetato via acetato quinase, gerando 1 ATP (NEIJSSEL; SNOEP; TEIXEIRA DE
MATOS, 1997).

A capacidade de colonizagcdo das vias aéreas superiores do homem pelo
pneumococo indica que este micro-organismo possui diferentes mecanismos para
suportar o oxigénio. Trés enzimas asseguram este papel: a NADH oxidase, a
piruvato oxidase e a lactato oxidase.

A NADH oxidase produz H,O e NAD® e provavelmente participa da
modificagdo do equilibrio redox da célula em presenga de oxigénio. A piruvato
oxidase participa da conversdo do piruvato a acetil-P, formando CO;, e H,0.. Ja a
lactato oxidase catalisa a formacao de piruvato e H,O, a partir do lactato e de Os.
Tanto a lactato oxidase quanto a piruvato oxidase formam perdxido de hidrogénio,
molécula téxica para a propria bactéria, ja que esta n&o possui atividade de catalase
(STORAI, 2008).

3.4.2 Metabolismo de Polissacarideo Capsular

A estrutura, organizagdo e funcionamento dos genes responsaveis pela
sintese do polissacarideo capsular (cps) em S. pneumoniae foram investigados
apenas muito recentemente e em sua maioria sdo genes sintetizados por uma via
dependente de flipase e polimerase (Wzx/Wzy) (BENTLEY et al., 2006). A
organizagao do operon cps (Figura 3.7) é similar a observada na biossintese da
capsula de outras bactérias, como Streptococcus agalactiae, Sthapylococcus aureus
e L. lactis (YOTHER, 2004).
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Figura 3.7: Lécus genético do cps de S. pneumoniae sorotipo 14
FONTE: Adaptado de: Yother, 2004.

A organizacdo do cps envolve trés regides: a primeira regido compreende
quatro genes que sdao comuns a todos os sorotipos (cps A-D), exceto para os
sorotipos 3 e 37. As proteinas que sdo codificadas por estes genes regulam o nivel
de expressao do polissacarideo capsular. A regidao central é especifica para cada
sorotipo e codifica enzimas responsaveis pela sintese e polimerizagdo do
polissacarideo, como glicosiltransferases e transferases. Esta regido também inclui
uma flipase (Wzx) que transporta a unidade repetitiva a face externa da membrana e
uma polimerase (Wzy), que une as unidades repetitivas. A regido final do lécus
compreende genes que codificam para a sintese dos precursores de agucares
ativados (KADIOGLU et al., 2008; YOTHER, 2004).

A Figura 3.8 ilustra a sintese do polissacarideo capsular, que se inicia com a
transferéncia de um monossacarideo fosfato de um agucar nucleotidico difosfato
(usualmente UDP-glicose) para um carreador lipidico associado a membrana,
seguido pela transferéncia sequencial de monossacarideos adicionais para produzir
a unidade repetitiva. A unidade repetitiva recém-formada é transferida para a outra
face da membrana citoplasmatica e é polimerizada para formar o polissacarideo
capsular maduro que é entdo anexado a peptideoglicana.

Apesar de ainda n&o estar totalmente caracterizada para o pneumococo,
acredita-se que a ligacdo do polissacarideo capsular a peptideoglicana seja
covalente e que a exemplo de S. agalactiae tipo lll, tal ligacdo seria do tipo
fosfodiéster com residuos de N-acetil-glucosamina da peptideoglicana (SRENSEN
et al., 1990; YOTHER, 2004).
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Peptideoglicana

Membrana
e : Citoplasmatica
CpsEl ® | || ® ® ®
/ ®/ | \@® ® ®
CpsG
UDP-Glc i Cpsl
UDP-G;I / R Pk (@~3W Lipidio Carreador
""" UDP-GlcNac | @ Glicose

UDP-Gal Galactose
_/‘/ N-acetilglucosamina

@ Biossintese de agucares nucleotidicos

A transferase inicial (CpsE) liga o aguUcar inicial como agucar fosfato a um lipidio de membrana carreador
(normalmente um undecaprenil fosfato)

© Glicosil transferases ligam os agucares adicionais sequencialmente para gerar a unidade repetitiva
O Aflipase (Wzx) transporta a unidade repetitiva através da membrana citoplasmatica

©® Uma polimerase (Wzy) liga as unidades repetitivas para formar o polisscarideo maduro

® Um complexo ainda n&o conhecido desloca o PS maduro para ser ligado a peptideoglicana

Figura 3.8: Representacao da biossintese do polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 14
FONTE: Adaptado de: Bentley et al., 2006.

3.4.2.1 Controle da Sintese do Polissacarideo Capsular

Pouco se sabe sobre os mecanismos de controle da expressdo e do peso
molecular do polissacarideo capsular. A seguir sdo elencados alguns fatores

envolvidos:
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— variacao intra-sorotipo: existe variagcdo na quantidade de polissacarideo

capsular produzida entre isolados do mesmo sorotipo (MacLEOD e
KRAUSS, 1950);

— controle transcricional: a proteina CpsA, localizada na regido moduladora

de cps, pode estar envolvida na regulagdo transcricional, por homologia
com Bacillus subtilis (GUIDOLIN et al., 1994);

— disponibilidade de precursores: se os acucares nucleotidicos precursores

nao ocorrem em estruturas celulares, como a ramnose e acido urdnico, a
sintese destes é catalisada por enzimas codificadas no l6cus cps. Porém,
se sao utilizados em outras vias celulares como, por exemplo, a UDP-
Glicose e UDP-acetilglucosamina, que sao utilizados na sintese da
peptideoglicana e dos acidos teicdico e lipoteicdico, ha competi¢cdo pelo uso
destes com outras vias do metabolismo central (YOTHER; BENTLEY;
HENNESSEY, 2008);

— disponibilidade de lipidio carreador: a sintese envolve a iniciagdo da

unidade repetitiva no mesmo lipidio aceptor que é utilizado na sintese da
peptideoglicana e na sintese do acido teicéico (YOTHER; BENTLEY;
HENNESSEY, 2008);

— (des)equilibrio _entre quantidade de precursores: para o sorotipo 3, a

probabilidade de ejecdo da cadeia aumenta quando a concentragdo de um
UDP-agucar diminui e as outras permanecem altas (VENTURA et al.,,
2006);

— ejecdo: tanto polimeros de baixo e alto peso molecular sao transferidos
para a parede celular do pneumococo, 0 que sugere que o mecanismo de
transferéncia do polissacarideo capsular para a parede celular nao seja
influenciado pelo grau de polimerizagdo (BENDER; CARTEE; YOTHER,
2003);

— fosforilacdo de proteinas requladoras: a biossintese de polissacarideo

capsular da maioria dos sorotipos pneumocécicos, tanto em relacdo ao
tamanho da molécula quanto a quantidade, mostrou ser dependente de um
sistema regulatério que é determinado pelas proteinas CpsB, CpsC e CpsD
(Figura 3.9). A CpsB é uma fosfotirosina fosfatase, CpsC uma proteina de

membrana relacionada a polimerases de polissacarideos e CpsD uma
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tirosina quinase autofosforilante. Acredita-se que a forma nao-fosforilada de

CpsD seja ativa na biossintese de polissacarideo (KADIOGLU et al., 2008);

Figura 3.9: Modelo de regulagédo de produgéo de polissacarideo capsular por fosforilagdo de tirosina
de CpsD
® CpsC, CpsD e ATP interagem para promover a sintese de PS pela polimerase Wzy
@ CpsD se autofosforila, 0 que resulta em uma mudanga na interacdo da proteina e
diminui a biossintese do PS
® O polimero é transferido para uma suposta ligase e ligado & parede celular
@ CpsB desfosforila CpsD, permitindo entdo que o ciclo recomece.
FONTE: Kadioglu et al., 2008.

— concentracdo de oxigénio: ha maior producédo de polissacarideo capsular

em ambiente de anaerobiose comparativamente a ambiente microaerdfilo
ou atmosférico (WEISER et al., 2001). Foi verificado que em ambientes
com menor concentracdo de oxigénio, além de maior producdo de
polissacarideo capsular, houve maior quantidade de CpsD na forma
fosforilada (ndo-ativa). Sugere-se que este alto nivel de CpsD fosforilada
provoque uma redugdo na taxa global de biossintese de polissacarideo
capsular e aumente a taxa de ligacdo deste a parede celular. No trabalho
de Gongalves et al. (2006), um cultivo em anaerobiose seguido de
introducéo de ar fez com que as cadeias de polissacarideo capsular ligadas
a parede celular se soltassem, mas este evento nao foi relacionado a

quantidade de CpsD fosforilada ou nao-fosforilada.
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3.4.3 Metabolismo de Nitrogénio

A observagdo do genoma do S. pneumoniae permitiu a identificagédo de 22
genes codificantes para 7 transportadores ABC especificos para glutamina, o que
sugere que a glutamina é um elemento-chave no crescimento do pneumococo
(HOSKINS et al., 2001).

Através da analise do metabolismo central e de suas diferentes conexdes é
possivel ver que a glutamina esta diretamente envolvida em varios aspectos cruciais
do metabolismo do pneumococo, como precursora da sintese de purinas e
pirimidinas (sintese de nucleotideos) e do metabolismo dos aminoagucares
necessarios na sintese da peptideoglicana e dos acidos teicoicos, componentes da
parede celular (STORAI, 2008).

Dada a auséncia do ciclo de Krebs, o pneumococo € incapaz de sintetizar
aspartato, glutamato, lisina, metionina, glicina, histidina ou treonina, dai a
necessidade de complementar o meio de cultura com estes compostos (HOSKINS et
al., 2001; STORAI, 2008). Porém, apesar de ndo conseguir sintetizar grande parte
dos amino&cidos, existe uma via de sintese de aminoacidos ramificada, diretamente
ligada ao metabolismo central do piruvato, que permite a sintese de isoleucina,
leucina e valina (STORAI, 2008).

3.4.4 Metabolismo de Colina e Proteinas Associadas

Além do polissacarideo capsular, o S. pneumoniae possui outro
polissacarideo ancorado a parede celular, o polissacarideo-C (Figura 3.10). Este tem
em sua estrutura o acido teicoico com residuos de fosforilcolina, cuja composicao &
conservada entre os sorotipos. Estes residuos de fosforilcolina s&o reconhecidos por
proteinas quem possuem um dominio ligante de colina (CBP). Uma delas é a
amidase LytA, que cliva a peptideoglicana e esta envolvida no processo de divisdo
celular. Também conhecida por autolisina, esta enzima induz a lise do pneumococo

sob certas condigdes, como na fase estacionaria de crescimento (TOMASZ, 1981).
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Figura 3.10: Interagédo entre acidos teicodicos e lipoteicdico com a membrana e a peptidoglicana do
pneumococo
Cho: fosforilcolina, CBP: proteinas dependentes de ligagdo com colina.
FONTE: Adaptado de: Fischer, 2000.

Outra estrutura importante € o acido lipoteicéico, também conhecido por
antigeno de Forssman (Figura 3.10). Este contém um &cido teicdico similiar ao
polissacarideo-C com um material lipidico adicional ligado covalentemente. O acido
lipoteicdico possui igualmente fosforilcolina e € um poderoso inibidor da autolisina.
Durante a fase estacionaria de crescimento, as células pneumocdcicas liberam o
antigeno de Forssman, o que resulta na atividade irrestrita da autolisina e na
subsequente lise bacteriana (ALONSODEVELASCO et al., 1995).

Dentro deste contexto, a colina se encaixa como um importante requerimento
nutricional para o pneumococo. O pneumococo nao consegue sintetiza-la e, sem
esta, as células crescem em longas cadeias que falham em se separar em formas
caracteristicas de diplococcos ou pequenas cadeias (WARE; WATT,; SWIATLO,
2005). Sua substituicdo por um analogo, como a etanolamina, pode ocasionar
defeitos fisioldgicos multiplos, como divisdo celular aberrante, inabilidade para

submeter-se a transformacgéo genética, resisténcia a autdlise e fago-resisténcia. Isto



Revisdio Bibliografica 47

porque, sem os residuos de fosforilcolina, a LytA ndo consegue ligar-se a parede
celular e com isto ndo possui atividade; o que também ocorre para a LytB, uma
importante glucosamidase que também atua no processo de divisdao celular
(FISCHER, 2000).

Segundo Storai (2008), colina a 5 g/L no meio de cultura foi a condigao onde
houve maior crescimento e produgao de polissacarideo capsular para 5 sorotipos de
S. pneumoniae. Apesar de a colina ser altamente requerida para o crescimento do
pneumococo, mudancas idénticas as observadas na sua auséncia também podem
ser verificadas quando sua concentragao € maior que 20 g/L no meio de cultura
(BRIESE e HAKENBECK, 1985).

As autolisinas estdo também ligadas ao que se chama de quorum sensing
system (QS). O QS é um mecanismo de sinalizagdo célula-célula, que regula a
expressao de genes em resposta a flutuagdes na densidade populacional de células
(MILLER e BASSLER, 2001). Ele esta ligado a habilidade da bactéria em responder
a moléculas quimicas semelhantes a horménios chamadas autoindutores. Quando
um autoindutor alcanga uma concentracdo limite, devido ao aumento na
concentracdo de células, a bactéria o detecta e responde a este sinal com a
alteragdo na expressao de determinados genes. Bactérias usam o QS para regular
diversas atividades fisiolégicas, como: simbiose, viruléncia, competéncia,
conjugacéo, producgao de antibidticos, esporulagao e formagéo de biofilme.

Sob certas condigdes, 0 QS do S. pneumoniae é acionado por peptideos
(READING e SPERANDIO, 2005) ou pela acidificacao da cultura (RESTREPO et al.,
2005), o que gera uma reagdo em cascata e ativa as autolisinas dentro de uma
populacdo crescente, provocando a diminuicdo da densidade populacional da

cultura.

3.4.5 Implicagdes para o Cultivo de S. pneumoniae

O pneumococo possui um pH 6timo de crescimento entre 7 e 7,8
(JOHNSTON, 1991) e temperatura entre 36 e 37 °C. Varios meios sao usados
atualmente para o estudo do pneumococo em cultura: BHI, hidrolisado triptico de
soja, Todd-Hewitt com extrato de levedura (THY), meio definido (van der RIIJN e
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KESSLER, 1980), meio semissintético, meios baseados em hidrolisados de caseina
(KIM et al., 1996; GONCALVES et al, 2002; CARMO, 2010), meio de soja
(LIBERMAN et al., 2008) e meios suplementados com sangue de cavalo e extrato de
levedura (RESTREPO et al., 2005). Apesar deste grande numero de meios, poucos
estudos buscam sua otimizacdo e, até o momento, ndo existem estudos sobre a
cinética de producgao do polissacarideo capsular.

No caso do pneumococo, O preparo e 0 manuseio da bactéria antes da
inoculagdo sdo fatores importantes que influenciam a viruléncia do pneumococo. E
importante crescer as bactérias em condi¢cdes 6timas e armazena-las em seu pico
6timo de viruléncia para preservar sua viruléncia e manter o numero de bactérias
estavel.

Além disso, quando se visa a producido de polissacarideo capsular e sua
futura purificagao, é necessario que a cultura atinja uma alta densidade celular, ja
que o polissacarideo capsular parece ser um produto associado ou parcialmente
associado ao crescimento celular, e que a lise da cultura seja evitada. Estes dois
pontos sao cruciais e de dificil alcance no cultivo de S. pneumoniae.

Isto ocorre porque o catabolismo do pneumococo leva principalmente a
formacao de acido lactico que, de um lado, é fundamental para que a bactéria
reoxide o NADH formado durante a glicolise em condicdes de anaerobiose e, por
outro lado, inibe a via glicolitica por retro-alimentagdo. Além disso, 0 pneumococo
tende a autdlise ao alcangar o estado estacionario, por agcdo da LytA e da LytB e
pode ainda estimular o QS.

Em alguns trabalhos, foi observado que a relagdo carbono:nitrogénio
(GONCALVES et al., 2002) e que as condicbes do ino6culo (CARMO, 2010)
interferem na producédo do polissacarideo capsular no sobrenadante. Apesar dos
esforcos em aumentar a producdo, os valores maximos de producdo de
polissacarideo capsular no sobrenadante alcangados em nosso laboratério estdo em
torno de 400 mg/L (CARMO, 2010), obtidos através de cultivos descontinuos com
pulsos de glicose e acetato de amdnio. Uma patente desenvolvida pela Novartis
(SWEENNEN, 2007) alcanga altos niveis de producdo de polissacarideo capsular
por S. agalactiae, da ordem de 800 mg/L, através de duas etapas de alimentacao e
uma alimentagdo exclusiva de carbono. Segundo os inventores, a mesma técnica

pode ser utilizada com sucesso para S. pneumoniae.
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3.4.5.1 Quantificacdo de Polissacarideo Capsular de S. pneumoniae sorotipo 14

A estrutura quimica do polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 14
(PS14) consiste de unidades repetitivas de: —6)—-p—-D-N-
acetilglucosamina—(1—3)-p-D—-Galactose—(1—4)-p—D-Glicose—-(1—, com uma
cadeia lateral de pB-D-Galactose—(1— ligada ao C4 de cada residuo de N-
acetilglucosamina (LINDBERG; LONNGREN; POWELL, 1977). Este polissacarideo
€ neutro, o que dificulta sua deteccao.

Os meétodos colorimétricos tradicionais de deteccdo de PS14 sao fenol-
sulfurico e reacdo com antrona, que detectam acucares totais. Pelas
recomendacgdes da Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2005), o PS14 deve ser
caracterizado pelo teor de hexosamina, que pode ser feito pela reagdo de
deaminagao com indol e acido cloridrico. Uma dificuldade na utilizacdo da dosagem
de hexosaminas em amostras do cultivo é que pode ocorrer detecgdo da N-
acetilglucosamina da parede celular do pneumococo. Portanto, assim como para
fenol-sulfurico e antrona, pode ocorrer interferéncia com o polissacarideo da parede
celular, riboses do DNA e agucares do meio de cultura.

Como alternativa para os métodos colorimétricos citam-se os imunoensaios,
tradicionalmente empregados na deteccdo de antigenos pneumocdocicos em
amostras de pacientes, como a contraimunoeletroforese e rocket imunoeletroforese
(SZU e ORAVEC, 1982); imunodifusdo (GROOT; GODEFROOIJ; KLEEREBEZEM,
2008), ELISA e aglutinacdo por latex (MASSALDI et al.,, 2010). As técnicas de
imunodifusdo e aglutinacdo por latex sao semiquantitativas, apresentam baixa
sensibilidade e sao relativamente fracas na detec¢cao de misturas complexas. Ja as
técnicas que envolvem eletroforese nao detectam facilmente polissacarideos
neutros. Nesse campo, as variadas técnicas de ELISA ganham destaque,
principalmente ELISA de competicdo e ELISA de captura, pela alta especificidade e
sensibilidade. Na literatura existem protocolos para ELISA de captura com
sensibilidade de até 1 ng de PS14/mL (HARDING et al., 1979), contudo, este € um
método laborioso e caro.

Outro método que poderia ser empregado é o HPLC de exclusdo molecular

(HPSEC). A técnica do HPSEC vem sendo utilizada na caracterizacdo de
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preparacdes polissacaridicas para a producdo de vacinas pneumocdcicas.
Especificamente, a HPSEC pode ser usada diretamente para definir uma série de
propriedades fisicas do polissacarideo capsular, como distribuicdo do peso
molecular, volume hidrodindmico, viscosidade intrinseca e, por conseguinte,
densidade, rigidez e estrutura (BEDNAR e HENNESSEY, 1993). Logo, este método
pode fornecer, em uma mesma analise, valores de concentragao de polissacarideo
capsular na amostra e seu respectivo o peso molecular, variaveis ao longo do cultivo
(MASSALDI et al., 2010).

3.5 ESTRATEGIAS DE CULTIVO EM BIORREATORES E MELHORAMENTO DE
MEIOS DE CULTURA

Existem 3 modos principais de operacao de biorreatores: descontinuo,
descontinuo alimentado e continuo. A eleicdo de uma estratégia de operagao
representara um importante efeito sobre a conversdo de substrato, a formacao de
produto, a possibilidade de contaminagéo e a confiabilidade do processo (DORAN,
1998).

— Descontinuos: operam em sistemas fechados de maneira que o substrato é

adicionado no comecgo do processo e 0s produtos sdo retirados somente ao
final do mesmo.

— Descontinuo alimentado: a alimentagéo de nutrientes se realiza de maneira

intermitente ou continua a fim de controlar a concentragdo de substrato
existente no biorreator. Esta forma de operacdo é empregada quando
elevadas concentragdes de substrato podem inibir a reacéo e/ou produzir
uma via metabdlica ndo desejada; ou quando ha repressao catabdlica.

— Cultivo continuo: também é conhecido como CSTR (continuous stirred-tank

reactor) ou quimiostato, caracteriza-se por possuir uma alimentacao
continua de meio de cultura fresco a uma vazéo determinada e constante e
retirada do caldo fermentado na mesma vazado da alimentagcdo, o que

mantém o volume de caldo no biorreator constante.
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Quando se desenvolve uma fermentacao, o desenho do meio de fermentacao
€ de crucial importancia, porque sua composi¢gao pode afetar significativamente a
concentracao de produto, rendimento e produtividade volumétrica. A composi¢ao do
meio também pode afetar a facilidade e o custo da operacdo de purificacdo do
produto (KENNEDY e KROUSE, 1999).

Entre as mais difundidas estratégias para otimizagdo de meios, pode-se citar:
composicdo de meio semelhante a composicdo elementar do micro-organismo;
mudanca de um fator por vez; planejamento fatorial; superficie de resposta de
Placket & Burman, aplicada para fatores sem efeito interativo; redes neurais e

técnicas de fermentacao continua.

3.5.1 O Cultivo Continuo

Um dos principais recursos que discrimina culturas continuas das culturas
descontinuas é a habilidade do crescimento celular ocorrer balanceado entre a
entrada de meio estéril e a retirada de meio usado, células vivas e debris. Com a
manutencdo de volume constante, o sistema pode atingir a condigdo de estado
estacionario ou regime permanente, condicdo na qual as variaveis de estado
(concentragdo de células, de substrato limitante e de produto) permanecem
constantes ao longo do tempo de operacédo do sistema (FACCIOTTI, 2001). Assim
sendo, o cultivo continuo é um ambiente constante e definido, controlavel e de
condicdes fisico-quimicas ajustaveis (HOSKISSON e HOBBS, 2005). Ja na cultura
descontinua, dadas as condigbes fisico-quimicas dindmicas, a concentracdo de
alguns nutrientes diminui e a concentragcédo de produtos metabdlicos aumenta com o
crescimento do micro-organismo. Isto frequentemente resulta em dados complexos
dificeis e até impossiveis de interpretar (HOSKISSON e HOBBS, 2005).

A manutencgao das células em um mesmo estado fisioldgico torna o processo
continuo uma excelente ferramenta para estudos de mecanismos de regulagao
metabdlica ou ainda, para estudos de melhoramento da composicdo de meio de
cultura. Isto porque é possivel observar a atividade do micro-organismo em

diferentes ambientes controlados pelo investigador, mudando simplesmente a vazao
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especifica de alimentagdo ou a composi¢gao do meio de alimentagdo (HOSKISSON e
HOBBS, 2005; TODA, 2003).

3.5.1.1 Equacionamento para Cultivo Continuo

Para efeitos de calculo e equacionamento de um biorreator continuo sem
reciclo de células, admite-se agitacao perfeita, de forma que o biorreator possa ser
considerado com homogéneo. Assim, pode-se escrever o seguinte balango material

para o micro-organismo:

(Variagado da massa de células no biorreator) = (Massa de células que entra) -
(Massa de células que sai) + (Massa de células que cresce)

(Eq. 3.1)

Considerando o volume constante, tem-se:

dX (dx (Eq. 3.2)

V.E2 ZFX, ~FX+V,
dt

Jcrescimento

Sendo:

F = vazao volumétrica de alimentagao de meio (L/h)
V = volume de meio no reator (L)

X = concentragéo de células no biorreator (g/L)

X, = concentracéo de células no meio de alimentacao (g/L)

A velocidade instantanea de crescimento pode ser expressa como:

dX
(chrescimento - HIX (Eq 33)

Onde:

p = velocidade especifica de crescimento (h'1)
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Define-se vazao especifica de alimentagéo (D), como sendo a relagao entre a
vazao volumétrica de alimentagédo e o volume de meio no biorreator. Assim, tem-se

que:

D=— (h7) (Eq. 3.4)

Sendo que 1/D é tempo de residéncia hidraulica no biorreator (t;). Deste
modo, substituindo a Equacao 3.4 e 3.3 na Equacao 3.2 e assumindo que o meio de

alimentacao é estéril (X; = 0), obtém-se:

Z_’t(: WX -DX (Eq. 3.5)

Considerando que se tenha atingido a situagcdo de estado estacionario no
biorreator, no qual a concentragao celular permanece constante (dX/dt = 0), obtém-

se:

uX=DX ouainda u=D (Eq. 3.6)

Portanto, na condicdo de estado estacionario a concentragdo celular se
mantém constante devido a um equilibrio entre a velocidade de crescimento celular
e a velocidade de retirada de células do fermentador e, ainda, ao fato de que a
velocidade especifica de crescimento () € igual a vazéo especifica de alimentagéo
(D) (FACCIOTTI, 2001).

Considerando a mesma situacdao de estado estacionario para substrato
limitante S e para o produto genérico P para equacionar os balangcos materiais, se

obtém as expressdes a seguir:

ds D

DS, -S)-pX — D(S,-S)=p X o pg= (Eq. 3.7)
dt Ys
% — DP+upX — DP=ppX - pup :D_; (Eq. 3.8)
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Onde:

S = concentracao de substrato limitante no biorreator (g/L)

S, = concentragdo de substrato limitante no meio de alimentagao (g/L)

Ms = velocidade especifica de consumo de substrato (gsubstrato.gcé|u|a'1.h'1)
Y,;s = fator de conversao de substrato limitante S a células (geeiia/substrato)
P = concentragéo de produto P no biorreator (g/L)

U, = velocidade especifica de produgdo do produto (gpmduto.gcé|ula'1.h'1)

Considerando a velocidade especifica de produgdo conforme proposto por
Luedeking e Piret (1959):

Hp = o +p (Eq. 3.9)

Sendo a e 3 constantes que representam:
a = a parcela de formagéo de produto dependente do crescimento (Jproduto/ Josiula)

B = a parcela de formagéao de produto independente do crescimento (gpmduto.gcé|ula'1.h'1)

Substituindo a Eq. 3.9 na Eq. 3.8, tem-se:

DP _ —Xa+PX
~ =aD+B - P=Xa+ 5 (Eq. 3.10)

Em uma grande faixa dos valores de D, os valores de X permanecem
praticamente constantes, ocorrendo uma brusca queda até o valor zero, quando D
se aproxima do valor de umax. Neste ponto o valor de S tende ao infinito, o que na
pratica significa tender ao maior valor possivel, ou seja, a concentragcado de substrato
na alimentacao. Quando S = S,, obtém-se um valor nulo para a concentragao celular
em estado estacionario. Tal condicdo de operagao é conhecida como “estado
transiente de lavagem” (washout), situagao na qual ocorre um arraste das células do
biorreator. Nesse ponto, o valor da vazao especifica de crescimento € denominado
“D critico” (D¢) (FACCIOTTI, 2001).

A lavagem do biorreator é usualmente empregada para a determinagcéo da
velocidade maxima de crescimento (Pmax), Sendo esta técnica conhecida como
método dindmico de determinacao de umax. Esta técnica consiste em, partindo-se de
um estado estacionario (u = D), impbéem-se uma vazao especifica de alimentacao

nitidamente superior a Pmax, de forma a se obter um decréscimo da concentragéo
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celular no reator. Assim, integrando-se a equagao 3.5 entre t, e t, 0 instante em que

se fez D > umax, NO qual se tinha uma concentragao celular igual a X;, tem-se:
m[—}:mmax “D)(t-ty) (Eq. 3.11)

Plotando-se In(X/X;) em funcédo do tempo, obtém-se uma reta, cujo coeficiente

angular é igual a umax — D. Como D é conhecido, calcula-se assim o valor de pmax.
3.5.1.2 Cultivo Continuo para Producéao de Polissacarideos por Bactérias Laticas

Segundo a literatura, os maiores valores de fator de conversdo de biomassa
em polissacarideo por bactérias laticas sdo alcancados quando o quimiostato é
operado em altas vazdes especificas de alimentagdo (D). Isto foi observado, por
exemplo, na produgdo de polissacarideo capsular por S. agalactiae (PAOLETTI,
ROSS; JOHNSON, 1996; ROSS; MADOFF; PAOLETTI, 1999). Por outro lado, na
producdo de exopolissacarideos® por L. lactis (LOOIJESTEIJN et al., 2000) e S.
zooepidemicus (BLANK; MCLAUGHLIN; NIELSEN, 2005), os maiores fatores de
conversdo de biomassa em polissacarideo acontecem quando as culturas sao
operadas em baixos valores de D.

Paoletti, Ross e Johnson (1996) propuseram que, dado que a producao de
polissacarideo capsular por S. agalactiae tipo Il aumenta com D, e
consequentemente, com a velocidade especifica de crescimento, a expressao deste
polissacarideo capsular € modulada por um mecanismo que envolve a velocidade de
crescimento. Se uma bactéria patogénica produtora de polissacarideo capsular
cresce a uma menor velocidade, entdo expressa menores quantidades de
polissacarideo capsular, o0 que expde outros componentes celulares, como os
envolvidos em sua adesdo ao hospedeiro, que favorecerdo a condigdo de

colonizagédo. Entretanto, se cresce a maior velocidade, entdo produz maiores

6 Exopolissacarideos: polissacarideos produzidos extracelularmente e que ndo sdo ancorados a
peptideoglicana
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quantidade de polissacarideo capsular e mascara os componentes envolvidos na
colonizagéo, caracterizando, entdo a condi¢ao de invasao.

Sob limitagdo de fonte de carbono e sob altos D, observou-se que para S.
agalactiae tipo Ill houve maior produgao de polissacarideo capsular ligado as células
por biomassa, cerca de 4 a 15 vezes mais dependendo da cepa (ROSS; MADOFF;
PAOLETTI, 1999). O mesmo fenbmeno foi observado para produgdo de
exopolissacarideo por L. lactis (LOOIJESTEIJN et al., 2000).

Sob limitagdo de nitrogénio, algumas bactérias laticas parecem favorecer a
sintese de polimeros intracelulares armazenados (NEIJSSEL; SNOEP; TEIXEIRA
DE MATOS, 1997). Ja para exopolissacarideo de S. zooepidemicus, houve menor
producdo de acido hialurbnico por biomassa em culturas limitadas por glutamina
(BLANK; MCLAUGHLIN; NIELSEN, 2005).

Outro ponto importante na producao de polissacarideos por bactérias laticas é
a estabilidade das células e do fenoétipo produtor. Em ensaios de cultivo continuo
operados a D = 0,1 h™' de S. pneumoniae para os sorotipos 14, 6B e 23F, foram
observadas oscilagbes na densidade celular, sendo estas ciclicas a cada 2 tempos
de residéncia. Este perfil oscilatorio ndo ocorreu para cepas nocauteadas para LytA,
assim o perfil oscilatério foi relacionado a expressao e atividade de autolisinas ou
expressao de uma toxina (CORNEJO et al., 2009). Para S. zooepidemicus foi
observado que, de acordo com a vazao especifica de alimentagdo empregada em
cultura continua e do tipo de limitacdo imposta, ocorre queda na quantidade de
células capazes de produzir acido hialurénico.

A exemplo dos casos citados acima, para o estudo da producdo de
polissacarideo capsular por S. pneumoniae serdo levados em conta os fatores:
vazao especifica de alimentagdo, a limitagdo de carbono, limitacdo do fator de

crescimento colina, e a limitagdo do doador amino, glutamina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTUDO DO METODO DE DOSAGEM DE PS14 EM AMOSTRAS DE CULTIVO

Cinco métodos foram selecionados para analise de PS14 em sobrenadante

de amostras de cultivo de S. pneumoniae sorotipo 14:

4.1.1 Fenol-Sulfurico

Seguindo sugestdes de Cuesta et al. (2003) para dosagem de PS14 por fenol-
sulfurico, foi estudado o tempo étimo de incubacido da reacdo a 90 °C para definir
em que ponto ocorre sua hidrolise total. Para tanto, foi utiizado PS14 ATCC
(American Type Culture Colection™, Manassas, Virginia, USA) a 100 pg/mL como
referéncia e tempos de incubacdo de 0 a 20 minutos.

Em relagdo ao método original do fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956),
algumas modificagdes no protocolo foram realizadas, visando maior sensibilidade e
homogeneidade do método para quantificagao de polissacarideos, que seguem: 200
ML da solugdo de padrao ou amostra foram pipetados para tubo de rosca e mantidos
em banho de gelo. 200 yL de solugéo de fenol 5% foram adicionados e o tubo foi
agitado. Adicionou-se 1 mL de acido sulfurico, rapidamente e diretamente contra a
superficie de liquido, tampou-se o tubo e este foi agitado imediatamente por 5
segundos, retornando depois ao banho de gelo. Passados 10 minutos, o tubo foi
levado ao banho a 90 °C e, depois de 10 minutos, foi resfriado em banho de gelo e
mantido a temperatura ambiente por 20 minutos antes da leitura a 490 nm.

Para remocdo de acucares do meio de cultura, os sobrenadantes das
amostras do cultivo e o meio de cultura virgem foram dialisados contra agua
destilada em membrana de corte 10 a 12 kDa por 48 h. Cada amostra foi analisada
em duplicada e deste foi descontado o valor da interferéncia do meio de cultura
virgem. Para calcular a concentragado de PS14 nas amostras, fez-se a relagao direta
com a curva padrao de PS14 ATCC.
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4.1.2 High Performance Size Exclusion Chromatography (HPSEC)

Para os testes em HPSEC, foram utilizadas 2 colunas TSKGel® GMPWjy,
(Tosoh Bioscience LLC, Minato-Ku, Tokyo, Japan), de 0,78 x 30 cm acopladas em
série (60 cm de altura total). Como fase mdével foi utilizado tampéao fosfato (Na;HPO4
10 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,5), com uma vazao de 0,4 mL/min. O volume injetado de
amostra foi de 50 yL e o tempo de corrida foi de 80 minutos a 25 °C. Foram
avaliadas amostras do sobrenadante do cultivo dialisadas e ndo dialisadas e o
padrdao PS14 ATCC de 1 a 2 mg/mL. O indice de refracédo (RID) foi utilizado para a
deteccdo. Os cromatogramas foram analisados pelo software Class VP versao 6.14

SP2 (Shimadzu, Nakagyo-ku, Kyoto, Japan).

4.1.3 Rocket Imunoeletroforese

Foi utilizada uma adaptagdo do protocolo sugerido por Szu e Oravec (1982)
que, resumidamente, altera os tampdes de corrida e do gel para pH 5,0. Dois tipos
de tampao foram testados para o gel de agarose 1%: tampé&o acetato forte (acetato
de sédio 1,31 M, Tris 0,65 M e EDTA 1,1%) e tampao acetato de sddio fraco
(acetato de sddio 0,025 M), ambos com pH 5,0. Foram estudas propor¢gdes de soro
antiPS14 obtido de uma cabra imunizada com a PCV7 (Prevenar®), variando de
1:200 a 1:2.400 no gel de agarose.

Através da migracdo do polissacarideo capsular ao longo do gel (migracao
catodal, 210 V, 24 mA, 5 W, sob placa refrigerada a 10 °C), ha formagao do
precipitado antigeno-anticorpo (Figura 4.1), que apds lavagens (4 lavagens com
salina e 4 lavagens com agua, seguida de secagem a temperatura ambiente), &
evidenciado em revelagdo com Comassie Blue. Como tampao de corrida foram
utilizadas solug¢des de acetato de sédio forte (acetato de sédio 2,62 M, Tris 1,3 M e
EDTA 2,2%) ou acetato de sédio fraco (acetato de sédio 0,05 M), ambos com pH 5,0
e o volume de amostra/PS14 ATCC por pogo foi de 5 L.
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Figura 4.1: Esquema de formacgao de precipitado antigeno-anticorpo em rocket imunoeletroforese

Antes de ser utilizado na deteccao do PS14 por rocket imunoeletroforese, o
soro da cabra foi titulado através de um ELISA indireto: placas de 96 pocos
(MaxiSorp™ - Nunc, Rochester, New York, USA), de fundo chato, foram
sensibilizadas com 5 ug de PS14 ATCC por 48 horas a 4 °C. Depois da adsor¢ao do
antigeno, as placas foram lavadas trés vezes com Tween 20 a 0,05% em solug&o
salina tamponada com fosfato (PBS-T) e bloqueadas com 200 uL de leite em po
desnatado a 10% em PBS (PBS-L10%). Apds 1 hora de incubagéo a 37 °C, as
placas foram lavadas com PBS-T e 100 pL de soro de cabra foram diluidos
seriadamente em PBS-L-10% ao longo da placa a uma razéo 1:2. O branco do soro
consistiu de 100 pL de PBS-L10% no lugar da amostra. Apds 2 horas de incubagéo
a 37 °C, as placas foram lavadas com PBS-T e incubadas com anticorpo de coelho
anti-IgG de cabra conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
a 1:1.000 em PBS, por 2 horas a 37 °C. As placas foram lavadas com PBS-T e
reveladas com 100 pL de solucdo de Orto-Fenilenodiamina (OPD) a 0,27% em
tampao citrato (citrato trissddico dihidratado 0,1 M e fosfato de so6dio monobasico
monohidratado 0,27 M, pH 5,4) com H,0, a 0,5%. Apds 15 minutos de incubagéo no
escuro, a reacao foi cessada com 50 uL H,SO4 4 M. As placas foram lidas a 492 nm.

Através da porcgao linear da curva absorbéancia a 492 nm (DOggz)versus log
diluicdo do soro, é determinado o titulo do soro, que corresponde a diluicao

necessaria para atingir uma DOgg, de 0,1.
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4.1.4 ELISA Competitivo Indireto

Placas de 96 pogos (MaxiSorp™), de fundo chato, foram sensibilizadas com 5
Mg de PS14 ATCC por 48 horas a 4 °C. Depois da adsorgédo do antigeno, as placas
foram lavadas trés vezes com Tween PBS-T e bloqueadas com 200 uL de PBS-
L10%. Apds 1 hora de incubacgéo a 37 °C, as placas foram lavadas com PBS-T e 50
ML de amostra/padrao foram diluidos seriadamente em PBS ao longo da placa. O
padrao consistiu de PS14 ATCC com concentracao inicial de 100 ug/mL, diluido até
0,78 pg/mL. Em seguida, foi misturado a amostra/padrao 100 uL de soro de cabra
(mesmo soro utilizado no item 4.1.3) a 1:10.000 em PBS. O branco do PS14 e o
branco do soro consistiram de 50 yL de PBS no lugar da amostra e 150 yL de PBS
no lugar da amostra e do soro, respectivamente. Apds 2 horas de incubagao a 37
°C, as placas foram lavadas com PBS-T e incubadas com anticorpo de coelho anti-
IgG de cabra conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a
1:1.000 em PBS, por 2 horas a 37 °C. As placas foram lavadas com PBS-T e
reveladas conforme descrito no ELISA indireto do item 4.1.3. Um esquema do ELISA

competitivo é ilustrado a seguir (Figura 4.2).

o | o €
e I e

Abs

Log PS14 ATCC (mgL)

Legenda:
AP  PS14 adsorvido a placa IgG — soro de cabra
oo’ e’ PS14 de amostra ‘ anti-lgG de cabra conjugada a peroxidase

Figura 4.2: Esquema para quantificacdo de PS14 através de ELISA competitivo

As amostras foram analisadas em duplicata e o padrdo em triplicata. Para
calcular a concentragdo de PS14 nas amostras, primeiramente calculou-se a

porcentagem de inibicdo de cada concentracdo do padrdo pela equacéo:
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Abs soro sem inibidor — Abs soro com inibidor
Abs soro sem inibidor

% inibigéo :[ }100, onde ‘Abs soro sem inibidor'

refere-se a absorbancia do branco do PS14. Assim, pela porcao linear de % inibicao
versus concentracao de PS14 ATCC, determinou-se a concentragcdo de PS14 ATCC
requerida para inibir a ligagdo do soro em 50% (ICsp). O valor de absorbéancia
correspondente a ICso (Abs 1ICso) foi encontrado através da relagdo DOy e
concentracao de PS14 ATCC. Por conseguinte, a partir da relacéo linear DOg4g X
diluicdo da amostra, calculou-se a diluicdo da amostra na qual se atingiria a Abs
ICso. Portanto, a concentracdo de PS14 na amostra foi obtida pela multiplicagdo da

diluigdo encontrada pela ICs.
4.1.5 ELISA de Captura

Para estabelecer este protocolo, foram estudadas variagdes da concentracao
de anticorpo de captura, anticorpo secundario e anticorpo conjugado, solugdes de
bloqueio e tempos de incubagao, chegando-se ao protocolo definitivo:

Placas de 96 pogos (MaxiSorp™), de fundo chato, foram sensibilizadas com
soro comercial de coelho contra PS14 (Statens Serum Institute, Copenhagen,
Denmark) a 1:1.000 em tampao carbonato (NaHCO3; 50 mM e Na,CO3; 50 mM, pH
9,6) por 14 horas a 4 °C ou 2 horas a 37 °C. As placas foram lavadas 5 vezes com
PBS-T e bloqueadas com 200 pL de PBS-L10% por 1 hora a 37 °C. As placas foram
entao lavadas com PBS-T e incubadas com 100 yL de amostra/padrao diluidos em
PBS. O padrao consistiu de PS14 ATCC com concentragéao inicial de 1 pg/mL a 1
ng/mL. Apds 3 horas de incubacao a 37 °C ou overnight a 4 °C, as placas foram
lavadas com PBS-T e incubadas com soro de cabra (mesmo soro utilizado no item
4.1.3), a uma diluicdo 1:200 em PBS-T com albumina a 0,5% (PBS-T-BSA). Apos
incubacao de 2 horas a 37 °C, as placas foram novamente lavadas com PBS-T e
incubadas com anticorpo de coelho anti-lgG de cabra conjugado a peroxidase a
1:5.000 em PBS-T-BSA, por 2 horas a 37 °C. As placas foram lavadas com PBS-T e
reveladas conforme descrito no ELISA indireto do item 4.1.3. Um esquema do ELISA

de captura é ilustrado a seguir (Figura 4.3).
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As amostras e o padrdo foram analisados em duplicata. Para calcular a
concentracdo de PS14 nas amostras, fez-se a relacao direta com a curva padrao de
PS14 ATCC.

Legenda:

\" IgG — soro comercial (captura)

Abs

/C y\ 3
- =
) oo™ e”* PS14 de amostra
]
Y Y Y 1gG — soro de cabra (secundario)

Log PS14 ATCC (mg/L) anti-lgG de cabra conjugada a peroxidase

Figura 4.3: Esquema para quantificagdo de PS14 através de ELISA de captura

4.2 CULTIVOS

4.2.1 Meios de Cultura

As composicbes dos meios de cultura utilizados estdo nas tabelas que
seguem. Para plaqueamento e semeadura foi utilizado meio Agar-BHI Sangue
(Tabela 4.1). Para confecg¢ao do lote semente e do lote trabalho foi utilizado o meio
Todd-Hewitt com extrato de levedura (Tabela 4.2). Nos cultivos tanto em frascos
como em reator, dois meios foram utilizados: o meio complexo (Tabela 4.3) e 0 meio

quimicamente definido - CDM - suplementado com colina a 10 mg/L (Tabela 4.4).

Tabela 4.1 - Composicéo de Meio Agar-BHI Sangue

Reagente por litro
Sangue de Carneiro 50 mL
Infus&o de cérebro e coragédo (BHI, BD-Difco™) 3749
Agar (BD-Bacto™) 20g

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA
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Tabela 4.2 - Composicéo de Meio Todd-Hewitt com Extrato de Levedura - THY

Reagente por litro
Meio Todd-Hewitt (BD-Bacto™)? 30¢g
Extrato de Levedura (BD,Difco™) 59

63

@ Composigéo aproximada (em 30 g): infusdo de coragéo 3,1 g,
neopeptona 20 g, glicose 2 g, NaCl 2 g, Na,HPO, 0,4 g, Na,CO,

25¢g
Tabela 4.3 - Composigéo de Meio Complexo

Reagente por litro
Hidrolisado acido de caseina (BD-Bacto™) 309
Glicose 2049
Extrato de levedura® (BD-Difco™) 20g
Fosfato Bipotassico 59
Bicarbonato de sodio 19
L-glutamina 0,625¢g
Asparagina 0,149
Colina 0,01g
Solugao de Sais” 2,0 mL
Acido Tioglicélico 10% 1,0 mL

@ Extrato de Levedura ultrafiltrado, com corte de 5000 Da
b Composi¢éo da solugao de sais (por litro): MgSQO,.7H,0
250 g; FeS0,.7H,0 2,5 g; ZnS0,.7H,0 0,4 g; MnSO,4.H,O

0,18 g; HCI 10 mL.
FONTE: Gongalves et al., 2002.

Tabela 4.4 - Composig¢édo do Meio Quimicamente Definido (CDM) suplementado com colina

Reagente por litro Reagente por litro Reagente por litro
L-Acido Aspartico 01g L-Prolina 0,29 Adenina Sulfato 38,3 mg
L- Acido Glutamico 0,102 g L-Serina 0,19 Guanina HCI H,O 27,3 mg
DL-Alanina 01g L-Tirosina 0,19 Uracil 22 mg
L-Arginina HCI 0,121g L-Treonina 0,29 Acetato de Sadio 45¢
Asparagina 019 L-Triptofano 0,149 CaCl,.2H,0 6,7 mg
Cisteina 0,59 L-Valina 0,149 Fe(NO3)3.9H,0 1mg
L-Cistina 0,05¢g Acido Félico 0,8 mg FeS0O,.7H,0 5 mg
L-Fenilalanina 019 ﬁfr']‘i’:og'enzéico 0,4 mg KH,PO, 029
Glicina 0,29 Acido Pantoteico 4 mg K;HPO, 19
L-Glutamina 0,29 Biotina 0,2 mg MgS0,.7H,0 0,79
L-Histidina HCIH,O 0,135¢g B-NAD 2,5mg MnSQO,.H,0 5,6 mg
L-Hidroxiprolina 0,29 Nicotinamida 10 mg NaHCO; 259
L-Isoleucina 019 Piridoxal HCI 1mg Na,HPO, 7,359
L-Leucina 0,29 Piridoxamina 2HCI 1,4 mg NaH,PQO,.H,0 3,195¢
L-Lisina 0,138g Riboflavina 2mg Glicose 1049
L-Metionina 019 Tiamina HCI 2mg Colina 10 mg

FONTE: Adaptado de: van de Rijn & Kessler, 1980
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O meio agar-BHI sangue foi preparado pela solubilizagdo do agar e do BHI
em agua, seguido por esterilizagdo por 20 minutos a 121 °C. O sangue foi entao
acrescentado de forma estéril a temperatura de 50 °C, de maneira que as hemacias
ndo sofressem lise (coloracédo vermelha intensa).

O meio THY foi preparado pela solubilizagdo dos componentes em agua,
seguida de esterilizag&o por filtragdo a 0,22 ym.

Para o preparo do meio complexo cada componente foi solubilizado
individualmente, seguido pela reunido dos componentes, homogeneizagéao, ajuste de
pH para 7,4, afericao do volume e esterilizacao por filtracao a 0,22 pym.

Ja para o CDM, dado o grande numero de componentes, foram preparadas
25 solugdes estoque (ver ANEXO) - baseadas nas propriedades fisico-quimicas de
seus componentes (solubilidade, estabilidade e saturacéo) - as quais foram filtradas
a 0,22 ym e mantidas a 4 °C até seu uso. Para o preparo do CDM, adicionou-se o
volume previamente estabelecido de cada solu¢cédo estoque, seguida pela adicéo e
solubilizacdo direta de glicose, fosfatos de sddio dibasico e monobasico
monohidratado, acetato de sdédio, piridoxal, B-NAD e colina. O volume entdo foi
aferido, o pH ajustado para 7,0 e o meio foi esterilizado por filtracdo a 0,22 pm.
Imediatamente antes da inoculacdo, bicarbonato de sédio e cisteina foram

dissolvidos em agua, filtrados a 0,22 um e adicionados de forma estéril ao meio.

4.2.2 Selegcao da Cepa Produtora

Inicialmente foram avaliadas 8 cepas, que foram isoladas e identificadas
como S. pneumoniae sorotipo 14 pelo Instituto Adolfo Lutz. As cepas foram cedidas
na forma liofilizada por este instituto e apresentam a seguinte nomeagao: ST731/03,
ST322/08, ST 334/08, ST366/08, ST941/00, 1871, 2721 e 5287.
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4.2.2.1 Lote Semente

As ampolas liofilizadas foram semeadas em meio Agar-BHI Sangue em tubos
inclinados por 48 horas a 36,5 °C em latas com velas acesas, para reduzir a
concentragcao de oxigénio atmosférico (ambiente microaerofilico). Apds verificagao
da pureza das culturas por coloragao de Gram, estas foram ressuspendidas com
NaCl 0,85% estéril e inoculadas em 50 mL de meio THY. Quando a densidade
optica a 600 nm (DOgoo) dos cultivos ficou préoxima a 1,0, as culturas foram
centrifugadas a 3.210 g por 15 minutos a 4 °C e depois foram ressuspendidas em
1/10 do volume com meio THY novo e glicerol (40% em concentracdo final). Os

estoques foram mantidos em nitrogénio liquido.

4.2.2.2 In6culo

A partir do lote semente, as cepas foram avaliadas com relagdao a melhor
fragdo do estoque congelado a ser inoculada em 50 mL de meio complexo, a fim de
que a cultura do inéculo se encontrasse em fase exponencial de crescimento (DOgoo
entre 1 e 1,5) com 12 horas de incubagdo, ponto onde esta seria repassada para
frascos de maior volume ou para o biorreator. Foram estudadas fragdes de 0,002 a
0,2% (v/v), de acordo com a concentracdo de células viaveis do lote semente,
determinada apos o congelamento do estoque. A incubacao foi estatica, a 36,5 °C e

em ambiente microaerofilico.

4.2.2.3 Producgao de Polissacarideo Capsular

Com base nas melhores fragées do estoque congelado de cada cepa a serem
empregadas para o preparo da cultura do inéculo, identificadas no item anterior,
ensaios em 500 mL de meio complexo foram realizados para comparar a produgao

de polissacarideo entre as cepas. O volume de inéculo utilizado para semear 500
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Vmeio '0‘1
(DOGOO inoculo 0‘1)

mL de meio foi calculado pela seguinte equagao: V..o = , onde o

numero 0,1 se refere a DOgqp inicial desejada. Esta equacéo foi utilizada em todos
os ensaios em frasco e em biorreator.

A incubacdo foi estatica, a 36,5 °C e em ambiente microaerofilico. O
crescimento celular foi monitorado e aliquotas de 10 mL foram retiradas para

dosagem de PS14 no sobrenadante apds centrifugagéo a 12.857 g.

4.2.3 Lote Trabalho

Um lote trabalho foi produzido para a cepa identificada como a melhor
produtora. 70 uL do lote semente foram transferidos para 450 mL THY. Incubou-se a
36,5 °C, estaticamente e em ambiente microaerofilico. Quando a cultura atingiu
DOegoo de aproximadamente 1,0, esta foi centrifugada a 3.210 g por 15 minutos a 4
°C e depois ressuspendida em 1/10 do volume com meio THY novo e glicerol (40%
em concentracédo final). Os estoques foram colocados em criotubos e mantidos em

nitrogénio liquido.

4.2.4 Comparagao entre Cultivos Descontinuos utilizando CDM e Meio

Complexo

4.2.4.1 In6culo

A mesma composigdo do meio do biorreator foi utilizada para o meio de
in6bculo e 250 mL de meio foram utilizados para os dois meios testados. Para
determinagdo do tempo de incubacdo antes do repasse para o biorreator e da
melhor fragdo de lote trabalho a ser utilizada para atingir DOgoo de 1,0 a 1,5 com 12
horas de incubacéao, experimentos prévios de cinética de inéculo foram executados
para cada meio. Para o meio complexo foi necessaria uma fragao do lote trabalho de

0,004% (v/v), o que correspondeu a 10 yL do estoque congelado pra 250 mL de
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meio de indculo; enquanto que para CDM a fragao do estoque congelado necessaria

para preparo do inéculo foi de 0,012%. A incubagéo seguiu o item 4.2.2.2.

4.2.4.2 Cultivo Descontinuo

No cultivo com meio complexo foi utilizado biorreator com 5 L de volume de
trabalho (BioFlo® 2000 - New Brunswick (NBS), Edison, New Jersey, USA),
esterilizado com agua a 121 °C por 30 minutos, que foi retirada antes do meio ser
fitrado para dentro do reator. O cultivo se deu com controle automatico de pH (7,0
com NaOH 5M), temperatura (36 °C), agitacdo (200 rpm) e vazao de nitrogénio (0,1
vvm, ambiente anaerdbio), através da interface do reator com o software
LabView/UFSCar versao 7.1 (National Instruments, Austin, Texas, USA). A adicao
do antiespumante polipropilenoglicol ocorreu manualmente conforme a necessidade.

No cultivo com CDM foi utilizado biorreator com 1,5 L de volume de trabalho
(BioFlo® 3000, NBS), esterilizado com agua a 121°C por 30 minutos, utilizada no
ajuste do volume de meio concentrado. O cultivo se deu com controle de parametros
pelo software BioCommand (NBS, verséao 2.61) e estes foram os mesmos do cultivo
de 5 L, exceto pela agitacédo, que para manter a homogeneidade do reator e reduzir
estresse celular por cisalhamento, foi reduzida a 100 rpm.

Em ambos os cultivos, amostras de 5 mL foram retiradas no decorrer do
tempo para analise de crescimento pela DOgypy € destes, 2 a 4 mL foram
centrifugados a 20.000 g, por 15 minutos a 4 °C para analise de consumo de glicose,
producdao de acidos, concentracdo de PS14 no sobrenadante e, eventualmente,
concentragcao de aminoacidos (aminograma). Os sobrenadantes foram armazenados
a -20 °C, assim como os pellets celulares, dos quais foi determinada a concentragao

de PS14 associado as células.
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4.2.5 Analise de Vitaminas Essenciais para Crescimento

Esta analise foi realizada com a cepa selecionada, em 50 mL de CDM com a
omissdo de uma ou mais vitamina(s)/cofator(es) presentes no CDM completo. Para
evitar o arraste de micronutrientes do in6culo preparado em meio complexo, este foi
centrifugado a 6000 g, a 4 °C por 10 minutos, lavado com NaCl 0,85% estéril e
semeado para uma mesma DOgq inicial de 0,1 em todos os frascos. A incubacgéo foi
estatica, a 36,5 °C, em ambiente microaerofilico. O crescimento foi comparado ao
CDM completo, que contém 10 vitaminas, nomeado como CDMv10.

Uma vez identificadas as vitaminas que nao podem ser omitidas do meio
(essenciais), estas foram contra-provadas em uma comparagao de crescimento com
CDMv10. Esta comparacdo foi feita tanto em frascos, seguindo as mesmas
condicbes descritas de microaerofilia, quanto em cultivos descontinuos em
biorreator, nas mesmas condi¢cdes para biorreator de 1,5 L do item 4.2.4.2. Para o
in6culo do biorreator foram testados tanto inéculo preparado em meio complexo e
lavado para evitar arraste de micronutrientes quanto inéculo preparado em meio
quimicamente definido contendo somente as vitaminas ditas como essenciais. A
preparagdao do indculo seguiu a mesma descricdo do item 4.2.4.1. A partir dos
resultados de requerimento de vitaminas, foi estabelecido um meio quimicamente
definido modificado na composicdo de vitaminas para cultivos em biorreator,
nomeado CDMv6 (Tabela 4.5):

Tabela 4.5 - Composicdo em vitaminas de CDM completo (CDMv10) e CDM modificado para

vitaminas (CDMv6)

Componente COMvi0  CDME
Acido Fdlico 0,8 -
Acido p-aminobenzéico 0,4 -
Acido Pantoténico 4.0 4,0
Biotina 0,2 0,2
B-NAD 2,5 -
Nicotinamida 10,0 10,0
Piridoxal 1,0 1,0
Piridoxamina 1,4 -
Riboflavina 2,0 2,0

Tiamina 2,0 2,0
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4.2.6 Cultivos Continuos

Para os cultivos continuos foi utilizado o biorreator BioFlo® 3000, com controle
automatico de pH (7,0 com NaOH 5M), temperatura (36 °C), agitagao (100 rpm) e
vazao de nitrogénio (0,1 vvm), através da interface com o software BioCommand. O
volume do reator foi mantido constante em 1 L através de um pescador e de uma
bomba peristaltica (Watson Marlow Inc., Wilmington, Massachusetts, USA) para
retirada do caldo fermentado, operada a uma vazao 5 vezes maior que a vazao de
entrada. Para controle da vazdo de entrada foi utilizada uma bomba peristaltica
(Watson Marlow Inc.) com vazao controlada pelo software LabView. As vazdes de
entrada de meio foram verificadas por variacdo de peso das balangcas onde ficaram
apoiados os recipientes com os meios de alimentagao e também por meio de uma
pipeta localizada na linha de alimentagcédo, acionada por um by-pass, conforme

ilustrado na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Disposicao de linhas de entrada e saida entre biorreator e reservatorios utilizados em
cultivo continuo
1 — biorreator, 2 — sistema de borbulhamento de nitrogénio, 3 — amostragem, 4 — sensor
de temperatura, 5 — sonda de pH, 6 — sistema de agitagédo, 7 — reservatorio de NaOH 5M
para controle de pH, 8 — linha de entrada de meio de alimentagéo, 9 — reservatorio de
meio de alimentacao, 10 — linha de saida de meio fermentado, realizada através de um
pescador, 11 — reservatério de caldo fermentado, 12 — pipeta para afericdo da vazao de
alimentacgao.
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Os cultivos continuos iniciaram-se com cultivos descontinuos (conforme item
4.2.4.2). Com o crescimento ainda em fase exponencial, deu-se inicio a adigao de
meio fresco e a retirada de meio fermentado. A amostragem ocorreu ao longo do
tempo, sendo considerado como atingido o estado estacionario quando trés
amostras obtidas em diferentes intervalos de tempo apresentaram leituras de DOgoo
com desvio inferior a 10%. Como o volume de caldo no fermentador é pequeno e
sua manutengao é realizada por meio de um pescador, a amostragem foi realizada
na linha de saida de caldo fermentado.

Além dos parametros de analise de amostras empregadas nos cultivos
descontinuos, também foram feitos microscopia para observacbes da morfologia
celular e plaqueamentos peridodicos das amostras em agar sangue-BHI para
avaliagdao de presenca de contaminantes, mudangas fenotipicas das colbnias e

contagem de células viaveis.

4.2.6.1 Cultivo Continuo com Meio Complexo

Para analise de producgao de células e PS14 em diferentes velocidades de
crescimento, foi conduzido um cultivo continuo com meio complexo para meio do
reator e da alimentacdo. Foram estudadas 4 vazdes especificas de alimentacao (D):
0,4, 0,8, 09 e 1,5 h', sendo que em 1,5 h™', através de dados de cultivo
descontinuo, estava prevista a lavagem do reator, através da qual foi feita a
determinagdo de pMmax pelo método dindmico (ver item 3.5.1.1). As vazbes
especificas de alimentacdo foram controladas através da vazdo da bomba de

alimentacéo.

4.2.6.2 Cultivo Continuo com Meio Quimicamente Definido

A fim de determinar o efeito da glicose sobre crescimento e produgao de
PS14 em excesso/limitacdo de carbono, um cultivo continuo com CDMv6 foi

conduzido com D = 0,5 h™' e com concentragdo de glicose variavel na alimentagao
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(2,5 a 30 g/L). Neste caso, foram utilizadas 2 linhas de alimentacdo: uma para
alimentacdo de CDMv6 sem glicose em sua composi¢ado, concentrado em 1,25
vezes e vazao de alimentacdo de 400 mL/h; e outra para alimentagao de solucdes
de glicose concentradas em 5 vezes para o desejado dentro do reator e vazédo de
alimentacao de 100 mL/h.

Em um experimento similar para determinagdo da concentragdo né&o limitante
de colina e seu efeito sobre 0 metabolismo do pneumococo, utilizou-se o0 mesmo D
de 0,5 h™', porém o CDMv6 foi adaptado para glicose a 20 g/L e concentragéo de
colina variavel na alimentacéao (5 a 500 mg/L).

E, por fim, para a determinagao da influéncia da glutamina, utilizou-se CDMv6
adaptado para glicose 20 g/L e colina 25 mg/L, a mesma vazao especifica de
alimentacdo dos casos anteriores e concentragdo de glutamina variavel na

alimentacéo de (0,05 a 1 g/L).

4.2.7 Determinacgao de Variaveis de Cultivo

Concentracao Celular: Para determinagcao da concentracdo celular durante o
cultivo, procedeu-se a uma leitura direta da absorbancia do caldo fermentado a 600
nm (DOeggo) em espectrofotdmetro U-1800 (Hitachi Ltd, Chiyoda-ku, Tokyo, Japan).
Quando necessario, para obter uma leitura de DOggo entre 0,1 e 0,5, a amostra foi
diluida em solucao NaCl 0,85%.

Relagcdo massa seca e DOggo: de um cultivo descontinuo em fase exponencial
de crescimento foram retirados 200 mL e a estes foi adicionado formol para 0,74%
em concentracao. Apds 24 horas em repouso, a cultura fixada foi centrifugada a
12.857 g a 4 °C por 30 minutos, lavada com NaCl 0,85% e novamente centrifugada.
O pellet foi ressuspendido para 1/20 do volume inicial com NaCl 0,85% e a partir
deste foram feitas diversas diluicdes em NaCl 0,85%, com uma faixa de DOggp de
0,1 a 10, em tubos previamente secos e de massa conhecida. Cada tubo com 10 mL
de suspensao foi centrifugado a 12.857 g por 15 minutos a 4 °C e, apds o descarte
do sobrenadante, foi seco em estufa de 60 °C por 72 horas antes de ser pesado.

Apds a determinagdo do peso e, por conseguinte, da concentragao celular de cada
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tubo, esta foi relacionada a respectiva DOgog, obtendo assim a curva de calibracao
utilizada em todas as fermentacgoes.

Concentragéo de Células Viaveis: aliquotas do cultivo foram diluidas em série
(fator de diluigdo de 10" a 108) e 20 pyL de cada diluigao foram plagueados em
duplicata em meio Agar-BHI Sangue. As placas foram entdo incubadas a 36,5 °C,
em ambiente microaerobio. Apds 24 horas foi contado o numero de unidades
formadoras de colénia em pelo menos 2 diluicbes. A média do numero de unidades
formadoras de coldnia (CFU) em 20 uL foi entdo extrapolada para concentragédo de
células viaveis por mL (CFU/mL).

Concentragéo de Glicose: quantificada por HPLC, no qual os sobrenadantes
das amostras do cultivo foram diluidos a 1:10 em H,SO4 25 mM e 20 pL de cada
amostra foram injetados em coluna Aminex® HPX-87H (Bio-Rad, Hercules,
California, USA), com fase movel H,SO4 5 mM, vazéo de 0,6 mL/min e temperatura
do forno 60 °C. A deteccao se deu por indice de refragao (RID) e os cromatogramas
foram analisados pelo software Class VP verséo 6.14 SP2 (Shimadzu).

Concentragdo de &cidos orgénicos: os sobrenadantes das amostras de
cultivos foram quantificados por andlise em HPLC, nas mesmas condigdes descritas
para a glicose, porém tendo o UV (210 nm) como sistema de detecgao.

Concentragdo de Aminoéacidos (Aminograma): o0s sobrenadantes das
amostras de cultivo foram analisados por HPLC pelo LADABIio, UFSCar.

Concentragdo de PS14 livre (PS14.): os sobrenadantes das amostras de
cultivo foram analisados por ELISA de captura, conforme descrito no item 4.1.5.

Concentragdo de PS14 ligado as células (PS14¢): os pellets dos cultivos
foram ressuspendidos em 1/10 do volume original com tampéao de lise (sacarose
20%, MgSO4 50 mM e Tris Base 50 mM, pH 7,4), aos quais foram adicionados 40
unidades de lisozima de clara de ovo (USB). Apds incubagéo overnight a 37 °C sob
agitacao de extremo a extremo, centrifugou-se a 20.000 g por 20 minutos a 4 °C e os
sobrenadantes da lise foram utilizados para quantificacdo de PS14 por ELISA de
captura, conforme descrito no item 4.1.5. No caso, o valor de concentracao de

PS14¢ determinado foi divido por 10.
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4.2.8 Determinacao de Parametros

As equagdes para determinagdo dos parametros em cultivos descontinuos e

continuos estdo no quadro que segue (Quadro 4.1).

Quadro 4.1: Equacgdes para calculo de parametros de cultivos descontinuo e continuo

Parametro Cultivo Descontinuo Cultivo Continuo
3 i X-X X
Fator de 2086\13:‘:20 g|ICOSG Yx/s = s g [gcélula/gglicose] x/s = ﬁ [gcélula/gglicose]
o~ a
30 dli PS-PS PS
Fator de C:rllavse:iao g|lCOS€ Yps/s = —S —SO [mgPs14/gg|icose] Yps/s = S. _S [mgPS14/gglicose]
[e] a
5 i L-L L
Fator de c;olr;\(/:(ta;f:o glicose Y = s. _cé [Giactato/ glicosel Yis = g [Diactato/Ggiicose]
5 i A-A A
Fator de goanc\/e(?[;igo glicose Ya/s = S—g [gacetato/gglicose] Ya/s = ﬁ [gacetato/gglicose]
o~ a
- ) X=X, A R
Produtividade em células Q, = P [Qesiua-L -] Qy =D.X [gesiuta-L -]
[e]
PS—PS 4, A
Produtividade em PS14 Qs = TO [mgpsia.L”.h7] Qe =DPS [mgpsis.L".h"]
[e]
. L _Lo -1 -1 -1 -1
Produtividade em lactato Q = - [Diactato-L ™ .h"] Q, = DL [Qiactato:L -]
[e]
. A-A, A R
Produtividade em acetato Q, = — [Dacetato-L " .N"] Q, =D.A [Qacetato:L -]
(o]
Fator de Conversdo de PS-PS PS
PS14 sobrevcélulas Yos/x = X — X > [Mges14/Gesiue] Yos/x = 7 [MQps14/Testuial
o
Fator de Convers&o de L-L L
lactato sobrg células T = X - X0 [Gractto/Gostuc] Yyx = X [Gractato/Gostuta]
(o]
Fator de Convers&o de A-A A
acetato sobre células Vo = X~ X0 [Gacerato/Geanual Yaix = X [acetato/Ieeual
[e]
Velocidade especifica de PSD A
formacao de PS14 B Hps T Tx [Mgps14-Geetua -N']
Velocidade especifica de LD A
formacao de lactato B M= 7 [Diactato-Gesiuta -N"']
Velocidade especifica de AD A,
formacao de acetato - Hgy = 7 [Jacetato-Oeetuia -N"']
. e D B B
Velocdac ospocifca de : e =7 e
X/S
Consumo de glicose % consumo = So =S .100 % consumo = So =S .100
[e] a

NOTA: o indicador “0” refere-se a concentragdo da variavel no inicio do cultivo, enquanto que o
indicador “a” € a concentragdo da variavel no meio de alimentacao.
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Para efeitos de calculo em cultivo descontinuo levou-se em consideracao o
intervalo de tempo imediatamente antes da fase estacionaria de crescimento ou da
lise celular. Para este tipo de cultivo ainda foram calculados:

— Velocidade especifica maxima de crescimento (Umax): plotando-se In(X/X,)
versus tempo (h), onde X é a DOgpp em um dado tempo t e X, a DOggo NO
instante inicial do cultivo (t,), o coeficiente angular € igual a Pmax.

Para o cultivo continuo foi utilizado o valor médio da variavel desejada em ao
menos 3 pontos de coleta em estado estacionario. Para este tipo de cultivo ainda
foram calculados:

— Velocidade especifica maxima de crescimento (Umax): através do método

dindmico de determinacao de pmax (ver item 3.5.1.1).

— Constante de formagdo associada ao crescimento (a) constante de
formagéo e ndo associada ao crescimento (B): calculadas pela relagao de
Luedeking e Piret (1959). plotando-se y, do produto em questéo versus D,
o coeficiente angular sera igual a a e o linear sera 3.

— Coeficiente de manutengcdo (ms) e fator de conversdo verdadeiro (Yg):
calculados pela relacdo de Pirt (1965). Plotando-se ps versus D, o

coeficiente angular sera igual a 1/Yg e o linear sera ms.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTABELECIMENTO DO METODO E PROTOCOLO DE QUANTIFICAGCAO DE
PS14

5.1.1 Fenol-Sulfurico

O método fenol-sulfurico foi adaptado de forma a melhorar sua
reprodutibilidade: ao invés de banho de agua fervente foi usado um banho de
temperatura controlada para que ndo houvesse variagdo na taxa de hidrdlise do
PS14. O tempo de incubacgao a 90 °C foi fixado em 10 minutos, com base nos dados
de hidrélise de PS14 ATCC a 100 pg/mL (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Efeito do tempo de incubagao a 90 °C na detecgdo de PS14 ATCC a 100 yg/mL pelo
método de fenol-sulfurico

Dada a falta de reagdes colorimétricas simples e mais especificas, o método
do fenol-sulfirico ainda permanece como uma primeira op¢ao para quantificagcao do
PS14, carboidrato complexo. Entretanto, autores reportaram que este método é
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altamente dependente de detalhes de manipulacdo e que a técnica é pouco
reprodutivel entre manipuladores (CUESTA et al., 2003).

A inadequagao do método do fenol-sulfurico foi observada na quantificagcéo de
PS14 de amostras dialisadas de cultivo de S. pneumoniae sorotipo 14 com meio
complexo: baixa reprodutibilidade para as mesmas amostras quantificadas por um
mesmo operador (Figura 5.2-A) e necessidade de extremo cuidado metodoldgico

durante a manipulacéo para obter melhores resultados.
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Figura 5.2: Variagdo diaria em andlise por fenol-sulfirico na (A) quantificacdo de PS14 livre no
sobrenadante (PS14,) de amostras de cultura de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 2721,
(B) curva padrao de PS14 ATCC

A baixa reprodutibilidade observada € relaciona a baixa especificidade do
método, que detecta acucares totais. Para o PS14, a N-acetil-glucosamina contribui
minimamente para o desenvolvimento da cor no método do fenol-sulfurico (SAHA e
BREWER, 1994", apud CUESTA et al., 2003), restando apenas glicose e galactose
como compostos reativos. Estes agucares sdo facilmente encontrados em varias

estruturas e produtos celulares, além de estarem presentes no préprio meio.

" SAHA, S. K.; BREWER, C. F. Determination of the concentrations of oligosaccharides, complex type
carbohydrates, and glycoproteins using the phenol-sulfuric acid method. Carbohydr. Res., v. 254, p.
157-167, 1994.
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Embora nao-reprodutivel para amostras de cultivo, o método do fenol-
sulfurico mostrou-se reprodutivel para as curvas padrao de PS14 ATCC (Figura 5.2-
B), sendo, portanto, melhor aplicado para amostras mais puras, como as do
processo de purificagdo e, ainda assim para os ultimos estagios, onde os

contaminantes foram substancialmente reduzidos.

5.1.2 HPSEC

A cromatografia analitica de exclusao molecular em HPLC apresentou baixa
sensibilidade, sendo possivel detectar o PS14 apenas em quantidade igual ou
superior a 1000 mg/L, concentragdo fora da faixa normalmente encontrada nos
cultivos, que é de 1 a 300 mg/L. A amostra de PS14 ATCC a 2000 mg/L teve seu
pico de eluicdo aos 34 minutos, o equivalente a 640 kDa em peso molecular e tempo

de eluigdo total de quase 10 minutos (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Perfil de eluigdo de PS14 ATCC a 2 mg/mL em colunas TSKGel GMPWy, com detecgao
por indice de refragao e solugdo de fosfato de sddio dibasico 10 mM e cloreto de sédio
0,15 M pH 7,2 como fase mével
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Para o sistema de HPSEC utilizado, o peso molecular do PS14 ATCC
correspondeu a 640 kDa, similar ao observado por Bednar e Hennessey (1993), 753
kDa; o que indica que a coluna esta apropriada para a faixa molecular do PS14.

Embora adequada para o peso molecular, houve baixa sensibilidade na
deteccao do PS14 por HPSEC e a cromatografia foi ainda pouco eficiente, com pico
disperso. No trabalho de Bednar e Hennessey (1993), o PS14 foi detectado por
indice de refracaol/viscosidade especificallight scattering em concentracbes de até
200 mg/L, com tempo de eluicdo de cerca de 4 minutos; entretanto, outro tipo de
coluna e fase movel foram utilizadas. A eficiéncia do HPSEC poderia ser melhorada
com alteragdes na composicdo da fase movel, no fluxo e na temperatura, porém
dificilmente alcancaria a sensibilidade necessaria para quantificar o PS14 nas

primeiras amostras de cultivo, que podem ter concentragdes inferiores a 1 mg/L.

5.1.3 Rocket Imunoeletroforese

Nao foi possivel determinar a concentragao de PS14 pela técnica de rocket
imunoeletroforese descrita por Szu e Oravec (1982), pois nao foi verificada a
formagao de precipitado antigeno-anticorpo, tampouco migragéo de PS14 no sentido
do catodo para as condicdes de tampéao e concentracao de soro testadas.

A técnica de rocket imunoeletroforese € muito utilizada para a quantificacao
de tipos individuais de polissacarideos capsulares contidos na vacina
polissacaridica. Normalmente é conduzida a pH 8,6 e ocorre migracdo do
polissacarideo capsular carregado negativamente no sentido do &nodo. Contudo,
para polissacarideos neutros, como o PS14, a técnica precisa ser adaptada para
promover a reacao de precipitacdo do polissacarideo capsular com o anticorpo e sua
migracdo. Algumas adaptacdes sugeridas na literatura sdo: uso de um derivado
sulfonado do acido fenilborénico como tampao de gel (ANHALT e YU, 1975) ou
digestdo parcial enzimatica do PS14 com galactose oxidase (LEE e LIN, 1981),
processos que geram carga negativa no polissacarideo. Outra alternativa consiste
na mudanga no pH dos tampdes de corrida e do gel (SZU e ORAVEC, 1982), que

quando proximos a 5,0 promovem a migragao do polissacarideo para o catodo.
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A alternativa de mudanca de pH dos tampdes nao foi bem sucedida para o
sistema utilizado e as outras alternativas listadas nao foram exploradas. Isto porque
dada a auséncia de formacao de precipitado visivel, o soro utilizado poderia estar
com baixo titulo contra o PS14, visto que o PS14 é pouco imunogénico
comparativamente a outros polissacarideos capsulares (SCHNEERSON et al.,
1992). Em um ELISA indireto para titulagdo do soro utilizado, foi verificado um titulo
de apenas 900 contra PS14, razdo que pode justificar a auséncia de formacgao de
precipitado para as concentracoes testadas na rocket imunoeletroforese,
inviabilizando o desenvolvimento da técnica com tal soro.

Adicionalmente, com o tratamento enzimatico sugerido, € bastante provavel
que a especificidade de ligagdo do anticorpo ao PS14 hidrolisado seja menor do que

ao PS14 nativo.
5.1.4 ELISA de Competicao

O ELISA de competigao se mostrou uma boa alternativa, porém susceptivel a
variagoes intralotes de PS14 ATCC (Figura 5.4). Dependendo das condi¢des do lote,
foi necessaria a readequacgao das proporgdes de soro, antigeno na sensibilizagéo e

antigeno livre utilizadas, o que inviabilizou o método.

2,04
—O—lote PS14 ATCC 1
—— lote PS14 ATCC 2

0,84

N

0,0 T — T T — T
1 10 100

PS14 (ug/mL)

Abs 492 nm

Figura 5.4: Diferencas na curva padrao de ELISA de Competicao utilizando diferentes lotes de PS14
ATCC para etapas de sensibilizacdo e de amostra
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Ao contrario dos outros métodos citados, existem poucos trabalhos sobre o
ELISA de competicdo com aplicagao para a quantificacdo de polissacarideos. Isto
porque, segundo Howard e Kaser (2006), o ELISA competitivo é indicado para
deteccdo de antigenos pequenos, pois é baseado em uma proporgédo muito definida
entre antigeno e anticorpo. Isto pode explicar a variagdo observada na quantificagcao
de PS14 entre os lotes de PS14 ATCC utilizados: se o lote apresenta um peso
molecular maior em relagao ao anterior (isto €, maior numero de epitopos), é preciso
adicionar mais anticorpo para equilibrar a relagao antigeno:anticorpo. Isso também
poderia refletir na quantificagdo de PS14 nas amostras de cultivo, que pode possuir

peso molecular variavel.

5.1.5 ELISA de Captura

O ELISA de captura, ao contrario do ELISA de competicdo, é bastante
utilizado na quantificagéo de polissacarideos capsulares. Entretanto, a maioria dos
trabalhos foca na sua detecgdo como ferramenta de diagndstico, através da analise
de materiais corporais, como soro, urina e fluido espinhal (HARDING et al., 1979).

Dada sua alta sensibilidade, € um dos métodos em que o PS14 pode ser
detectado em menores concentragdes e com menor interferéncia, o que resulta em
uma menor porcentagem de falsos positivos/negativos quando utilizado para fins de
diagnéstico.

No ELISA de Captura, o soro com maior titulo contra o antigeno a ser
quantificado é escolhido como anticorpo de captura, enquanto que 0 soro com
menor titulo é selecionado como anticorpo secundario. Dentre os soros disponiveis,
o soro comercial de coelho antiPS14 (titulo de 30.000, determinado de forma
semelhante ao soro da cabra, no item 4.1.3) foi escolhido como anticorpo de captura
e o soro da cabra (titulo de 900) foi escolhido como anticorpo secundario.

Para o melhoramento do protocolo de ELISA de captura com o objetivo de
obter a maxima sensibilidade na quantificacdo de PS14 de amostras de cultivo de S.
pneumoniae sorotipo 14 com o menor uso de reagentes, foi a adotada a técnica de
titulagdo em tabuleiro de xadrez (chessboard titration — CBT). (CROWTHER, 2009).

Esta técnica consiste em variar um dos reagentes que se deseja analisar entre as
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linhas da placa de ELISA e outro reagente entre as colunas. No caso, variou-se a
concentracdo do anticorpo de captura entre as colunas e a concentracido do
anticorpo secundario entre as linhas, mantendo a concentragdo de PS14 ATCC
excedente em 100 yg/mL e de anticorpo conjugado em 1:5.000. Os tempos de
incubacao foram respeitados conforme descrito no item 4.1.5. O anticorpo de
captura foi diluido em tampao carbonato, os anticorpos secundario e conjugado
foram diluidos em leite desnatado em p6 a 10% em PBS (PBS-L10%) - solugao
bloqueadora para evitar ligagdes inespecificas - e o PS14 foi diluido em PBS. O

resultado do CBT é ilustrado na Figura 5.5.

254 Dilui¢éo anticorpo
secundario:
o o o 20

2,04 o
A 80
<

© 640
= 1280

Abs 490 nm
=
1

0,5

10 100 1000 10000 100000
diluigdo anticorpo de captura

Figura 5.5: Curvas de titulagcdo do anticorpo secundario (soro de cabra) em diferentes diluigdes, com
relagdo ao anticorpo de captura (soro de coelho), com concentragdes do antigeno (PS14
ATCC) e anticorpo conjugado constantes

A partir do CBT foi verificado que a concentragdo minima de anticorpo de
captura em que ha saturagdao da placa foi de 1:1.000, e que a concentragao de
anticorpo secundario com boa leitura em absorbancia ficou entre 1:40 e 1:80. Como
esta concentracido de anticorpo secundario € inviavel para a realizacdo de um
grande numero de ELISAs, e levando-se em conta o alto poder bloqueador de PBS-
L10%, outras solu¢des de diluigdo de anticorpo secundario e conjugado foram
testadas: leite desnatado em p6 a 5% em PBS-T (PBS-T-L5%), albumina a 0,5% em
PBS-T (PBS-T-BSA) e PBS-T. Para cada solugao foi elaborada uma curva padrao
de PS14 ATCC de 1 ng/mL a 100 pg/mL e as concentragbes de anticorpo de
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captura, secundario e conjugado foram fixadas em 1:1.000, 1:80 e 1:5.000,

respectivamente.

2,8 -
24

2,0 1

£ 164
c
o
(=)
¥ 124
o)
<<

0,8

PBS-L10%
0 o PSB-T-L5%
' o PBS-T-BSA
o PBS-T
0,0 4+—rrrm—rrrm— T
1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000

PS14 ATCC (ug/mL)

Figura 5.6: Efeito da solucao de diluicao de anticorpo secundario e anticorpo conjugado em ELISA de
captura para quantificacdo de PS14

Pela Figura 5.6, é possivel observar que o leite desnatado teve um grande
efeito sobre a ligagdo dos anticorpos secundario e conjugado e que a solucado de
PBS-T-BSA foi a que apresentou melhores resultados para a quantificacao de PS14.
No entanto, a solucdo de PBS-T-BSA apresentou um elevado background’,
provavelmente devido a alta concentragcédo de anticorpo secundario (1:80).

Portanto, um novo ensaio foi conduzido para ajuste da concentragcdo de
anticorpo secundario diluido em PBS-T-BSA, tomando as concentragdes de
anticorpo de captura e conjugado em 1:1.000 e 1:5.000, respectivamente, e PS14
ATCC de 0,1 ng/mL a 10 pg/mL (Figura 5.7).

! background: representa a parcela de reagao inespecifica do método
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Figura 5.7: Curvas de titulacao de PS14 ATCC para variadas concentragdes de anticorpo secundario
diluido em PBS-T-BSA em ELISA de captura

Dentre as diluicbes de anticorpo de secundario testadas, tomou-se a diluicao
de 1:200 como ideal, pois apresentaria background de aproximadamente 0,3 e
titulacao linear de PS14 de 1 ng/mL a 1 yg/mL. Deste modo foi definida a condigcao
de maior sensibilidade e menor inespecificidade do ELISA de captura para
quantificacdo de PS14: anticorpo de captura a 1:1.000 em tampao carbonato, PS14
em PBS, anticorpo secundario a 1:200 em PBS-T-BSA e anticorpo conjugado em
1:5.000 em PBS-T-BSA. Nestas condi¢cdes, o0 método apresentou sensibilidade de 1
ng/mL de PS14, similar a observada na literatura: 1 a 1,56 ng/mL (HARDING et al.,
1979; SCHAFFNER; MICHEL-HARDER; YEGINSOY, 1991).

O ELISA de captura desenvolvido foi o método mais adequado para
quantificacao de PS14, pois apresentou boa reprodutibilidade tanto para amostras
analisadas em dias diferentes quanto para a curva padrdo (Figura 5.8), além de

apresentar boa faixa de detecgao e sensibilidade.
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Figura 5.8: Variagéo diaria em analise por ELISA de captura na (A) quantificagdo de PS14 livre no
sobrenadante (PS14,) de amostras de cultura de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287,
(B) linearidade de 22 curvas padréo de PS14 ATCC

As dificuldades e limitagcdes dos outros métodos ndo foram observadas no
ELISA de captura, o que o tornou de melhor aplicabilidade na quantificagdo do PS14

em amostras de cultivo, conforme ilustra a Tabela 5.1.
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5.2 SELECAO DA CEPA PRODUTORA

Na seleg¢ao da cepa produtora, quanto a producido de inéculo, os resultados
de producdo maxima em células, medida pela DOggo, Umax € tempo de adaptagao
para variadas taxas de inoculacdo sdo apresentados na Tabela 5.2. O tempo de

adaptacao foi considerado como o tempo necessario para atingir DOgoo de 0,1.

Tabela 5.2 - Producdo de inéculo de 8 cepas de S. pneumoniae sorotipo 14 a partir do estoque
congelado

concentragao de

células viaveis fragao estoque fragao estoque tempo de

DOgqo Mmax

Cepa congelado/meio congelado/meio adaptacao . ]
i d(?:?fb?ﬁi‘f inculo (vIv) inéculo (CFU/mL) ?h)g maxima  (h")
0,01% 6,25.10° >16 nd nd

1871 6,25.10’ 0,02% 1,25.10" >16 nd nd
0,04% 2,50.10" 11 3,13 0,84

0,01% 2,38.10° 13 nd nd

2721 2,38.10" 0,02% 4,75.10° 11 3,17 0,87
0,04% 9,50.10° 10 3,28 0,9

0,002% 2,00.10° > 14 nd nd

ST941/00 1,00.10™ 0,005% 5,00.10° 9 272 0,85
0,010% 1,00.10° 6 2,88 0,8

0,02% 2,70.10" > 14 nd nd

8 0,04% 5,40.10* > 14 nd nd

ST731/03 13510 0,10% 1,35.10° 7 153 0,51
0,20% 2,70.10° 6 1,75 0,58

0,02% 9,40.10° >13 nd nd

ST322/08 4,70.10° 0,10% 4,70.10° 11 nd nd
0,20% 9,40.10° 3 212 0,57

0,005% 1,60.10° >13 nd nd

ST334/08 3,20.10" 0,010% 3,20.10° >13 nd nd
0,020% 6,40.10° 9 2,61 0,85

0,02% 5,85.10° > 14 nd nd

0,04% 1,17.10° > 14 nd nd

ST366/08 2,93.10° 0,10% 2,93.10° > 14 nd nd
0,20% 5,85.10° 10 2,26 0,7

0,40% 1,17.10" 9 219 0,79

0,010% 3,50.10° 7 1,8 0,7

0,020% 7,00.10° 4 1,86 0,66

5287 3,50.10° 0,040% 1,40.10° 3 1,51 0,7
0,100% 3,50.10° 2 1,7 0,59

0,200% 7,00.10° 1 166 0,62

* nd: ndo determinado
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As cepas diferiram muito com relacdo ao tempo de adaptagdo para as
variadas taxas de indculo testadas. Até mesmo cepas com baixa concentracido de
células viaveis no lote congelado, como no caso de 1871 e 2721, apresentaram
tempos de adaptacgao inferiores a cepas com maior concentracdo de células viaveis
no lote congelado, como ST332/08, ST334/08 e ST366/08. A capacidade adaptativa
ao meio imposto foi entdo a principal caracteristica discriminante entre as cepas.

Recentemente foi verificado que os sorotipos pneumocdcicos diferem com
relagéo a duracéo de sua fase lag durante crescimento in vitro (BATTIG et al., 2006).
Foi também visto que fases adaptativas mais longas sao vistas preferencialmente
em sorotipos com potencial para doencas invasivas (BATTIG et al., 2006); ou seja,
onde a expressao da capsula € maior. Em tese, cepas com maior fase lag devem
possuir maior quantidade de polissacarideo capsular associado as células.

Duas cepas em particular apresentaram baixo desempenho na producao de
in6culo: ST731/03 e ST322/08. Estas apresentaram menor pmax N0 meio de inéculo e
perfil instavel de crescimento. Deste modo, somente as cepas ST334/08, ST366/08,
ST941/00, 1871, 2721 e 5287, cujo desempenho foi considerado satisfatério para a
producao de indculo, foram testadas para producao de PS14 livre no sobrenadante
(PS14.) em frascos com 500 mL de meio complexo (Figura 5.9). A produgédo de
PS14, foi escolhida como parametro de comparacao entre as cepas porque do ponto
de vista de producdo de PS14 como antigeno vacinal, é desejavel que a maior
producao de PS14 esteja concentrada no sobrenadante da cultura, a fim de facilitar
seu processo de purificacao e, assim, reduzir o custo da vacina.

Com relagdo a cinética de crescimento em frascos de 500 mL, exceto pela
cepa ST366/08, todas apresentaram DOgyy maxima comparavel, em torno de 3,1, e
Mmax proximos: de 0,76 a 0,86 h™'. Somente as cepas 5287 e 2721 apresentaram
uma fase estacionaria de longa duragao e com fraca lise para o periodo observado
(Figura 5.9), o que é desejavel para uma boa cepa produtora e para o cultivo
continuo.

Assim como relatado por MacLeod e Krauss (1950), foi observada uma
producao diversificada de PS14, entre as cepas testadas. A maior produtora foi a
cepa 5287, alcangando 75 mg/L ao final do cultivo. A cepa 2721 foi a segunda
melhor produtora (55 mg/L) enquanto que a cepa 941 foi a pior produtora, com
concentracao de PS14 menor que 1 mg/L. As demais cepas ficaram entre 5 e 15

mg/L, conforme mostra a Figura 5.9. Esta diferenca pode ser embasada em alguns
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conceitos: numero de copias dos genes da capsula; viruléncia - que determina a

quantidade de polissacarideo capsular livre no meio; e idade do lote, entre outros.
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Figura 5.9: Curvas de crescimento e de produgao de (PS14,) de 6 cepas de S. pneumoniae sorotipo
14 cultivadas em frascos com meio complexo
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Foi também observado que a maior concentracao de PS14, ocorre a partir do
ponto maximo de concentragdo celular, onde o cultivo avanga para o estado
estacionario ou de lise. Isto também foi observado por Massaldi et al. (2010) para S.
pneumoniae 14 em meio semissintético e por Gongalves et al. (2002) para o sorotipo
23F em meio complexo. E de conhecimento que quando a cultura de pneumococo
atinge o estado estacionario a atuagdo de enzimas autoliticas aumenta e, uma vez
atuando na hidrélise da peptideoglicana, ocorre liberagdo do polissacarideo capsular
para o meio de cultura.

Dado que na maioria das cepas houve aumento na concentragdo de PS14, a
partir do ponto em que se atingiu a DOgoo maxima (Figura 5.9), as cepas foram entéo
comparadas quanto a produgédo de PS14 por unidade de DOgoo imediatamente antes

da fase estacionaria ou de lise (Figura 5.10).

)

PS14 /DO, (mg/L.unidade de DO

Figura 5.10: Relagdo PS14, por unidade de DOgy no ponto maximo de crescimento celular de 6
cepas de S. pneumoniae sorotipo 14 cultivadas em frasco com meio complexo

Dentre as cepas testadas, as trés melhores produtoras foram
respectivamente: 5287, 2721 e ST334/08 (Figura 5.9). Um resultado semelhante foi
obtido por Massaldi et al. (2010), onde a quantificacdo do PS14 livre no
sobrenadante foi realizada em titulagdo por latex (5287 com titulo de 1/128 a 1/256,
seguida de 2721 com titulo de 1/64 e de 1871, com titulo de 1/32).
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Logo, baseando-se nos resultados apresentados neste item, pode-se inferir
que a melhor cepa produtora, 5287, escolhida para os estudos seguintes de
metabolismo e cinética de producdo de PS14 em biorreator, € uma cepa pouco

virulenta e invasiva, por possuir menor fase lag e alta produgédo de PS14,.

5.3 COMPARACAO ENTRE CULTIVOS DESCONTINUOS COM CDMV10 E MEIO
COMPLEXO

As curvas de crescimento, de consumo de glicose e de formacao de produtos
em cultivo descontinuo com meio complexo sdo apresentadas na Figura 5.11 e na
Figura 5.12.
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Figura 5.11: Perfis de crescimento celular, concentragdo de glicose e &acidos organicos por S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em cultivo descontinuo com meio complexo
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Figura 5.12: Perfis de crescimento celular, concentragdo de PS14, e PS14¢ e da relagdo PS14 por
biomassa de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em cultivo descontinuo com meio
complexo

Para o meio complexo, o crescimento celular ocorreu em fase exponencial
entre 0 e 2,5 horas, com um valor de pmax correspondente de 1,19 h™. Com 3,5
horas de cultivo foi obtido o ponto maximo de concentracio celular: DOgyo de 4,5,
correspondente a 1,66 g/L em massa seca (ver equagao na Figura 5.13). Logo apés

ocorreu uma forte lise celular, o que reduziu a concentracio de células em 72%.

y = 0,36588.x
44 R? = 10,9858

massa seca (g/L)

Figura 5.13: Curva de relagéo entre massa seca e DOgyq para S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287
obtida de massa celular em crescimento exponencial em cultivo descontinuo com meio

complexo
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Este fato ndo foi observado em cultivos em frascos (ver Figura 5.9), onde a
DOspp se manteve aproximadamente estavel por até 3 horas apdés a maxima
concentracao celular ser atingida.

Como acontece com outras bactérias laticas, houve produgdo majoritaria de
lactato com presenca secundaria de acetato. A producdo de acetato acompanhou de
certa forma o crescimento celular, enquanto que o lactato teve sua producgao
parcialmente associada ao crescimento celular, havendo formagdo do mesmo na
fase de lise. Ao fim do cultivo, mais de 80% da glicose foi consumida.

Para PS14, e PS14., atingiram-se as respectivas concentracées de 73,67
mg/L e 103,04 mg/L no ponto de maxima concentragéo celular. O perfil producao de
PS14¢ seguiu a concentracao celular, o que sugere que o PS14¢ seja um produto
associado ao crescimento. Ja o PS14_ obteve um perfil de produgcdo que
acompanhou o crescimento para o periodo anterior a lise celular. Com o inicio da
lise foi observado um aumento em 134,21% da concentragcédo de PS14,, chegando a
295,49% ao final do cultivo Esta quantidade é proveniente das células, pois apés a
fase de lise houve diminuicido em 81,80% da concentracdo de PS14¢. A producao de
PS14 em relagao as células foi de 44,08 mg/g para PS14, e 62,18 mg/g para PS14c.

Para o cultivo descontinuo com CDMv10, as curvas de crescimento, consumo

de glicose e formacao de produtos estdo na Figura 5.14 e na Figura 5.15.
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Figura 5.14: Perfis de crescimento celular, concentracdo de glicose e acidos organicos de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em cultivo descontinuo com CDMv10
A seta indica o momento da adi¢cao de 15 g de glicose.
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Figura 5.15: Perfis de crescimento celular, concentracdo de PS14, e PS14. e da relagédo PS14¢ por
biomassa de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em cultivo descontinuo com
CDMv10
A seta indica 0 momento da adi¢cao de 15 g de glicose.

Para CDMv10, o crescimento celular ocorreu em fase exponencial entre 0 e
4.5 horas, com um valor de pmax de 0,73 h™'. Com 6,5 horas de cultivo foi obtido o
ponto maximo de concentragao celular: DOggy de 3,98, correspondente a 1,45 g/L
em massa seca (ver equacao da Figura 5.13). Ao contrario do observado para o
meio complexo, ndao ocorreu lise apdés a concentracdo maxima de células ser
alcancada, e a densidade 6ptica se manteve estavel por mais 3 horas.

Novamente houve produgdo majoritaria de lactato e secundaria de acetato,
mantendo os perfis de producdo descritos para o meio complexo. Ambos os meios
apresentaram constantes de formacdo de lactato e acetato muito semelhantes.
Como a concentragao inicial de glicose no CDMv10 foi de 10 g/L, 2 vezes menor que
no meio complexo, foi necessario um pulso de glicose (para alcangar novamente 10
g/L) para que o crescimento pudesse prosseguir. Ao final do cultivo 78,24% da
glicose disponibilizada foi consumida.

A producédo de PS14, e de PS14c em CDMv10 acompanharam a
concentracao de células ao longo de todo o cultivo, alcangando a concentragao de
52,77 mg/L e 94,99 mg/L, respectivamente, no inicio da fase estacionaria de
crescimento. A producao de PS14¢ em relagdo as células foi de 63,09 mg/g e de
36,09 mg/g para PS14,.
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E de conhecimento que a composigdo do meio pode afetar significativamente
a concentracao de produto, o rendimento, a produtividade volumétrica e a facilidade
e o custo da operacao de purificagdo do produto (KENNEDY e KROUSE, 1999).
Com o meio complexo e CDMv10 foram observadas algumas diferencas com
relagdo a estes itens, explicadas a seguir.

A lise celular foi o fator que marcadamente diferenciou o crescimento de S.
pneumoniae sorotipo 14 nos meios complexo e CDMv10. A forte autdlise do sorotipo
14 ja foi observada por alguns autores em meio BHI suplementado (KANCLERSKI e
MOLLBY, 1987) e sob tratamento com penicilina e vancomicina, comparativamente
a outros sorotipos (FERNEBRO et al., 2004).

A autdlise apdés a maxima concentragao celular ser atingida nao foi observada
nos experimentos preliminares em frascos com meio complexo, onde nao ha
controle de pH. Este fenbmeno também foi observado por Massaldi et al. (2010) no
cultivo S. pneumoniae sorotipo 14 em meio semissintético: nos frascos onde o pH foi
mantido em torno de 6,0 ocorreu autélise da cultura, enquanto que nos frascos onde
nao houve controle de pH a cultura se manteve estavel e sem lise. No cultivo em
frascos sem controle de pH é comumente observada uma producdo menor de
acidos organicos, enquanto que com controle de pH ha maior producéo de &cidos.
Acredita-se que a grande formagao de acidos organicos da cultura colabore para o
inicio do processo de autdlise (MORRISON, 2000), o que pode explicar a lise celular
observada quando ha controle de pH e ndo observada quando a cultura cresce sem
o controle de pH para o meio complexo.

A formacgéao de acidos organicos, entretanto, parece nao ter sido determinante
de autolise no cultivo com CDMv10. Com este meio, ocorreu formagao de acidos na
cultura em biorreator com controle de pH, mas a autdlise nao foi observada. Isto
indica que, além da formagao de acidos na cultura, outro fator deve estar envolvido
no desencadeamento da cascata de autdlise.

O fendbmeno autolitico decorre principalmente da atividade da LytA — uma
amidase envolvida no processo de divisdo celular — que €& expressa
constitutivamente. A atuagdo de autolisinas por sua vez esta ligada ao quorum
sensing (QS), que quando desencadeado promove grande queda na concentragdo
de células da cultura de pneumococo.

Sugere-se que a presenga do polissacarideo capsular ligado a parede celular

possa bloquear ou desacelerar a translocagédo da LytA para a parede celular, através



Resultados e Discussiio 95

de um "bloqueio estérico" que impede que esta enzima tenha acesso ao seu
substrato na peptidoglicana ou a residuos de colina na parede celular, o que é
essencial para o ataque hidrolitico de tal enzima (FERNEBRO et al., 2004).

Em uma andlise mais profunda, no cultivo com CDMv10 foi observado que a
razao PS14¢ por biomassa ao longo do cultivo (no inicio com cerca de 150 mg/g e
manutencdo em torno de 60 mg/g ao final do cultivo) foi maior que em meio
complexo (no inicio com aproximadamente 60 mg/g, atingindo cerca de 40 mg/g ao
final do cultivo). No cultivo com CDMv10, no qual as células apresentaram maior
quantidade de PS14 associado as células (Figura 5.15), por tal hipétese, haveria
menor atividade autolitica causada pelo menor acesso da LytA a parede celular.

Ja com meio complexo foi observada uma menor razdo de PS14¢ por
biomassa desde o inicio do cultivo (Figura 5.12), o que significa que existiu menor
quantidade de polissacarideo capsular por célula e, por hipotese, maior possibilidade
de acesso da LytA a parede celular.

O bloqueio da atividade autolitica em CDMv10 ou sua promogao em meio
complexo foram também constatados na diferenga nos arranjos celulares para estes
dois meios, ainda em fase exponencial. Por microscopia foi observado que com
meio complexo houve maior quantidade de células arranjadas em pares ou em
pequenas cadeias, indicando a acao de autolisinas, enquanto que com CDMv10
houve predominéncia de grandes cadeias, ou seja, pouca atividade de autolisinas
(Figura 5.16).
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Figura 5.16: Microscopia o6ptica (aumento de 1000x) de células em fase exponencial de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em cultivo descontinuo com meios (A) complexo
(B) CDMv10
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Em ambos os cultivos, a hipétese de que o polissacarideo capsular associado
as células pode bloquear a atividade da autolisina, se adequou: em CDM onde
houve maior razdo PS14c/biomassa néo foi observada autdlise e arranjos celulares
de longas cadeias; enquanto que, com meio complexo, onde razdo PS14¢/biomassa
foi menor, notou-se forte autdlise e arranjos celulares com poucas células.

Portanto, pode-se sugerir que a autdlise da cultura dependeu tanto da
formagao de acidos organicos na cultura quanto da quantidade de polissacarideo
capsular ligado as células, que resultam na atividade de autolisinas ligadas ao QS.

A formacéao de acidos organicos na cultura, para cultivo em ambos os meios,
foi atribuida principalmente a producéo de lactato e secundariamente de acetato. A
producdo do lactato continuou mesmo quando as culturas alcancaram o estado
estacionario/lise, o que refor¢ca que a producao de lactato € a principal via de reciclo
do NADH (ver Figura 3.6).

Os fatores de converséo de lactato e acetato sobre células e o consumo de
glicose foram similares entre os dois cultivos, entretanto, no cultivo com meio
complexo foram observados maiores valores de fator de conversao de glicose para a
producdo de céluas, lactato, acetato e PS14 (Tabela 5.3). Acredita-se que, neste
meio, outras fontes possam entrar no metabolismo energético e de carbono,
mascarando assim o rendimento real de producdo de células e produtos sobre a
glicose. No meio complexo ha oligossacarideos provenientes do extrato de levedura
e ha cerca de 7 vezes mais aminoacidos que o CDMv10, e estes, uma vez
presentes em excesso, poderiam ser convertidos a moléculas do metabolismo
central. A alanina e serina, por exemplo, podem ser degradadas diretamente a
piruvato (KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND GENOMES - KEGG, 2009).

Além disso, o fator de conversdo de lactato sobre a glicose com meio
complexo € de 1,02, muito préoximo ao maximo tedérico que € de 1 - para cada 1 mol
de glicose (180 g/mol) consumida s&o produzidos 2 mols de lactato (90 g/mol) - o
que indica que, para a formacao da biomassa e de produtos, outras fontes além da

glicose estédo sendo utilizadas como fonte de carbono e energia.
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Tabela 5.3 - Comparacao entre cultivos descontinuos de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em
meio complexo e CDMv10

Parametro Meio Complexo CDMv10°
Duragéao da fase exponencial (h) 2,5 4.5
Hmax (W) ° 1,19 0,73
X max (9/L) 1,66 1,45
PS14, max (Mg/L) 73,67 52,77
PS14¢ max (Mg/L) 103,04 94,99
Yy /s (DceluialGgiicose) 0,19 0,14
YpsL/s (MYps1aL/Qgiicose) 8,43 5,21
YpsC/s (M@ps1ac/giicose) 11,89 9,11
Yi/s (Qiactato/gicose) 1,02 0,78
Yass (Gacetato/Jgiicose) 0,45 0,35
Yos, 1x (MGpsitat/eeiuia) 44,08 36,09
Yosc 1x (Mps1ac/esiula) 62,18 63,09
Yy/x (Giactato/Jeceluia) 5,32 5,44
Ya/x (Qacetato/Iesiuia) 2,38 2,39
Qy (Goetias L0 1,26 0,60
Qp, (Mgpsia.L™h™) 20,31 7,91
Qs (Mgpsiac.L-h™) 28,65 13,83
Q (Gactato-L" 07 2,45 1,19
Q, (GacetatorL -0 1,10 0,52
% consumo de glicose 39,23 43,03

@ intervalo considerado: 0 a 3,5 h, antes da lise celular
® intervalo considerado: 0 a 6,5 h, antes da fase estacionaria de crescimento
¢ intervalo considerado: duragéo da fase exponencial (descrita no texto)

Ambos os meios obtiveram maximos de concentracido celular similares: 1,66
g/L para meio complexo e 1,45 g/L para CDMv10. Entretanto, este apresentou um
valor inferior de Pmax (0,73 h™' contra 1,19 h'1), 0 que era esperado, ja que neste meio
ha menor concentragdo de aminoacidos, que podem ser fonte extra de carbono e
energia, como explicado anteriormente.

Conforme ilustrado na Figura 3.5, a produgéo da unidade repetitiva do PS14 é
dependente da disponibilidade de precursores do metabolismo central. Portanto, faz
sentido que seu perfil de producdo antes do evento de lise, tanto para PS14¢ e
PS14,, acompanhem o crescimento celular, observado tanto para meio complexo
quanto para meio definido.
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Para ambos os meios os fatores de conversao de PS14¢ por biomassa foram
similares, que indica que o CDMv10 e o meio complexo possuem potencial
equivalente na producao do PS14. A producido de PS14 livre no sobrenadante para
ambos os meios foi menor do que a observada por Gongalves et al. (2002) e Carmo
(2010), que sao 240 mg/L de PS do sorotipo 23F e 400 mg/L de PS do sorotipo 6B,
respectivamente, em cultivos descontinuos com pulso de glicose e aménio.

De modo geral, o meio complexo apresentou maior producdo de PS14 e
células em menor tempo do que o CDMv10. E um meio mais barato e de fécil
preparo, todavia a variacido entre lotes de reagentes pode alterar a produtividade. Ja
no cultivo com CDMv10 nao houve lise bacteriana e os componentes do meio sao
de menor complexidade, o que daria maior vantagem ao CDMv10 em termos de
processos de purificacdo de PS14. Como desvantagem, € um meio de preparo
laborioso e é muito custoso.

Apesar da cinética diferente, o CDMv10 apresentou formacéo de células e
PS14 comparavel ao meio complexo, possuindo assim aplicabilidade para os

estudos de metabolismo em cultivo continuo.

5.4 ANALISE DE VITAMINAS ESSENCIAIS PARA CRESCIMENTO

Um dos cuidados no experimento de determinacgao de vitaminas essenciais foi
o preparo do indculo, a fim de evitar o carreamento de micronutrientes. Como foi
observado que na auséncia individual de acido pantoténico o crescimento celular em
comparagao com o controle foi afetado em 62,67% (Figura 5.17 - omisséo 3/controle
11), pode-se concluir que a centrifugacédo da cultura do inéculo e sua lavagem foi
suficiente para remover as vitaminas residuais presentes no meio complexo antes de
semear para o CDMv10 ou CDM com omissao de uma ou mais vitaminas. A
omissado individual da nicotinamida teve um menor impacto sobre o crescimento
(24,88%, Figura 5.17 - omissao 2/controle 11) provavelmente devido a presenga do
B-NAD, ja que este tem nicotinamida em sua composic¢ao (Figura 5.17).

Também foi testada a omissao simultanea de piridoxamina e piridoxal, porque
estas formas se interconvertem, e de acido p-aminobenzéico e acido félico, ja que o

acido p-aminobenzoico é precursor do acido folico. Nao foi observada a necessidade
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de nenhum destes cofatores para o crescimento celular (Figura 5.17 - omissdes 12 e
13/controle 14).

Portanto, somente nicotinamida e acido pantoténico seriam essenciais para o
crescimento em frascos, definindo entdo um novo meio, no qual apenas
nicotinamida e acido pantoténico seriam fonte de vitaminas, chamado entdo de
CDMv2. A necessidade de somente 2 vitaminas nos cultivos em frasco foi

comprovada quando o CDMv2 foi comparado ao CDMv10 (Figura 5.17 - omissao
15/controle 16).
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Figura 5.17: Influéncia da omissdo de vitaminas/cofatores sob o crescimento celular maximo de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em frascos com CDM
Omissdes: 1 - Riboflavina; 2 - Nicotinamida; 3 - Acido pantoténico; 4 - Tiamina; 5 - Acido
p-aminobenzdico; 6 - Biotina; 7 - Acido félico; 8 - Piridoxamina; 9 - Piridoxal; 10 - B-NAD;
11 - Nenhuma, controle 1 (CDMv10); 12 - Piridoxamina e piridoxal; 13 - Acido p-
Aminobenzodico e acido folico; 14 - Nenhuma, controle 2 (CDMv10); 15 - Todas as
vitaminas, exceto nicotinamida e acido pantoténico (CDMv2); 16 - Nenhuma, controle 3
(CDMv10).

Apesar de a presenca de nicotinamida e acido pantoténico ser suficiente para
obter crescimento celular semelhante ao meio com 10 vitaminas em frascos, em
biorreator, através do pulso das vitaminas omitidas, ficou comprovado que séao
necessarias mais do que 2 vitaminas/cofatores para assegurar bom crescimento

celular (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Crescimento de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em frascos (®) e em biorreator
(). Laranja: CDMv2, azul: CDMv10
A seta laranja indica o momento do pulso contendo as vitaminas/cofatores omitidos
enquanto que a seta azul indica o momento do pulso de 15 g de glicose.

O desempenho para crescimento celular em CDMv2 em biorreator foi
nitidamente inferior ao obtido em frascos, contrario ao comumente observado para
cepas de S. pneumoniae cultivadas em nosso laboratério, onde cultivos em
biorreator promovem maior crescimento que cultivos em frascos. Esta baixa
concentracao celular foi observada mesmo quando o meio foi dobrado para
nicotinamida e &cido pantoténico (CDMv2d) e aumentou somente quando foi dado
um pulso contendo as oito vitaminas omitidas, a fim de obter a mesma concentragao
de vitaminas de CDMv10. Comparativamente, uma fase de adaptacao foi observada
nos ensaios em frascos, mas nao nos ensaios em biorreator. Além disso, a
concentracdo celular maxima alcancada em biorreator com meio CDMv10 foi
aproximadamente 2 vezes maior que a obtida em frascos (Figura 5.18).

Com relacéo a producao de PS14,, esta nao foi favorecida nos cultivos com
limitacdo de vitaminas (CDMv2), mantendo seu rendimento em aproximadamente 30
mg/gcélula-

Em uma analise cuidadosa das vias metabdlicas do S. pneumoniae (KEGG,
2009), foi verificado que as vitaminas mais comumente requeridas pelo pneumococo
como cofatores enzimaticos sao: nicotinamida, acido pantoténico, tiamina,
riboflavina, biotina e piridoxal. Em um cultivo em biorreator com estas seis vitaminas
(meio denominado de CDMv6), foi observado um comportamento semelhante ao

CDMv10 para a maioria dos parametros avaliados (Figura 5.19 e Tabela 5.4).
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Figura 5.19: Comparacdo do crescimento celular de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em
biorreator com meio quimicamente definido contento 10 vitaminas (CDMv10) e 6
vitaminas (CDMv6)

Tabela 5.4 - Comparagéo entre cultivos descontinuos de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em
CDMv10 e CDMv6

Parametro CDMv10* CDMv6*
Duragéao da fase exponencial (h) 4,5 4,5
U (W) 2 0,73 0,73
X max (/L) 1,45 1,24
PS14, max (mg/L) 52,77 45,00
PS14¢ max (Mg/L) 94,99 84,22
Yy /s (Qcstuias/Qgiicose) 0,14 0,14
Yos,1s (MTps14t/Ygiicose) 5,21 5,11
psC/s (Mgps1ac/giicose) 9,11 8,42
Yi/s (Qiactato/Ggicose) 0,78 0,86
Yars (Qacetato/Igicose) 0,35 0,13
Yos, 1x (MGps1at/Jestuia) 36,09 36,94
Yosc /x (MGpstac /Gosuia) 63,09 65,45
Yyx (Qiactato/Icetuia) 5,44 6,24
Ya/x (Gacetato/Gesiuia) 2,39 0,86
Q, (Gesua " H) 0,60 0,51
Qps, (MgpstaL-h™) 7,91 6,90
Qs (Mgpsiac.L’-h) 13,83 12,22
Q, (Gactato-L -0 1,19 1,27
Q, (JacetatorL ") 0,52 0,15
% consumo de glicose 43,03 27,99

* intervalo considerado para ambos: 0 a 6,5 h, antes da fase estacionaria de crescimento
% intervalo considerado: duracéo da fase exponencial: 0 a 4,5 h
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O cultivo em biorreator com CDMv6 em relacdo ao CDMv10 obteve o mesmo
valor de umax € valores de produtividade muito préximos. Os fatores de conversao de
biomassa, lactato, PS14, e PS14¢ sobre glicose e os fatores de conversdo de PS14,
e PS14¢ sobre biomassa também foram semelhantes. Houve divergéncia somente
no consumo de glicose, que foi 34,95% menor, nos fatores de conversao de acetato
sobre biomassa e acetato sobre glicose e na produtividade de acetato, que foram 3
vezes menores que no cultivo com CDMv10. Ainda ndo esta claro se essas
diferencas estariam relacionadas a composi¢ao do meio ou a problemas na analise
da concentragao de acetato e/ou na amostragem.

O mesmo fendbmeno de diferenga de requerimento de vitaminas entre frasco e
biorreator foi observado por Costantino et al. (2009) para estreptococo do grupo B,
mas permaneceu sem justificativa. O metabolismo do pneumococo tem a
capacidade ser alterado de homolatico restrito para heterolatico de acordo com a
disponibilidade de oxigénio (TANIAI et al.,, 2008). Analogamente, uma pequena
quantidade de oxigénio dissolvido remanescente nos frascos, além da presencga de
CO,, poderia alterar toda a rede de biossintese de vitaminas e consequentemente
seus requerimentos. Na via de biossintese de riboflavina, por exemplo, ha formacao
de formiato, que reforga o metabolismo heterolatico, e necessidade da propria
riboflavina como cofator enzimatico. Na rota metabdlica do piridoxal, ha dependéncia
de intermediarios da via das pentoses fosfato e de glutamina. Além disso, a
interconversao de piridoxal a piridoxamina € dependente de oxigénio. Ja na
biossintese da biotina e da tiamina, reacdes de carboxilagdo estdo presentes para a
formagao de intermediarios. No frasco, como nao ha controle de pH, ha maior
tendéncia de o bicarbonato do meio se manter na forma de HCOs3™; ao contrario do
que é observado no reator, em que se apresenta na forma de CO, que é retirado
pelo borbulhamento com nitrogénio gasoso. Adicionalmente, tiamina e piridoxal s&o
cofatores enzimaticos reciprocos em suas rotas biossintéticas (KEGG, 2009).

Em cultivo em frascos, embora incitado um ambiente de anaerobiose,
permanece ainda uma concentracdo de oxigénio residual, o que poderia diferenciar
toda a rota de sintese de vitaminas e cofatores em relacao ao cultivo em biorreator,
ambiente de total anaerobiose. Portanto, embora trabalhoso, € aconselhavel que
estudos de metabolismo e requerimentos nutricionais para S. pneumoniae sejam

realizados em biorreator.
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5.5 CULTIVOS CONTINUOS

5.5.1 Efeito da Vazao Especifica de Alimentagao

Nos cultivos descontinuos verificou-se que a produgcao de PS14 parece ser
associada ao crescimento. O cultivo continuo fornece, através da variagao da vazao
especifica de alimentagdo (D), uma nogédo exata sobre a cinética de formacao de
produto. Em um cultivo continuo com meio complexo, de limitagdo indefinida, no
qual foi variada a vazédo especifica de alimentagcdo, os resultados obtidos sao

apresentados na Figura 5.20 e na Figura 5.21 e sumarizados na Tabela 5.5.
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Figura 5.20: Efeito da vazao especifica de alimentagao sobre o crescimento celular, concentragao de
lactato, acetato e glicose residual em cultivo continuo de S. pneumoniae sorotipo 14
cepa 5287 com meio complexo
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Figura 5.21: Efeito da vazdo especifica de alimentacao sobre o crescimento celular, concentragao de
PS14, e PS14. e relagdo PS14¢ por biomassa em cultivo continuo de S. pneumoniae
sorotipo 14 cepa 5287 com meio complexo

A formagado de biomassa ndo se manteve constante entre os valores de D
testados, havendo uma pequena oscilacdo em D = 0,8 h™'. Foi observado que em D
= 0,4 h™' houve necessidade de mais tempos de residéncia para se atingir o estado
estacionario. Além disso, dada a alta densidade celular, as medidas de DOggy Sdo
mais susceptiveis a erros. Em D = 0,9 h™', o sistema estava operando préximo ao D,
e em D = 1,5 h”" houve lavagem do biorreator, através do qual foi determinado o
valor de pmax pelo método dindmico. Pela Figura 5.22 e segundo a Eq. 1.11 (pag.
55), na qual o coeficiente angular é correspondente a Pmax — D, 0 valor de pmax
encontrado foi de 1,22 h™', muito préximo ao encontrado em cultivo descontinuo com

meio complexo (item 5.3): 1,19 h™".
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Tabela 5.5 - Parametros de cultivo continuo de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em meio
complexo para as velocidades especificas de alimentacdo testadas

Parametro D (")

0,4 0,8 0,9

biomassa (g/L) 2,32 2,77 2,11
glicose residual (g/L) 6,40 7,28 12,08
PS14, (mg/L) 75,19 105,82 87,25
PS14¢ (mg/L) 112,99 131,41 98,69
lactato (g/L) 13,96 14,91 11,08
acetato (g/L) 0,002 1,46 0,120

Yy/s (9esiua/Ogiicose) 0,14 0,17 0,19
Yos, /s (MGps141/Ygicose) 4,53 6,73 7,99
YpSC/s (Mgps1ac/Ygiicose) 6,81 8,36 9,04
Y1/s (Qractato/giicose) 0,84 0,95 1,01
Ya/s (Qacetato/Igicose) 0,00 0,09 0,011
Yos, 1x (MIpsiat/Gosiula) 32,39 38,13 41,33
Yosc 1x (Mps1ac/esiuia) 48,67 47,35 46,75
Y|/x (Diactato/Jceluia) 6,01 5,37 5,25
Ya/x (Gacetato/Icelula) 0,001 0,53 0,057
% consumo de glicose 72,18 68,31 47 46
Q, (Goetasl ") 0,93 2,22 1,90
Qps, (MgpsiaL.h™) 30,07 84,66 78,53
Qps, (Mgpsiac.L™-h) 45,2 105,1 88,8
Q (Gractato L -0 5,58 11,93 9,97
Q, (QacetaoL -0 0,00 1,17 0,11
Mps, (MGpstaL-Goeia -h") 12,96 30,50 37,20
Mps, (Mpsiac-osuia -N") 19,47 37,88 42,07
1y (Giactato-Geetuta N 2,40 4,30 4,72
Ha (Gacetato-Jeetia ") 0,00 0,42 0,05

(
He (gglicose-gcélula-1-h-1) 2,86 453 4,65
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Figura 5.22: Determinacao dindmica de pnax de cultivo continuo de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa
5287 em D = 1,5 h" com meio complexo

O consumo da glicose diminuiu com o aumento de D, mas os fatores de
conversao de células, PS14,, PS14c, lactato e acetato sobre glicose aumentaram,
indicando maior eficiéncia na destinagcdo da glicose para os produtos de interesse
quando a velocidade especifica de crescimento € maior. Através da relacao de ps
com u (Figura 5.23) foram determinados os valores de coeficiente de manutengao
(ms) e fator de conversao verdadeiro (Yg) para S. pneumoniae sorotipo 14 em meio
complexo: 1,39 ggiicose-Geeiuia -h™' € 0,27 Geeiula/Igiicose, respectivamente.

De acordo com Sinclair e Kristiansen (1987)" apud Don e Shoparwe (2010) o
coeficiente de manutencéo representa o gasto energético para repor componentes
celulares, transferir nutrientes e produtos para dentro/fora da célula, promover
mobilidade e ajuste das osmolaridade das células. O valor de ms pode variar de 0,02
a4 gsubstrato.gcé|u|a'1.h'1 dependo das condi¢cdes ambientais da célula e de sua taxa de
crescimento. Em cultivos descontinuos de S. zooepidemicus, por exemplo, foram
encontrados valores de ms e de Y de 0,51 ggncose.gcé|u|a'1.h'1 e 0,22 geelula/9glicose Para
glicose inicial de 20 g/L, e de 1,56 ggncose.gcé|u|a'1.h'1 e 0,37 gesiuia/Ygiicose Para glicose
inicial de 40 g/L (DON e SHOPARWE, 2010).

*SINCLAIR, C. G.; KRISTIANSEN, B. Fermentation Kinetics and Modeling. Milton Keynes,
Inglaterra: Open University Press, 1987. 156 p.
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O alto valor de mg encontrado para S. pneumoniae pode explicar o
crescimento relativamente baixo deste micro-organismo quando cultivado com baixa

concentracao de glicose, como sera mostrado adiante.
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Figura 5.23: Relacdo de ps com as vazdes especificas de alimentagdes testadas em cultivo continuo
de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 com meio complexo

Do mesmo modo que observado nos cultivos descontinuos, as producdes de
PS14,. e PS14¢ seguiram a concentracdo de células, caracteristica cinética de
produto associado ao crescimento, o que faz sentido ja que tanto para a sintese de
biomassa quanto para PS14 ha utilizagao de precursores do metabolismo central. As
relacdes entre p e p, (Figura 5.24-A), nas quais o melhor ajuste linear eliminou o
coeficiente linear, B, que representa a parcela de producao independente do
crescimento, confirmou entdo que a producdo de PS14. e PS14¢ é associada ao

crescimento. Desta relagao se obtém os valores de a,, e a,_ , que foram de 38,17 e

47,18 mg/gceiua, respectivamente.
Para o lactato (Figura 5.24-B), o perfil verificado foi de produto parcialmente

associado ao metabolismo com o« de 4,67 Giactato/Jeeiuia € B,de 0,54 Giactato-Jestuta N7

O mesmo perfil de produto parcialmente associado foi observado para a formagao

de lactato por Lactobacillus delbrueckii em cultivo descontinuo, com o de 2,16

g|actat0/gcé|u|a e BI de 0,53 g|actato.gcé|u|a-1.h-1. (LUEDEKING e PIRET, 1959)
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N&o foi possivel encontrar uma relacdo linear de p e p, para a producdo de

acetato.
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Figura 5.24: Relacdo de y, com as vazdes especificas de alimentagdes testadas em cultivo continuo
de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 com meio complexo para (A) PS14,, PS14¢c e
(B) lactato

Os maiores valores de fator de conversdo de PS14, sobre biomassa foram
obtidos para maiores valores de D; enquanto que para PS14c, o fator de conversao
sobre biomassa manteve-se praticamente constante. Em contrapartida, tanto os
valores de velocidade especifica de producdao de PS14. quanto de PS14¢
aumentaram com a velocidade especifica de crescimento imposta.

Hipoteticamente, a produgdo de PS14, poderia estar ligada ao evento de
divisao celular. Havendo clivagem da peptideoglicana da célula mée para a geragao
das células filhas, haveria liberagdo do polissacarideo capsular para o sobrenadante.
Assim, quanto maior fosse a velocidade de divisdo celular, maior seria a quantidade
de polissacarideo capsular livre por unidade de massa celular crescente, o que
explicaria o observado tanto no cultivo descontinuo como no continuo.

Segundo a literatura (PAOLETTI; ROSS; JOHNSON, 1996; ROSS; MADOFF;
PAOLETTI, 1999; SWENNEN, 2007), os maiores fatores de conversido de
polissacarideos capsulares por S. agalactiae (cerca de 100 mMQg/gcsia) SO
alcangcados quando o quimiostato é operado em altos valores de D (faixa de 0,7 a

1,3 h'1), independentemente do meio utilizado. Para o pneumococo do sorotipo 14, o
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efeito da velocidade de crescimento na razao polissacarideo capsular/biomassa foi
observado apenas para PS14.. Este evento nao foi observado para PS14¢, mas nao
ficou claro se esta é uma caracteristica do pneumococo que nao alteraria sua
constante de formacao ou se haveria diferenga significativa para D menores que 0,4
h.

Em D = 0,8 h”' foram encontrados os maiores valores de produtividade em
biomassa (2,22 g.L".h""), PS14, (84,66 mg.L".h™") e PS14¢c (105,1 mg.L".h"), a
maior vazao especifica de alimentacao operavel sem alcangar D.. Em termos de
producao industrial, esta vazao especifica de alimentacédo seria interessante, nao
apenas em termos de produtividade, mas também porque foi verificado que em

taxas maiores D o estado estacionario é alcangado mais facilmente.

5.5.2 Estudos de Limitagcao em Cultivo Continuo

5.5.2.1 Efeito da Concentracao de Glicose

Para avaliar a influéncia da glicose sobre o crescimento e a produgao de
PS14, foi realizado um cultivo continuo com meio quimicamente definido (CDMv6)
no qual foi variada a concentragdo de glicose na alimentagdo. Os resultados séo
apresentados na Figura 5.25 e na Figura 5.26 e sumarizados na Tabela 5.6.

Como explicado no item 5.5.1, a maior produtividade em cultivo continuo com
meio complexo foi observada em D = 0,8 h', o correspondente a aproximadamente
70% do valor de Pmax Neste mesmo meio (1,22 h'1). Similarmente, a vazao especifica
de alimentacdo de 0,5 h™' foi escolhida para o cultivo continuo em CDMv6 por ser

cerca de 70% do valor de umax neste meio (0,73 h'1).
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Figura 5.25: Efeito da concentragdo de glicose no meio de alimentagdo sobre o crescimento celular,
concentragdo de lactato, acetato e glicose residual em cultivo continuo de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h” com CDMv6
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Figura 5.26: Efeito da concentracdo de glicose no meio de alimentacdo sobre o crescimento celular,
concentracdo de PS14, e PS14¢ e relagdo PS14¢ por biomassa em cultivo continuo de
S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h” com CDMv6
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Tabela 5.6 - Efeito da concentracdo de glicose no meio de alimentagcdo em cultura continua de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h”' com CDMv6
Concentracao de glicose na alimentagao (g/L)

Parametro

25 5 10 15 20 25 30

biomassa (g/L) 0,63 1,03 1,13 1,31 1,27 1,39 1,30
glicose residual (g/L) 0,00 0,00 1,76 3,08 8,62 11,24 21,49
PS14, (mg/L) 24,95 28,39 29,03 31,75 42,65 34,18 54,21
PS14¢ (mg/L) 85,35 101,78 82,43 120,01 109,40 100,13 102,16
lactato (g/L) 0,63 1,76 4,34 3,33 4,68 4,85 6,89
acetato (g/L) 2,93 2,07 2,07 1,24 1,84 1,73 2,52

Y, /s (Qeéiuia/ Igiicose) 0,25 0,21 0,14 0,11 0,112 0,10 0,15
Yos, 15 (MTpsitat/Jgicose) 9,98 5,67 3,52 2,66 3,74 2,48 6,36
Yosers (MOpsiac/gicose) 34,14 20,36 10,01 10,07 9,61 7,27 12,00

Y,/s (Quactato/gicose) 0,25 0,35 0,53 0,28 0,41 0,35 0,81
Y./s (Gacetato/ Aglicose) 1,17 0,41 0,25 0,10 0,16 0,12 0,29

Yoo i (MOpsta/dess) 3979 27,59 2564 2425 3359 2456 41,76
Yoo ix (MOpstac/Geeria) 136,15 9890 72,81 91,65 86,15 71,95 78,69

Yy/x (Qiactato/Iceluia) 1,01 1,71 3,88 2,54 3,68 3,48 5,31
Ya/x (Gacetato/Jetuta) 4,67 2,01 1,83 0,94 1,44 1,24 1,93
% consumo de glicose 100,00 100,00 82,35 79,44 56,92 55,05 28,38
Q, (Jestua:L0) 0,31 0,51 0,57 0,65 0,63 0,70 0,65

Qps, (Mgpsia.L™.h7) 12,47 14,20 14,51 15,88 21,32 17,09 27,11
Qp, (Mgpsac.L'h") 4268 50,89 4121 60,01 54,70 50,06 51,08
Q, (GiactatoL ™) 0,32 0,88 2,20 1,67 2,34 2,43 3,44
Q, (Gacetmto. L0 1,46 1,03 1,04 0,62 0,92 0,86 1,26
Mps, (MGpstaLGeewa ) 19,90 13,80 12,82 12,13 16,80 12,28 20,88
MOpstac.-Josua ') 68,07 49,45 36,40 45,82 43,08 35,97 39,35

Hpsc (
1, (Gectato-Josra ) 0,51 0,85 1,94 1,27 1,84 1,74 2,65
Wa (Gacotsto-Gosa ") 2,34 1,01 0,92 0,47 0,72 0,62 0,97

i (Ggicose-Gosuah) 1,99 2,43 3,64 455 448 4,9 3,28

Em concentragdes de glicose no meio de alimentacdo iguais ou acima de 15
g/L, a glicose deixou de ser substrato limitante de crescimento, mantendo a
concentracao celular em torno de 1,3 g/L. Portanto, a partir deste ponto, outro(s)
componente(s) do meio tornaram-se limitantes. Em um aminograma, foi verificado
que a partir de 5 g/L de glicose na alimentacdo, a glutamina foi esgotada, enquanto

que, para asparagina e arginina, os respectivos esgotamentos ocorreram em 10 e 15
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g/L. O pneumococo é incapaz de sintetizar glutamina e asparagina, mas pode
sintetizar arginina a partir da glutamina (HOSKINS et al., 2001).

Assim como observado para outras bactérias laticas (NEIJSSEL; SNOEP;
TEIXEIRA DE MATOS, 1997; LOOIJESTEIJN et al., 2000), em condigao de excesso
de glicose foi observado menor fator de conversdo de glicose para biomassa e o
aumento na producao de acido latico. Conforme proposto por Garrigues et al. (1997)
para L. lactis, em excesso de glicose a elevada razdo NADH/NAD" ativa a LDH e
inibe a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e a PFL, resultando no desvio do fluxo
glicolitico principalmente para a LDH, onde ha formacéao de lactato.

Em limitacdo de glicose, a producéo de lactato foi menor, devido em parte a
menor concentragdo de células, mas também devido & baixa razdo NADH/NAD",
que inibe fortemente a LDH e fracamente a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
de modo que a PFL nao é mais inibida, resultando em metabolismo misto, como
observado. Além disso, nessas condi¢des, onde ha necessidade de maior geracao
de ATP por glicose consumida, o metabolismo misto € uma via de reoxidagc&do do
NADH energeticamente mais favoravel.

Nesta condigdo de limitagdo, o aproveitamento da glicose foi mais eficiente,
representado pelo seu consumo total e pelos maiores valores de fatores de
conversdo de glicose em biomassa, PS14. e PS14c. Os maiores valores de
produtividade em células e PS14, e PS14¢, por sua vez, foram alcangados com
concentragao de glicose na alimentagéo entre 15 e 25 g/L.

O mesmo foi observado para pp, que foi maior para PS14, e PS14¢ e acetato
em condigdo de limitagdo de glicose, enquanto que o inverso foi observado para o
lactato. Indicando, entdo, que a condicdo de pouca glicose na alimentacdo é mais
favoravel em termos de eficiéncia de conversao da glicose e de produtividade sobre
células.

A exemplo de outras bactérias que produzem exopolissacarideos e
polissacarideos intracelulares (NEIJSSEL; SNOEP; TEIXEIRA DE MATOS, 1997),
supde-se que sob limitacdo de nitrogénio e excesso de carbono haveria
favorecimento da sintese de PS14, condigdo que seria alcangada a partir de 15 g/L
de glicose no meio de alimentacéo. De fato, a producao de PS14, parece ter sido
favorecida pelo excesso de glicose, aumentando 70% entre as concentragdes de
glicose na alimentacdo de 15 e 30 g/L, momento em que esta deixou de ser

substrato limitante de crescimento. Como se pode observar na Figura 5.26, os



Resultados e Discussiio 113

desvios entre as medidas de PS14 foram relativamente grandes, o que pode estar
enviesando esta constatacdo. Esses desvios possivelmente foram devidos a
diferencas no tempo de processamento das amostras. Para a producao de PS14¢
nao houve mudanga significativa em sua concentragdo para as concentragbes de
glicose testadas.

Além disso, a formacao de PS14, sobre a biomassa manteve-se em torno de
30 mg/geeiua, tal como na cultivo descontinuo (item 5.3), enquanto que a formacgao de
PS14¢ sobre biomassa foi nitidamente favorecida na condicdo de limitacdo de
glicose (Ypscix 73% superior na condi¢gdo de glicose na alimentagdo de 2,5g/L em
relagdo a 30 g/L). O efeito negativo em Y,sc/x Sob excesso de glicose foi também
observado para a produgao de polissacarideo capsular de S. agalactiae (ROSS;
MADOFF; PAOLETTI, 1999) e para a producao de exopolissacarideo por L. lactis
(LOOIJESTEIJN et al., 2000). O ultimo autor sugere que este efeito seja decorrente
de um desacoplamento da geracdo de acidos orgéanicos da produc¢édo de biomassa,
que por sua vez esta ligada a formagdo de polissacarideo. Assim, uma maior
quantidade de glicose seria destinada a formacgéo de acidos organicos e uma menor

quantidade a formagao da biomassa e do polissacarideo a ela ligado.

5.5.2.2 Efeito da Concentracio de Colina

Para avaliar a influéncia da colina - um importante fator de crescimento para o
pneumococo - sobre o crescimento e a producdo de PS14, foi realizado um cultivo
continuo com meio quimicamente definido (CDMv6) similar ao desenvolvido para a
glicose (item 5.5.2.1) no qual foi variada a concentragdo de colina na alimentacao.
Neste experimento, a concentragao de glicose no meio CDMv6 foi aumentada de 10
g/L para 20 g/L, de forma a torna-lo nao limitante em glicose e ainda, manté-lo nas
melhores condi¢cdes de produtividade observadas no item 5.5.2.1.

Os resultados sao apresentados na Figura 5.27 e na Figura 5.28 e

sumarizados na Tabela 5.7.



Resultados e Discussiio 114

20 1,41 ~10 ~ 4,0
A 1,3 3,6
[ s |
15 |
O 1.2 L 3,2
=) =5 -
o 13 = <
35 8 -6 O 2
= » 1,17 ~ |28
Q © ) L
4 104 E L =} S
o 2 5t Q
=) S 404 4 & 24 ©
o - < |
0,94 r 2,0
54
-2 r
| 0,8 1,6
0- 0,7 —¥¥7—1/f—T1—7+0 L1,2

0 10 20 30 40 50 480 490 500

colina na alimentagéo (mg/L)

Figura 5.27: Efeito da concentragdo de colina no meio de alimentagdo sobre o crescimento celular,
concentragdo de lactato, acetato e glicose residual em cultivo continuo de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h™" com CDMv6 e
glicose a 20 g/L
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Figura 5.28: Efeito da concentragdo de colina no meio de alimentagdo sobre o crescimento celular,
concentragdo de PS14, e PS14¢ e relagcdo PS14¢ por biomassa em cultivo continuo de
S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h™" com CDMv6 e
glicose a 20 g/L
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Tabela 5.7 - Efeito da concentracdo de colina no meio de alimentacdo em cultura continua de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h” com CDMv6 e
glicose a 20 g/L

Concentragao de Colina na Alimentagao (mg/L)

Parametro
5 25 50 500
biomassa (g/L) 0,87 1,27 1,26 1,11
glicose residual (g/L) 12,99 8,86 6,35 5,73
PS14, (mg/L) 32,13 40,26 46,35 43,01
PS14¢ (mg/L) 124,02 153,18 152,31 178,66
lactato (g/L) 4,24 6,61 8,45 6,68
acetato (g/L) 3,27 2,36 2,10 2,15
Y, /s (Geotuia/Igiicose) 0,12 0,11 0,09 0,078
Yos, /s (MGpsiat/gicose) 4,58 3,61 3,39 3,01
Yosess (MGpstac/Ygiicose) 17,69 13,75 11,16 12,52
YI/S (glactato/gglicose) 0’61 0’59 0’62 0’47
Yars (Qacetato/Jgiicose) 0,46 0,21 0,15 0,15
Yos, /x (Mpsiar/esiuia) 36,70 31,62 36,75 38,66
Yose /x (MGpstac/Gosuia) 141,64 120,31 120,79 160,61
Yy/x (Qiactato/Yeeluia) 4,84 5,19 4,71 6,00
Ya/x (Jacetato/Josiuta) 3,74 1,85 1,67 1,93
% consumo de glicose 35,04 55,72 68,27 71,34
Qy (GostuiarL 0" 0,44 0,64 0,63 0,56
Qps, (Mgpsia-L™.h7) 16,07 20,13 23,17 21,50
Qps,. (mgpsiac.L”.h™) 62,01 76,59 76,16 89,33
Q (g|actato.L'1.h'1) 2,12 3,31 2,97 3,34
Q, (Gacetato L "0 1,64 1,18 1,05 1,07
Hps, (MGpstar-Gosiia -h") 18,35 15,81 18,38 19,33
Hps, (Mgpstac-Ieea -h") 70,82 60,15 60,39 80,31
1 (Jaotato-Goetuia -h") 2,42 2,60 2,35 3,00
Ha (gacetato-gcélula-1-h-1) 1,87 0,93 0,83 0,97
i (Igicose-esiuia ") 4,00 4,38 541 6,41

Para a D = 0,5 h”, a colina deixou de ser limitante de crescimento em
concentracao igual ou acima de 25 mg/L no meio de alimentacao. Imagina-se que a
glutamina, asparagina e arginina poderiam estar novamente limitando o crescimento.

Foi verificado que, quanto maior a concentragdo de colina no meio de

alimentacdo, maior foi consumo de glicose, chegando a dobrar entre as
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concentragcoes de 5 mg/L e 500 mg/L de colina na alimentagdo. Este consumo
elevado foi refletido nos menores valores de fator de conversdo de biomassa e
produtos sobre glicose. Portanto, trabalhar em condi¢cdes de excesso de colina é
desfavoravel em termos de eficiéncia de conversdo da fonte de carbono para
biomassa, acidos organicos e polissacarideo.

N&o foi possivel encontrar uma justificativa para o aumento no consumo de
glicose observado para maiores valores de colina no meio de alimentacdo com os
parametros obtidos. Porém, acredita-se que o0 excesso de colina possa ter
promovido a sintese dos acidos teicodico e lipoteicoico - que possuem fosforilcolina
em sua composicdo - uma vez que a sintese destes acidos compete com a sintese
da peptideoglicana e do polissacarideo capsular (YOTHER; BENTLEY;
HENNESSEY, 2008); o que poderia provocar o aumento do consumo de glicose
para alimentar esta rota metabdlica.

A relacdo NADH/NAD" novamente conduziu o metabolismo energético: em
maiores concentragdes de colina, onde foi observado maior consumo de glicose e,
portanto, fluxo glicolitico elevado, ocorreu maior producado de lactato e menor de
acetato. Ja em concentragdes de colina menores, onde ocorreu menor consumo de
glicose, houve entdo menor fluxo glicolitico, que promoveu maior produgdo de
acetato e menor de lactato, representados pelos valores de pp.

A producado de PS14c e PS14, ndo parece ter sido favorecida em termos
significativos pelo aumento da concentragdo de colina, porém os desvios das
medidas de PS14¢c e PS14, dificultam a analise. Além disso, os parametros de
rendimento de PS14¢c e PS14, sobre biomassa e os valores de p, foram pouco
variaveis, o que indica que o excesso de colina tem pouco efeito sobre a producao
de polissacarideo capsular.

No trabalho de Storai (2008), foi verificado que a mudanga na concentragcao
de colina de 10 mg/L para 5 g/L aumentou as concentragdes celulares e de
polissacarideo capsular associado as células do pneumococo para os sorotipos 4, 5,
8, 20 e 33F em cultivo descontinuo. Os aumentos na produgao de polissacarideo
capsular foram diferentes entre os sorotipos, chegando a triplicar para o sorotipo
33F, sem aumento significativo na concentragao de acidos teicoicos.

Acredita-se que com uma maior concentracdo de colina haveria uma
tendéncia de provocar in vitro uma liberacdo parcial de proteinas dependentes de

ligagdo com colina, como a LytA, o que diminuiria a atividade autolitica global do
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pneumococo (MOSCOSO; GARCIA; LOPEZ, 2006). Segundo Giudicelli e Tomasz
(1984)" apud Yother e White (1994), a concentragdo de colina capaz de inibir as
autolisinas e prevenir a lise celular seria de 10 g/L, e segundo Bieser e Hakenbeck
(1985), tal concentragao seria de 20 g/L.

Entretanto, neste trabalho, nenhum incremento quanto ao aumento de
viabilidade ou concentragcdo celular foi obtido em cultura continua para as
concentracbes de colina testadas, mantendo-se em torno de 2.10° células

viaveis/mL.

5.5.2.3 Efeito da Concentracido de Glutamina

Para avaliar a influéncia da glutamina - doador do grupo amino em varias
reacdes do anabolismo do pneumococo - sobre o crescimento e a producado de
PS14, foi realizado um cultivo continuo com meio quimicamente definido (CDMv6)
similar ao desenvolvido para a glicose e colina (itens 5.5.2.1 e 5.5.2.2) no qual foi
variada a concentragdo de glutamina no meio de alimentagao e que, baseado nos
resultados anteriores, teve 0 meio de alimentacao adaptado para 20 g/L de glicose e
25 mg/L de colina, de forma que estes componentes nao fossem mais limitantes de
crescimento.

Os resultados sao apresentados na Figura 5.29 e na Figura 5.30 e

sumarizados na Tabela 5.8.

*GIUDICELLI, S.; TOMASZ, A. Inhibition of the in vitro and in vivo activity of the pneumococcal
autolytic enzyme by choline and phosphorylcholine. In: NOMBELA, C. Microbial cell wall synthesis
and autolysis. Amsterdam: Elsevier Science Publishers B.V., 1984. p. 207-212.
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Figura 5.29: Efeito da concentragdo de glutamina no meio de alimentagdo sobre o crescimento
celular, concentracdo de PS14, e PS14¢ e relacdo PS14¢ por biomassa em cultivo
continuo de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h'
com CDMve, glicose a 20 g/L e colina a 25 mg/L
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Figura 5.30: Efeito da concentragdo de glutamina no meio de alimentagdo sobre o crescimento
celular, concentragao de PS14,. e PS14¢ e relagcdo PS14¢ por biomassa em cultivo
continuo de S. pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h'
com CDMv®, glicose a 20 g/L e colina a 25 mg/L
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Tabela 5.8 - Efeito da concentracao de glutamina no meio de alimenta¢do em cultura continua de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 5287 em biorreator operado a D = 0,5 h” com CDMv6,
glicose a 20 g/L e colina a 25 mg/L

Concentracao de Glutamina na Alimentacgao (g/L)

Parametro
0,05 0,2 0,5 1

biomassa (g/L) 0,56 1,14 1,20 1,00
glicose residual (g/L) 18,22 13,40 9,81 15,27
PS14, (mg/L) 26,60 37,72 59,83 33,46
PS14¢ (mg/L) 76,18 137,94 157,80 132,43
lactato (g/L) 2,53 6,00 7,79 577
acetato (g/L) 3,78 3,01 3,13 3,80

Y /s (Gosiuia/giicose) 0,32 0,17 0,12 0,21
Yos,1s (MGps14/giicose) 14,98 5,71 5,87 7,07
Yos. /s (Mpstac/Tgicose) 42,90 20,9 15,48 27,97
Y\/s (Qiactato/giicose) 1,43 0,91 0,76 1,22
Ya/s (Jacetato/Igicose) 2,13 0,46 0,31 0,80
Yos, 1x (MGpstat/eetuia) 47,41 33,14 49,72 33,59
Yose 1x (MGpstac/Gosiuia) 135,80 121,20 131,14 132,95
Yyx (Qractato/Jcetuia) 4,51 5,27 6,47 5,79
Ya/x (Jacetato/osiuta) 6,74 2,64 2,60 3,82

% consumo de glicose 8,88 33,01 50,97 23,67
Q, (Gestuas L 0") 0,28 0,57 0,60 0,50
Qps, (Mgpsia-L™.07) 13,30 18,86 29,91 16,73
Qps. (Mgpstac-L™.h) 38,09 68,97 78,90 66,21
Q, (Jiactato-L 07 1,27 3,00 3,89 2,88
Q, (GacetaroL"-h7) 1,89 1,50 1,56 1,90
Hps, (MGpstat-Goetia ") 23,71 16,57 24,86 16,80
Mpse (MTpstac-Gosua -h™) 67,90 60,60 65,57 66,48
1 (Qiactato-oeiuia N 2,26 2,64 3,24 2,90
Ha (Gacetato-Joetia ") 3,37 1,32 1,30 1,91
Ms (Dgicose-eetia N 1,58 2,9 4,24 2,38

Para a vazdo especifica de alimentagdo de 0,5 h”', em concentragdes de
glutamina iguais ou acima de 0,2 g/L no meio de alimentacéao, a glutamina deixou de
ser substrato limitante de crescimento, mantendo a concentragdo celular em torno

de 1,2 g/L. Provavelmente asparagina e arginina limitaram o crescimento a partir

deste ponto.
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A exemplo do observado para a colina, a relacgdo NADH/NAD" conduziu o
metabolismo energético: quando a glutamina limitava o crescimento, onde foi
observado menor consumo de glicose e, portanto baixo fluxo glicolitico, ocorreu
menor producao de lactato e maior de acetato. J& em concentragdes de glutamina
de 0,2 a 0,5 g/L, onde ocorreu maior consumo de glicose, houve entdo maior fluxo
glicolitico, que promoveu menor produgcdo de acetato e maior de lactato,
representados pelos valores de pj.

Para a glutamina, da mesma forma que observado para a glicose e para a
colina, em condicado de limitagdo de crescimento, a glicose foi visivelmente melhor
aproveitada para a sintese de biomassa, PS14. e PS14c, representada assim pelos
maiores valores de fatores de conversado de glicose nos respectivos produtos. Esta
situacao € inversa a descrita para S. zooepidemicus, onde a limitacdo de glutamina
reduziu a producdo de acido hialurénico por biomassa, e a conversdo de acido
hialurénico e biomassa sobre a glicose (BLANK; McLAUGHLIN; NIELSEN, 2004).

Acreditava-se que sendo a glutamina precursora de UTP utilizado na sintese
do PS14, haveria favorecimento da sintese do mesmo na condicdo de excesso de
tal precursor. De fato, a producédo de PS14¢ e PS14, foi favorecida pelo aumento da
concentracao de glutamina, dobrando em concentragcéo entre as concentragbes de
glutamina de 0,05 e 0,5 g/L, porém, em termos de fator de conversao sobre células,
permaneceu praticamente constante, o que significa que este acréscimo foi relativo
somente ao aumento da concentragao celular entre as condigdes em questao.

Os maiores valores de produtividade em células e PS14. e PS14¢ foram

alcangados com concentragédo de glutamina na alimentagao esteve em 0,5 g/L.

5.5.3 Consideragoes Gerais

Para os quatro cultivos continuos desenvolvidos, nao foi observada oscilagéao
ciclica na concentracdo celular ou de concentracdo de células viaveis em
quimiostato. Cornejo et al. (2009) observaram oscilagdes ciclicas em cultivos
continuos de S. pneumoniae de varios sorotipos, realizados em tubos de 20 mL a D
= 0,1 h”', sem controle de pH e com agitacao promovida pelo borbulhamento com ar.

Estes autores sugeriram que a oscilagéo teria sido resultado da produgdo de uma
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toxina. Em nenhum dos trés cultivos continuos desenvolvidos foi observada
oscilagao ciclica na concentracido de células viaveis, mantendo-se em média em 10°
células/mL.

Para os quatro cultivos continuos desenvolvidos o estado estacionario foi
atingido para diferentes D e composicdo de meio de alimentagao, indicando a
robustez do sistema. Nos experimentos de limitagao, o sistema operou por mais de
90 horas sem problemas classicos desta operacdo, como: contaminag¢ao da cultura,
mutacdo com perda de produtividade e dificuldade na manutengdo do volume
constante.

No cultivo continuo com meio complexo, atingiu-se alta concentracéo celular:
2,32 g/lLem D =0,4 h™ (item 5.5.2) contra 1,45 g/L atingido com cultivo descontinuo
com o mesmo meio (item 5.3) e 1,27 g/L com CDMv6 alimentado com glicose 20 g/L
e D =05 h' (tem 5.5.2.1). Duas possibilidades sdo elencadas: (i) conforme
discutido no cultivo descontinuo com meio complexo (item 5.3), neste meio
hipoteticamente haveria maior producao/atividade de autolisinas, que em um cultivo
continuo seriam lavadas do reator, impedindo seu acumulo e consequente atividade;
adicionalmente, haveria lavagem também de outros compostos inibitorios, como os
acidos organicos, que inibem o crescimento celular além de estarem envolvidos no
processo de autdlise; e (ii) em cultivo com CDMv6 haveria limitagdes nutricionais,
outras que glicose, colina e glutamina (como reportado no item 5.3, o meio
quimicamente definido tem 7 vezes menos aminoacidos que o meio complexo), o
que impediria que altas densidades celulares fossem atingidas com tal meio.

Para as condicbes de cultivo continuo testadas, o pneumococo apresentou
resultados coerentes com as rotas metabdlicas propostas com base na analise do
seu genoma e similares a certas bactérias lacticas. Com base no conjunto de
resultados obtidos foi possivel observar que para obter alta producdo de
polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 14 é preciso enfoque em
técnicas que: (i) visem producao de alta densidade celular, uma vez que a producao
do PS14 é associada ao crescimento, (ii) evitem o acumulo de produtos inibitérios
como o lactato e as autolisinas e, (iii) promovam a liberagcdo do PS14 para o
sobrenadante da cultura. Um modo de operagdo que pode prover duas dessas
metas é o cultivo continuo com reciclo de células. O terceiro item que diz respeito a

liberagdo do PS14 para o sobrenadante ainda é um objetivo dificil de ser alcangado,
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uma vez que nao sao conhecidos os mecanismos envolvidos na eje¢cao do
polissacarideo capsular.

Como segunda alternativa, poderiam ser feitos cultivos descontinuos
alimentados de forma que: no estagio inicial, sem alimentagao, utilizar meio rico em
glicose e aminoacidos. Ao final da fase exponencial de crescimento, iniciar a fase de
alimentagdo de modo a manter um p alto, de forma a atingir os maiores niveis de
produtividade em células e em PS14. Uma vez alcancada uma alta densidade
celular, o meio de alimentagao seria mudado de modo a haver excesso de glicose e
limitacdo de outros componentes, condicdo na qual € observado o maior rendimento

na conversao do substrato para o produto de interesse.
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6 CONCLUSOES

Em relagdo as metas preliminares para o estudo do metabolismo de S.

pneumoniae sorotipo 14, foi determinado que:

— Dentre as técnicas consideradas para a detecgao de PS14 - Fenol-
Sulfurico, HPSEC, rocket Imunoeletroforese, ELISA de competicdo e de
captura - a de ELISA de captura demonstrou-se como alternativa viavel, de
boa reprodutibilidade e especificidade, com sensibilidade de 1 ng/mL de
PS14 para as condigbes de trabalho desenvolvidas.

— Das 8 cepas de S. pneumoniae sorotipo 14 inicialmente avaliadas, a cepa
5287 foi a que apresentou melhor desempenho na produgao de PS14 em
relagdo a seu crescimento, com boa fase estacionaria e producido de
células em frascos, sendo entdo escolhida como cepa de trabalho para
todos os experimentos em frascos e em biorreator.

— O meio complexo, em comparagdgo ao CDMv10, obteve melhor
desempenho em termos de produtividade para producdo de PS14 em
cultivo descontinuo, porém apresentou forte lise celular. De outro lado, em
cultivo descontinuo com CDMv10, o crescimento celular se deu de forma
mais lenta, porém alcancou um maximo de concentragcdo celular similar
aquele e sem lise ao final do cultivo. Para ambos os meios foi observado
que a producao de PS14 ligado ou ndo as células seguiu o crescimento
celular. Admitiu-se que a auséncia da lise celular observada em meio
quimicamente definido foi devida a um efeito combinado da menor
producdo de &acidos organicos e do bloqueio estérico a atuagcdo de
autolisinas pelo polissacarideo capsular associado as células.

— Nos experimentos para determinacdo das vitaminas essenciais para o
crescimento, foi verificado que o comportamento observado em frasco nem
sempre é reproduzido em biorreator: foi possivel omitir somente 4 das 10
vitaminas iniciais para cultivo em biorreator, enquanto que em frascos, 8
vitaminas foram omitidas. Em cultivo em frascos, embora incitado um
ambiente de anaerobiose, permanece ainda uma concentragao de oxigénio
residual, o pode diferenciar toda a rota de sintese de vitaminas e cofatores

em relacdo ao cultivo em biorreator, ambiente de total anaerobiose.
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Portanto, embora trabalhoso, é aconselhavel que estudos de metabolismo
e requerimentos nutricionais para S. pneumoniae sejam realizados em

biorreator, onde a atmosfera e o pH podem ser controlados.

No estudo do metabolismo de produgédo de polissacarideo capsular por S.

pneumoniae do sorotipo 14 em cultivo continuo, foi constatado:

— Nos cultivos continuos confirmou-se que a produgao de PS14 ligado ou nao
as células é associada ao crescimento celular, com produtividade maxima
em células e em PS14 em vazao especifica de alimentagao proxima a 0,8
h! quando empregado meio complexo. Verificou-se que, assim como para
outras bactérias laticas, a producdo de lactato € parcialmente associada ao
crescimento. Devido ao alto valor de coeficiente de manutencao, ficou
comprovado que, para obter bom crescimento, o pneumococo precisa de
grande disponibilidade de glicose.

— Observou-se que a D = 0,5 h™', o substrato com maior impacto sobre a
producao de PS14 foi a glicose, sendo que, quando a mesma esteve em
excesso, um efeito positivo sobre a producao de PS14. em CDMv6 foi
observado, e que, quando sua concentracdo foi limitante, as células
conseguiram utiliza-la de forma mais eficiente para conversédo a biomassa e
PS14.

— De acordo com a concentragao de glicose, colina e glutamina testadas, foi
também relatada a mudanca do metabolismo energético, variando entre
homolatico e misto; o que possui grande influéncia sobre a produgdo de
células, aproveitamento da fonte de carbono e, consequentemente, na
producao do PS14.

— Acima de 15 g/L a glicose deixou de ser substrato limitante, enquanto que,
para a colina, esta concentragéo foi de 25 mg/L e para a glutamina 0,2 g/L.
Nao foi verificado efeito significativo da colina sobre a producdo de PS14
para as concentracdes de testadas, porém o consumo da glicose aumentou
guando colina estava em excesso, provavelmente destinado a producgio da
acidos teicdicos e lipoteicdicos da parede celular. Também nao foi
verificado favorecimento da sintese de PS14 e do crescimento celular para

a condicdo de excesso de glutamina.
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Em resumo, pode-se concluir que as estratégias de produgdo de PS14 devem
em um primeiro momento focar na alta densidade celular e, uma vez atingida esta
condigao, na limitagdo de nutrientes de forma a aumentar a eficiéncia da conversao

de substrato e células a produto.
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ANEXO - SOLUGOES ESTOQUE PARA PREPARO DE CDM

= volume | mL solugao
solucéo massa =
estoque componente (@) solvente solugao |estoque/ 1L
estoque (mL) CDM
KH2PO4 1
1 K,HPO4 5 H,O 50 10
2 Asparagina 0,25 H,O 50 20
L-Acido Aspartico 0,25
L-Fenilalanina 0,25 L .
L-Serina 0.25 primeiramente dlssolver em 0,8 mL
3 L-Prolina 0 5 de NaOH 2,5 N, entdo completar o 50 20
- . . ’ volume com H,0 a 54 °C
L-Hidroxiprolina 0,5
Glicina 0,5
4 L-Leucina 0,5 H,O a54 °C 50 20
. dissolver em 4,8 mL de NaOH 2,5
5 Acido L-Glutamico 1,5 N, entdo completar com H2O a 50 3,4
54 °C
6 L-Alanina 1 H>O 50 5
7 L-Isoleucina 0,5 H,Oab54 °C 50 10
8 L-Metionina 0,5 H.O a54 °C 50 10
9 L-Treonina 1 H.Oa54 °C 50 10
10 L-Arginina HCI 1,21 H,O 50 5
11 L-Histidina HCI H,O 1,35 H20 50 5
12 L-Triptofano 1 di(sjsolvgr em5mLdeHCI2N, 50 5
epois completar com H,O
13 L-Valina 1 H,O 50 5
14 L-Lisina 1,38 H,O 50 5
152 Riboflavina (LS) 0,004 | dissolverem 0,05 mL de acido 50 25
acético, entao completar com H,O
Nicotinamida 0,08
a Acido Pantoteico 0,032
16 Tiamina HCI (LS) 0,016 H20 200 2
Acido p-Aminobenzoico | 0,0032
primeiramente dissolver em 1mL
de etanol 95%. Adicionar 49 mL de
178 Biotina (LS) 0,005 HCI 0,01 N a 54 °C. Descartar 30 200 20
mL e aos 20 mL restantes
adicionar 180 mL de HCI 0,01 N
18° Acido Félico (LS) 0,004 d'ssl‘\?"’er?m 0,08 mL de NaOH 2,5 200 40
, entdo completar com H,O
19 Piridoxamina 2HCI 0,0115 H,O 50 6,25
20 L-Glutamina 1 H>O 50 10
21 L-Cistina 05 dissol\ier em 10 mL de HCI 2 N, 50 5
entdo completar com H,O
22 L-Tirosina 05 dissolve~r em 2 mL de NaOH 2,5 N, 50 10
entdo completar com H,O
Adenina Sulfato 0,174 .
23 Guanina HCI H,0 | 0,124 | dissolverem20mL deHCI2N, 200 44
Uracil 0.1 entdo completar com H,O a 54 °C
24 MgS0O4-7H20 7 H20 50 5
FeSQO47H,0 0,05
o5 CaCl,.2H,0 0,06712 | dissolver em 0,6 mL de HCI 2 N, 50 5
MnSO4 H,O 0,056 entdo completar com H,O
Fe(NO3)3.9H,0 0,01

@ armazenados em local escuro



