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RESUMO

LEAL, Maria de Lourdes Moura. Desenvolvimento de processo para producao de
polissacarideo capsular de Streptococcus pneumoniae sorotipo 14.
Orientadores: Nei Pereira Jr., PhD, Ellen Jessouroun, DSc e Maria Antonieta P. G.
Couto, DSc. Rio de Janeiro, 2011. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Streptococcus pneumoniae (pneumococos) é um patégeno humano que apresenta
uma diversidade de manifestacdes clinicas. Apesar de os antibioticos disponiveis, a
doenca pneumocdcica ainda é um problema de saude publica, devido a
disseminagdo global de cepas multiresistentes. A cépsula polissacaridica é o
principal fator de viruléncia de pneumococo, sendo um polimero de grande
variabilidade quimica e estrutural, responsavel pela classificacdo deste
microrganismo em mais de 90 sorotipos. No Brasil, o sorotipo 14 é o mais prevalente
em criancas abaixo de 5 anos. Estudos relativos a cinética e modo operacional de
reatores para o cultivo bacteriano para a obtencéo da capsula polissacaridica ainda
sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi estudar o desenvolvimento de um
processo de producdo de polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 14.
Experimentos preliminares em frascos agitados, visando a sele¢cdo do meio e da
linhagem, indicaram que o meio Catlin modificado e a linhagem 113/95 levaram aos
melhores resultados. Nos cultivos em batelada conduzidos em biorreator de
bancada, de 2,5 L, contendo 1,5 L de meio Catlin modificado, com concentracao
inicial de glicose igual a 10 g¢/L, agitado a 100 rpm, foi possivel verificar a
imprescindibilidade do controle do pH e que a condicdo de anaerobiose nao
aumentou a producdo de polissacarideo. Nao houve influéncia significativa do
binbmio glicose x nitrogénio na produtividade volumétrica para o intervalo de
concentracbes de nitrogénio de 0,11 a 1,09 g/L e de glicose entre 6,0 e 34 gl/L.
Verificou-se que a inibicdo por lactato ocorreu principalmente pelo lactato produzido
pelas células e ndo pelo lactato externo. A adicdo de colina ao meio (20 g /L) levou
ao aumento do crescimento e a diminuicdo da lise celular, com menor liberacédo do
polissacarideo. No processo conduzido em batelada, a maior concentracdo de
polissacarideo foi 134 mg/L. Nas bateladas alimentadas, conduzidas em biorreator
de bancada, com pulso de glicose e glicose-acetato foram obtidos os melhores
resultados, com destaque para a alimentacdo de glicose-acetato, na qual a
concentragdo de polissacarideo atingiu 300 mg/L, com produtividade volumétrica de
18 mg/L.h. No processo com alimentacdo continua com vazao constante de meio
contendo colina ocorreu uma reducdo na concentracdo de polissacarideo livre (93
mg/L). As estratégias estudadas e adotadas para o desenvolvimento deste estudo
levaram a um aumento da concentragdo de polissacarideo de 42 mg/L (batelada
sem controle de pH) para 300 mg/L, na batelada alimentada com pulso de glicose-
acetato, indicando que, este foi o melhor modo operacional do biorreator, nas
condi¢cbes de cultivo utilizadas para a linhagem 113/95 utilizando o meio de Catlin
modificado.

Palavras Chave: Streptococcus pneumoniae, polissacarideo capsular, sorotipo 14
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ABSTRACT

LEAL, Maria de Lourdes Moura. Process development for the production of a
capsular polysaccharide from Streptococcus pneumoniae, serotype 14 .
Advisors: Nei Pereira Jr., PhD, Ellen Jessouroun, DSc e Maria Antonieta P. G.
Couto, DSc. Rio de Janeiro, 2011. Thesis (Doctor's degree in Technology of
Chemical and Biochemical Processes).

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a human pathogen that causes a
great variety of clinical disease manifestations. In spite of available antibiotics,
pneumococcal disease remains a public health problem due to global dissemination
of multiresistent strains. The polysaccharide capsule (PC) is the main virulence factor
of pneumococci, which express chemical and structurally differences that classify the
microorganism in more than 90 serotypes. In Brazil, serotype 14 is the predominant
among children below 5 years of age. Although the pneumococcal disease and new
vaccines development have been extensively studied, few publications have focused
on different fermentation processes, kinetic studies and bioreactor up-scale
cultivation currently used for polysaccharide production. This study was designed for
development of a production process of serotype 14 PC. Preliminary data from
agitated flasks to choose the best medium for the selected strain (113/95), indicated
the modified Catlin medium as the best option for growth. Batch cultures in a 2.5L of
a lab-scale bioreactor, with 1.5L of growth medium, 10g/L of glucose and 100rpm of
agitation showed that polysaccharide production was strictly dependent on pH
control. It was also observed that anaerobic condition did not increase
polysaccharide production. It was also shown that concentrations of glucose and
nitrogen ranging from 0.11 to 1.09 g/L of glucose and from 6.0 to 34 g/L of nitrogen
resulted in no difference in volumetric productivity of PC. Additionally, lactate
produced by the cells during their growth and not lactate added in the culture
medium, caused an inhibitory effect on PC production. The addition of choline
(20g/L) caused an increase in cell growth due to a decrease in cell lysis with a lower
CP liberation into the circulating medium. The highest PC production in batch
cultures was 134 mg/L. Feed-batch cultures that was carried out in the same lab-
scale bioreactor, either with glucose or glucose-acetate pulse, showed an increase of
PC production up to 300mg/L. The volumetric productivity in that condition was
18mg/L.h. Using extended fed batch mode of operation with culture medium added of
choline, showed a decrease in the amount of free polysaccharide (93mg/L). The
results showed an increase of PC production from 42mg/L, in batch cultures without
pH control, to 300mg/L in fed-batch processes with glucose-acetate pulse. This last
approach seems to be the best choice of bioreactor operation system using S.
pneumoniae strain 113/95 and the modified Catlin media to produce polysaccharide
with good yields.

Key words: Streptococcus pneumoniae, Capsular polysaccharide, serotype 14
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Capitulo 1

APRESENTACAO DO TEMA DE TESE

As vacinas possuem um grande impacto na saude publica, além da excelente
relacdo custo-beneficio. A erradicacdo da variola foi um marco na saude publica
mundial que levou a reflexdo sobre a possibilidade de se controlar e erradicar outras
doencas imunopreviniveis. Neste contexto, foram criados programas para incentivar
a aquisicado de vacinas a custo menor para atender os paises mais pobres. Este fato
acarretou em um aumento significativo na demanda de vacinas levando os
laboratorios produtores a realizarem investimentos para aumentar sua capacidade
de producdo. Vacinas sdo produtos de alto valor agregado, o que desperta o
interesse de grandes multinacionais como Sanofi, Glaxo Smith & Kline (GSK), Merck

Sharp & Dohme, Novartis e Wyeth (atualmente Pfizer) que dominam o mercado.

Nos ultimos anos, o mercado de vacinas triplicou, mas cerca de 24 milhdes de
criancas, em varios paises, que vivem em condicbes de risco, ainda ndo séo
imunizadas. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, seria necessario
mais do que um bilhdo de dolares por ano para que vacinas contra as principais
doencas pudessem alcancar todas as criancas dos 72 paises mais pobres do
mundo. Paradoxalmente, hoje, os paises em desenvolvimento respondem por 86%

da producdo mundial de vacinas (WHO,UNICEF, 2009). Doencas como colera,
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hepatites, difteria, coqueluche, meningites, entre muitas outras, ainda representam
graves problemas de saude publica em vérios paises, criando demanda crescente
por vacinas aprimoradas e também por novos produtos, muitas vezes desenvolvidos
especialmente para situacdes epidemiologicas especificas e particulares a algumas

regides do globo terrestre.

Neste contexto, a doenca pneumocécica, que tem como agente etiolégico a
bactéria Streptococcus pneumoniae, se caracteriza como uma importante
enfermidade imunoprevinivel que movimenta grande parte do mercado de vacinas. A
doenca causada por este micro-organismo apresenta diferentes manifestacdes
clinicas, como pneumonias adquiridas na comunidade, sendo também um dos
principais causadores de meningites, bacteremias, otite média e sinusites. Tem
importancia acentuada no quadro de doencgas infecciosas e pode ocorrer em todas
as faixas etérias, entretanto as criangcas menores de dois anos e pessoas com idade
acima de 65 anos sao as populacdes mais vulneraveis. As criancas por conta do seu
sistema imune nado estar suficientemente maduro para uma resposta imunoldgica
contra o polissacarideo capsular de pneumococos e as pessoas idosas por sofrerem
de multiplas doengas que comprometem a resposta imune para pneumococos. Outro
grupo de pessoas que também € vulneravel é aguele que possui 0 sistema imune
debilitado como resultado de condicdo de subnutricdo, AIDS e anemia falciforme
(PneumoADIP, 2009; WHO, 2007).

Considera-se que, no Brasil, os dados referentes as diferentes manifestacdes
clinicas da doenca pneumocodcica tém sido subestimados. Algumas pneumonias
ambulatoriais ndo sdo computadas, uma vez que formas nao invasivas sdo de dificil
diagnostico e ainda existe sub-notificacdo de casos de meningite bacteriana
causados por S. pneumoniae. Desta forma, estas doencgas constituem um desafio

para os servicos de saude publica do pais.

A carga de uma doenca e a medida do seu impacto na populacdo é
quantificada pela mortalidade, morbidade ou em termos dos prejuizos econémicos
causados por sua incidéncia na populagéo. A taxa de mortalidade e incidéncia por S.
pneumoniae em criancas menores de cinco anos, em 2000, na Africa foi de 396
mortes e 3627 casos por 100000, respectivamente. Nas Américas as taxas de

mortalidade (nove vezes) e incidéncia (quatro vezes) s&o menores do que na Africa.
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No Brasil estes valores sdo de aproximadamente 85 mortes e 1035 casos por
100.000 (PneumoADIP, 2009). A carga econdmica da doeng¢a pneumocécica é muito
alta, porque criancas com infeccdes pneumocécicas graves necessitam de
assisténcia meédica especializada. Os custos médicos diretos sdo compostos de
variaveis que incluem visita clinica, permanéncia no hospital, diagnostico laboratorial
e medicacbes. Os custos indiretos incluem, entre outros, o transporte do paciente
pela familia e sua manutencdo durante a hospitalizacdo. Se o paciente é uma
crianga, considera-se também o custo de produtividade, uma vez que o responsavel
permanece no hospital com o doente sem poder trabalhar. Todos estes pontos
devem ser considerados na avaliagdo da carga da doenca o que é determinante no
direcionamento dos investimentos publicos para equacionar o problema (TALBIRD et
al., 2010).

Atualmente, o melhor parametro para analisar os custos das doencas é um
indice denominado DALY (Disability-Adjusted Life Years), que avalia o numero de
anos perdidos, por morte e por deficiéncias acarretadas pela doenca. Assim
considerando-se uma vida normal como 1,0, uma crianga que apresentou meningite
pneumocdécica com seqlela neurolégica apresentaria uma perda 0,76 unidades
DALY. Nos EUA, na era pré-vacina conjugada, foi estimado que, para uma coorte de
3,8 milhdes de criancas, a vacina conjugada 7-valente contra pneumococos poderia
evitar 12.000 casos de meningite e bacteremia (78%), 53.000 casos de pneumonia
(69%) e 1milh&o de casos de otite média aguda (8%). A reducdo nos gastos com a
doenca seria de 342 milhdes de ddllares em custos médicos, e 415 milhdes de
dolares em custos sociais (perda de trabalho e outros). Portanto, sob o ponto de
vista social, a vacinacao seria custo-efetiva. Nos estudos mais recentes séo levados
em conta os beneficios indiretos da vacinagdo (impacto em pessoas nao vacinadas)
e 0 impacto na reducdo das doencas causadas por cepas resistentes aos
antibiéticos (BRICKS et al., 2006)

No Brasil, no periodo compreendido entre janeiro e agosto de 2009 foi
registrado um total de 530.107 internacdes por pneumonia, sendo 221.114
internacbes de pacientes menores de quatro anos, com registro de 982 obitos, e
129.434 internag6es de pacientes maiores de 60 anos, com 17.920 6bitos. O valor
total gasto com pneumonia, neste periodo, foi de R$ 409.757.631,31, sendo R$
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162.141.922,66 gastos com criangas até 4 anos e R$ 112.952.897,51 com pacientes
acima de 60 anos (DATASUS, 2009). Estimando-se que 1/3 dessas pneumonias
tenham sido causadas por pneumococos, somente nos oito primeiros meses de
2009 seriam gastos em torno de 54 milhdes de reais apenas no tratamento de
criangas até quatro anos hospitalizadas por pneumonia pneumococica. Comparando
ao gasto publico para tratar meningite pneumocécica, estimado em sete milhdes de
reais, para 0 mesmo periodo, o gasto com o tratamento de pneumonia € muito
maior. E importante ressaltar a importancia da realizacio de estudos de custo-

efetividade para incorporacdo de uma vacina no calendario vacinal.

As vacinas existentes sao produtos de alto preco, principalmente as
conjugadas que sdo capazes de proteger criangcas, em comparacdo com outras
vacinas. No entanto deve-se considerar que a pneumonia mata muitas criangas e
que a meningite por pneumococo e outras doencas pneumocdcicas invasivas sao
responsaveis por um grande numero de mortes e sequelas em criancas. O controle
da morbidade e mortalidade das doencas pneumocdcicas baseia-se na vacinacao,
no diagnostico rapido e na terapia antimicrobiana adequada. No entanto, a
emergéncia e disseminacdo mundial de cepas de pneumococos resistentes aos
antimicrobianos tornam a utilizagdo de uma vacina contra S. pneumoniae de extrema

importancia econdmica e social.

O Ministério da Saude do governo brasileiro prioriza os produtos que possam
atender as necessidades epidemioldgicas nacionais como é 0 caso da vacina
conjugada contra pneumococos. No intuito de acelerar a introducéo da vacina contra
pneumococos no calendario de vacinacao da crianga, o governo realizou, em agosto
de 2009, um acordo de transferéncia de tecnologia entre Bio-Manguinhos/Fiocruz e
a GSK e a partir de 2010 o Programa Nacional de Imunizacées (PNI) do Sistema
Unico de Saude (SUS) passou a oferecer, de forma gratuita, a vacina conjugada 10-

valente contra S. pneumoniae para todas as criangas com até um ano de idade.

O trabalho aqui apresentado teve inicio no Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos da Fundacdo Oswaldo Cruz (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), em 2007,
e seu objetivo inicial era o desenvolvimento de uma vacina brasileira contra S.
pneumoniae. De acordo com o0 novo cenario de aquisi¢cao de tecnologia de producdo

da vacina conjugada, o presente projeto tem como objetivo a consolidacdo de
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competéncias para o desenvolvimento de um bioprocesso para a obtencdo de
polissacarideo capsular de pneumococos em escala piloto com elevados
rendimentos e produtividade que possam ser aplicados aos diferentes sorotipos de
S. pneumoniae prevalentes no pais. O trabalho pretende estudar diferentes formas
de condugédo do bioprocesso empregando o sorotipo 14, com vistas a adaptacdo das
metodologias aos sorotipos que ndo estdo presentes na vacina 10-valente da GSK.
Esta abordagem pretende contribuir no desenvolvimento conjunto de uma vacina
mais adequada ao quadro epidemioldgico brasileiro prevendo uma mudanca de
prevaléncia em fungéo da utilizagdo da vacina. O desenvolvimento conjunto ou a
introducdo de melhorias na vacina para a qual esta sendo adquirida a tecnologia de
producdo inaugura uma nova abordagem nas transferéncias tecnologicas, buscando
valorizar o desenvolvimento tecnoldgico no pais, além da formacdo de massa critica
necesséria para absor¢cdo e incorporacdo das novas tecnologias que envolvem

desenvolvimento de novos produtos de uso humano.

Os polissacarideos purificados a partir do processo a ser desenvolvido neste
trabalho poderdo ser empregados na formulacdo de uma vacina para idosos ou
ligados covalentemente a uma proteina carreadora para obtencdo de uma vacina
conjugada destinada a criancas menores de dois anos. Esta molécula podera
também ser utilizada em uma vacina combinada, composta de polissacarideo livre
ou conjugado com proteinas homodlogas. Sempre é bom se ter em mente que a
imunizacao, utilizando vacinas seguras e eficazes, € a Unica abordagem racional no

controle de doencgas pneumocacicas.

Cabe ainda salientar que esta tese representou um grande desafio, tendo em
vista que ndo ha nenhum estudo anterior reportado com a linhagem estudada.
Mesmo com o sorotipo 14, ha raros registros de trabalhos, ainda assim, empregando
linhagens diferentes. Por certo que uma pesquisa de carater exploratorio nem
sempre gera os resultados almejados, mas do ponto de vista de entender como se
da o bioprocesso, quais sdo suas sutilezas e particularidades, que limitacdes séo
impostas pela natureza do agente, do produto e das condicbes operacionais, se
constituem no melhor resultado que € a capacitacdo de recursos humanos no

desenvolvimento tecnoldgico de vacinas eminentemente nacionais.
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1.1 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho esta estruturado em sete capitulos. Neste primeiro capitulo é
feita uma breve introducédo ao tema, sendo apresentada a estrutura do documento e
listada a producdo cientifica. A revisao bibliogréfica, que traz o embasamento tedrico
do estudo, € apresentada no capitulo 2. Os principais objetivos da tese sé&o
dispostos no capitulo 3 e as metodologias utilizadas para se atingir os objetivos
propostos sédo detalhadas no capitulo 4. O capitulo 5 apresenta os resultados e
discussdes, cujas principais conclusdes sao sinalizadas no capitulo 6, bem como as
sugestdes de continuidade do estudo. As referéncias citadas no documento sao

listadas no capitulo 7.

1.2 PRODUCAO CIENTIFICA

LEAL, M. L. M.; PEREIRA, D. S. G.; JESSOUROUN, E.; COUTO, M. A. P. G;
PEREIRA JR., N. Investigation of cultivation conditions for capsular polysaccharide
production by Streptococcus pneumoniae serotype 14. Electronic Journal of
Biotechnology, v. 14, n. 5, 2011. ISSN: 0717-3458. Disponivel em:
http://www.ejbiotechnology.info DOI: 10.2225/vol14-issue5-fulltext-6.

LEAL, M. L. M.; PEREIRA JR. N.; PEREIRA, D. S. G.; LARENTIS, A. L.; COUTO, M.
A. P. G.; JESSOUROUN, E. Desenvolvimento de um meio de cultivo para obtencao
de polissacarideo capsular de Streptococcus pneumoniae sorotipo 14. In: XVIII
Simposio Nacional de Bioprocessos, 2011, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil,
2011.
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Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS

Streptococcus pneumoniae faz parte da microbiota normal da nasofaringe de
criangas e adultos e trata-se do principal agente etiolégico causador de pneumonia
bacteriana adquirida na comunidade. Esse patdgeno também € responsavel por
outras infec¢des, como sinusite, otite média, artrite, pericardite, peritonite e infec¢des
invasivas graves como meningite e septicemia. Nos paises em desenvolvimento, a
prevaléncia de portadores assintomaticos estd em torno de 95% em criangas
saudaveis abaixo de 3 anos de idade e 40% em adultos. Nos paises industrializados
essa taxa € cerca de 2-3 vezes menor para criangcas (OBARO e ADEGBOLA, 2002).
A taxa de portadores assintomaticos de pneumococos varia de acordo com 0 grupo
etario, diferentes regies geograficas, ambiente e a presenca de infec¢bes do trato
respiratério superior (BAROCCHI et al., 2007). Acredita-se que a aquisicdo de S.
pneumoniae ocorra pelo contato com aerossois. Segundo a literatura, a fixacdo das
bactérias ao epitélio se da mediante adesdo através de moléculas de proteinas

presentes na sua superficie seguida de multiplicacdo na nasofaringe (portador).
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Normalmente a colonizagdo nao é seguida pela doenca, no entanto, em alguns
casos, quando a bactéria escapa dos mecanismos de defesa do hospedeiro e
alcanca locais normalmente estéreis no ouvido médio, pulmao e corrente sangiinea
tem-se caracterizada a doenca pneumocotcica. Este processo envolve,
provavelmente, uma série fatores e que ndo estdo completamente elucidados
(BOGAERT et al., 2004; WEISER, 2010).

Apesar do uso da antibioticoterapia as taxas de incidéncia da doenca
pneumocadcica sdo elevadas em todo o mundo, principalmente em criangas abaixo
de cinco anos de idade e idosos com mais de 60 anos. Nos paises onde foram
introduzidas as vacinas conjugadas contra Haemophillus influenzae tipo b, principal
causador de meningite bacteriana em criangas, e Neisseria meningitidis sorogrupo C
ocorreu uma mudanga no quadro epidemioldgico, tornando 0s pneumococos 0 maior
causador de meningite e septicemia em criangas. No caso do Brasil, com a
introducé@o da vacina Hib em 1999 o pneumococo passou a ser 0 2° causador de
meningite bacteriana em criancas (Figura 2.1). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estima que mais de 1,6 milhdes de pessoas morrem por ano devido a doenca
pneumocacica, sendo que 0,8-1milhdo sdo criangas menores de 5 anos de idade.
Em areas de elevada mortalidade (paises pobres), pneumococo € responsavel pela
morte de 1% de todas as criancas que nascem e deixa 50% dos sobreviventes com
sequelas graves. Deve-se levar em consideracdo que fatores como desnutrigcéo,
resisténcia aos medicamentos e infec¢do por HIV contribuem para o agravamento da

doenca pneumocacica (pneumoADIP, 2009).

Vérios trabalhos vém sendo realizados ao longo dos anos no Brasil com o
objetivo de avaliar a incidéncia da doenca pneumocodcica nas diferentes regides do
pais. De Moraes e Guedes (1990) verificaram que no periodo de 1960 a 1977 na
cidade de S&o Paulo foram confirmados 1965 casos de meningite causados por S.
pneumoniae com um coeficiente médio de 1,9 por 100.000 habitantes. No trabalho
de Carvalhanas e colaboradores (2005), os autores mostram que a taxa de
incidéncia de meningite por pneumococos apresentou pouca variabilidade (1,0-
1,5/100.000 habitantes) entre os anos de 1990 a 2004 no Estado de Sao Paulo.
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Figura 2.1. Coeficiente de incidéncia de meningites bacterianas segundo o agente.
Brasil 2000-2010 - DM - doenga meningocécica; MP- meningite pneumocécica;
MTBC- meningite tuberculosa, MH meningite por H. influenzae.

(Fonte: DE MORAES, C. (2011).

Entre janeiro de 1987 e dezembro de 1989 Sutmoller e colaboradores (1995)
verificaram que S. pneumoniae esta entre 0s principais patdégenos bacterianos que
causam infeccdes respiratorias agudas em criangas no Rio de Janeiro. Segundo
Bryan e colaboradores (1990) em Salvador, Bahia de todos os casos de meningite
no periodo de 1973 a 1982, S. pneumoniae foi responsavel por 17% com uma taxa
de mortalidade de 59%. Ainda na mesma cidade, entre 1995 e 1998 a incidéncia
anual de meningite por pneumococos foi de 1,7 casos por 100.000 habitantes
contemplando todas as faixas etarias e 31,7 casos por 100.000 criancas abaixo de 1
ano de idade (KO et al., 2000).

Da mesma forma que a incidéncia da doenca pneumocécica tem apresentado
grandes variacbes nas diferentes regides do Brasil, a prevaléncia do diferentes
sorotipos também apresenta este mesmo padrao de distribuicdo. Em amostras
isoladas na cidade do Rio de Janeiro, no periodo de 1981 a 1982, os sorotipos mais
frequentes foram, em ordem decrescente, 6B, 1, 3, 4 e 14 (TEIXEIRA et al., 1988).
Diferentes estudos com amostras isoladas em Sao Paulo indicaram os seguintes
sorotipos como os mais frequentes: 1, 6B, 18C, 14 e 5 (TAUNAY et al., 1990); 14, 5,
6B, 23F e 19F (SESSEGOLO et al., 1994); 14, 1, 5, 6B e 6A (BRANDILEONE et al.,
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1997). Estudos realizados por Brandileone e colaboradores (1997) em Recife e Belo
Horizonte apresentaram respectivamente a prevaléncia dos sorotipos 14, 6B, 9V, 1 e
18C e 24F, 1, 9V, 19F e 5 em ordem decrescente.

De acordo com Brandileone e colaboradores (2003) os 14 sorotipos
prevalentes em 2.191 criangas com menos de cinco anos de idade, no periodo de
1977 a 2000, com doenca invasiva (meningite e pneumonia), foram os seguintes
(percentuais de participacdo entre parénteses): 14(24,8); 6B(8,9); 1(7,9); 5(7,5);
18C(6,8); 6A(5,5); 23F(4,9); 19F(4,2); 9V/19A(3,2); 3/4(1,9); 10A/7F(1,4). Outros
sorotipos respondem por 23% dos casos. Yoshioka e colaboradores (2011),
estudando a prevaléncia de diferentes sorotipos de pneumococos em criancas de 29
dias a 15 anos incompletos, verificaram tendéncia de prevaléncia um pouco diferente
14(36,5%); 1(16,7%); 5(14,6%); 6B(6,3%) e 3(4,2%) o que indica certo dinamismo
na prevaléncia dos diferentes sorotipos no pais. Os dados apresentados sugerem
prevaléncia dos sorotipos 14, 6B, 6A e 23F em criancas abaixo de 5 anos. O perfil
de prevaléncia em pessoas mais velhas € diferente e ha grande prevaléncia de

outros sorotipos acima de 15 anos de idade.

Nas figuras 2.2 e 2.3 esta apresentada a prevaléncia dos diferentes sorotipos
invasivos de pneumococos no Brasil, em diferentes faixas etarias definidos pelo
Sistema Regional de Vacinas (SIREVA) em 2010 (Organizagcdo Pan-Americana de
Saude, 2011). Pode-se observar que existe diferenca na prevaléncia dos sorotipos
encontrados nas faixas etarias extremas. Em ordem decrescente de numero de
isolados para criancas menores de 5 anos: 14 (29,8%), 6B/6D (15,3%), 6A e 23F
(7,9%), 19A (6,0%) e 18C (5%) para maiores de 60 anos: 23F (10,7%), 19F e 3
(8,3%), 14 e 6B/6D (7,4%), 6A (6,6%) e 4 (5%).
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Figura 2.2. Isolados de doenca pneumocécica invasiva de diferentes sorotipos de
S. pneumoniae em criangas com menos de 59 meses de idade no Brasil.
(Fonte: Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2011).
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Figura 2.3. Isolados de doenca pneumocoécica invasiva de diferentes sorotipos de
S. pneumoniae em pessoas de 5 a 60 anos de idade no Brasil.
(Fonte: Organizagdo Pan-Americana de Saude, 2011).
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A doenca pneumocdcica invasiva (DPI) tem origem na colonizacdo da
nasofaringe por sorotipos homologos. Desta forma, a distribuicdo dos sorotipos
isolados da colonizacdo pode ser um indicativo para a doenca invasiva, perfil de
resisténcia antimicrobiana e de uma potencial cobertura vacinal. Entretanto, existem
sorotipos que colonizam a nasofaringe e possuem uma baixa tendéncia em causar
DPI e outros, em uma pequena propor¢cao, que praticamente nédo sdo isolados em
portadores séos e frequentemente causam DIP (BOGAERT et al., 2004).

No Brasil, a taxa de colonizagdo da nasofaringe de criancas varia de 30 a
50% dependendo da regido do pais. Nos estudos realizados por Laval e
colaboradores (2006), em Goiania, e Berezin e colaboradores (2007), em Sao Paulo,
0s sorotipos mais freqientes na nasofaringe foram 6A, 6B, 14, 19F e 23F que
também foram isolados de pessoas com doengca pneumocécica invasiva,
comprovando a similaridade de prevaléncia nas duas situagdes. Nos dois trabalhos
citados acima os sorotipos 1 e 5 foram raros entre os isolados da nasofaringe e
estdo entre os sorotipos mais comuns causadores de doenca pneumococica
invasiva no Brasil (CHIOU et al., 2008, BRANDILEONE et al., 2003). Este fenbmeno
também foi observado em outros paises em desenvolvimento e em alguns paises
desenvolvidos conforme descrito por Hausdorff e colaboradores (2005) e em Israel
por Porat e colaboradores (2001). Uma hipotese para tentar explicar este resultado
seria de que os sorotipos 1 e 5 fazem uma passagem transitdria e rapida através da
nasofaringe antes de alcancar a corrente sanguinea o que acarretaria na baixa
prevaléncia na colonizacao da nasofaringe (HAUSDORFF, 2007). No entanto, dados
mais recentes, do ano de 2010 (OPAS, 2011), os sorotipos 1 e 5 nao foram isolados
de DPI em menores de 5 anos de idade no Brasil, indicando a necessidade
constante de uma vigilancia epidemioldgica ativa com relacéo a dindmica das cepas

invasivas e o quadro de portadores assintomaticos.

No final da década de 60 foi isolada, na Australia, a primeira amostra de
pneumococos ndo suscetivel a niveis mais elevados de penicilina (HANSMAN e
BULLEN, 1967). Atualmente, alguns sorotipos apresentam nado sO resisténcia a
penicilina como a outros antimicrobianos caracterizando o fendmeno de

multiresisténcia (WHO, 2007). A resisténcia a penicilina estd associada com
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alteracbes nas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que sdo enzimas que
catalisam etapas importantes na sintese da peptideoglicana da parede celular do
patdogeno. Pneumococos nao produzem beta-lactamase e provavelmente obtém
genes de resisténcia, aos beta-lactamicos, de outros Streptococcus como 0
Streptococcus mitis e Streptococcus oralis, que posteriormente se propapagam de
pneumococos para pneumococos. Alteracdes nas PBPs resultam na diminuicdo da
afinidade entre as PBPs e os beta-lactamicos, desta forma, sendo necessarias
concentracbes mais elevadas de penicilina para ligacdo e inibicdo da enzima,
consequentemente impedindo o crescimento e a lise in vivo da bactéria (BERGMAN
et al., 2004; APPELBAUM, 2002).

Estudos tém demonstrado que alguns sorotipos, como o0 6A, 6B, 9V, 14, 19A,
19F e 23F sédo classicamente associados com a resisténcia a antibiéticos. Sugerindo
uma relacdo entre a estrutura da capsula polissacaridica e mudangas nas PBPs, que
levaria a resisténcia a antibidticos (DE OLIVEIRA, 2007, BRANDILEONE et al.,
2006, YOSHIOKA et al., 2011).

Cepa destes sorotipos tem sido encontradas em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil, conforme descrito na literatura desde a década de 90
(SESSEGOLO et al., 1994; MENDES et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1988). Amostras
isoladas nas cidades de Sao Paulo e Rio de Janeiro apresentaram diminuicdo da
susceptibilidade a penicilina mais freqliientemente associada aos sorotipos 6B, 14,
19A e 23F (TEIXEIRA et al., 1988). Dados provenientes do SIREVA 2010 (OPAS,
2011) mostram que os sorotipos isolados de meningite associados a resisténcia a
penicilina para menores de 5 anos, sédo: 14 (46,7%), 6B/6D (18,7%), 23F (17,3%),
19A (6,7%), 9V (2,7%), 6A (4,0%) e 6C/19F (1,3%). Para o grupo de maiores ou
igual a 5 anos de idade a ordem dos sorotipos resistentes a penicilina apresenta um
perfil diferente de prevaléncia: 14 (24,7%), 23F (23,5%), 6B/6D (13,6%), 6A (8,6%),
9V (3,7%) e 19A (2,5%). Apesar da diferenca de ocorréncia entre as faixas etarias, o
sorotipo 14 é o mais freqiientemente associado a resisténcia antimicrobiana. Vale
ressaltar que, para o grupo de maiores de 5 anos, a percentagem de isolados

resistentes do sorotipo 23F esta proxima do sorotipo 14.
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Segundo Bricks e colaboradores (2006) analisar as variagdes na prevaléncia
dos diversos sorotipos de pneumococos, assim como has taxas de resisténcia
requer muita cautela, pois existem amplas variacbes na prevaléncia dos diversos
sorotipos e na resisténcia bacteriana, de acordo com a regido, faixa etaria, época do

ano e periodo de isolamento das cepas.
2.2 MICRO-ORGANISMO AGENTE

Streptococcus pneumoniae (pneumococos) € uma bactéria Gram positiva que
apresenta forma oval ou esférica, tamanho de 0,5-1,25 um. Ocorre geralmente aos
pares em arranjo de diplococos lanceolados, podendo ocasionalmente ocorrer de
forma isolada ou em pequenas cadeias. Sao micro-organismos encapsulados e suas
colonias sao esféricas, planas e com uma depressao central. Apresentam um halo
esverdeado ao redor das coldonias quando cultivados em agar sangue decorrente da

atividade a-hemolitica.

Segundo a literatura, existem em torno de 93 sorotipos de pneumococos que
sao classificados de acordo com dois sistemas de nomenclatura (YOTHER, 2011). O
Dinamarqués se baseia nas caracteristicas estruturais e antigéncias da capsula
polissacaridica dividindo-os em grupos. Para distinguir os sorotipos dentro destes
grupos adicionam-se letras: F (“first”) para o primeiro tipo descoberto, A para o
segundo e assim sucessivamente. A nomenclatura Americana baseia-se somente
nas caracteristicas estruturais da capsula, designando numeros de acordo com o
isolamento cronoldgico de cada sorotipo. Embora cada sistema adote uma forma
peculiar de classificacdo, existe uma correlacédo entre as duas nomeclaturas (LUND
e HENRICHSEN, 1978).

S. pneumoniae pertence ao grupo das bactérias acido lacticas, denominada
desta maneira, porque sob condicdes anaerdbicas, o produto principal do seu
metabolismo é o &cido lactico. E nutricionalmente exigente, requerendo um meio
complexo para o0 seu crescimento. Esta bactéria obtém energia estritamente por via
fermentativa, sendo incapaz de realizar metabolismo respiratorio, tanto aerdbico

quanto anaerobico, que €é uma caracteristica para todas as espécies de
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streptococos. Os Unicos nutrientes dos quais 0S pneumococos conseguem obter
energia suficiente para promover o crescimento e a divisdo celular sédo os
carboidratos. Hoskins e colaboradores (2001) identificaram um grande conjunto de
genes que codificam enzimas necessarias para o transporte de pelo menos 12
carboidratos diferentes para o interior da célula e sua subseqliente conversdo para
um intermediario da via glicolitica. Os carboidratos sdo oxidados a piruvato na via
glicolitica com o objetivo de reoxidar a maioria, senéo todo, o NADH produzido pela
reducdo do acido piravico a acido lactico que é excretado pela célula. S. pneumoniae
possui 0 equipamento enzimatico que dependendo das condi¢cdes de cultivo pode
converter o piruvato em acetato, etanol e formiato, conforme apresentado na figura
2.4.

Glicose Etanol
NAD* : ADP ? 2 NAD*
NADHX ATP _ 6 E@ 2 NADH
1 i ; Fcigato :
Piruvato » Acetil-CoA
| N‘ a)
NADH @ H0, O H,0, Acetil-fosfato
NAD* o, ADP
2 8 > ATP
Lactato Acetato

Figura 2.4. Vias alternativas do metabolismo da glicose em S. pneumoniae. Enzimas
responsaveis pela catalise das rea¢des metabdlicas: 1. enzimas da via glicolitica; 2. lactato
desidrogenase; 3. piruvato formato liase; 4. fosfotransacetilase; 5. acetoquinase; 6. etanol-

desidrogenase; 7. piruvato oxidase; 8. lactato oxidase.
(Fonte: adaptado de Taniai et al., 2008; Maio, 2010).

Com relacdo a exigéncia de oxigénio S. pneumoniae é classificado como
anaerdbio facultativo (BERGEY, 1994), mas atualmente Auzat e colaboradores
(1999) consideram este patbgeno como anaerdbio aerotolerante por ser capaz de
infectar o corpo humano em ambientes com niveis de oxigénio completamente

diferentes. No trato respiratorio superior S. pneumoniae reside como um comensal e



Capitulo 2: Revisio Bibliogrifica 16

cresce sob pressao parcial de oxigénio préxima da atmosfera. No entanto, quando
pneumococos causam pneumonia, otite média e meningite, geralmente colonizam
regides que sdo muito pouco oxigenadas, e em muitos casos, quase livres de O..
Portanto, o oxigénio € uma variavel relevante nos ambiente onde de S. pneumoniae
cresce, uma vez que esta bactéria tem que se adaptar as diferentes pressdes
parciais de oxigénio. Pneumococos possuem enzimas similares aquelas
encontradas em outros organismos anaerébicos denominadas oxidases: NADH
oxidase, piruvato oxidase e lactato oxidase. Estas enzimas sao induzidas em
ambientes com altos niveis de oxigénio como uma maneira da bactéria se defender
do stress oxidativo e possuem efeitos distintos no metabolismo do carbono. As
NADH oxidases sdo enzimas que se reoxidam e reduzem o oxigénio molecular em
dgua (destoxificacdo do O,). A presenca de NADH oxidase permite que S.
pneumoniae reoxide uma fracdo do NADH da via glicolitica, utilizando O, ao invés de
piruvato, portanto melhorando a eficiéncia do catabolismo da glicose em termos de
ATP (AUZAT et al., 1999).

Pneumococos ndo possuem o ciclo do acido tricarboxilico (TCA) completo,
portanto algumas enzimas presentes no TCA e que possuem um papel primordial na
sintese de certos precursores de aminoacidos néo estao presentes. Como resultado,
0 pneumococo € incapaz de sintetizar aspartato proveniente do oxaloacetato, nem
pode sintetizar glutamato via alfa-cetoglutarato. Portanto ha necessidade de se
desenvolver um meio especifico para S. pneumoniae que contenha, além desses
aminoacidos, outros cofatores (biotina, colina, pantotenato) que também possuem o
caminho biosintético incompleto (HOSKINS et al., 2001).

Segundo Swiato e colaboradores (2004) a exigéncia nutricional de
pneumococos por colina ou substancias analogas para o seu crescimento se traduz
na capacidade destes micro-organismos ligarem covalentemente a fosforilcolina aos
acidos teicoico e lipoteicbico presentes na peptideoglicana da parede celular e na
membrana citoplasmética da célula bacteriana, respectivamente. Embora outros
patdgenos humanos também apresentem colina na sua parede celular, apenas
pneumococos expressam proteinas de superficie que se ligam especificamente a

colina como um mecanismo importante na patogenicidade. A autolisina € uma
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destas proteinas de superficie ligadora de colina presente no acido teicdico durante
a hidrélise da peptideoglicana.

2.3 FATORES DE VIRULENCIA DE PNEUMOCOCOS

A patogenicidade dos pneumococos € atribuida a estruturas basicamente
situadas na superficie da célula bacteriana. Estes fatores podem ser divididos em
dois grupos: um grupo formado pela capsula polissacaridica e proteinas de
superficie e o outro composto por componentes da parede celular e a toxina
intracelular (pneumolisina). O envoltério do micro-organismo pode ser dividido em
membrana plasmaética, parede celular e capsula. A figura 2.5 mostra a representacao

hipotética dos fatores de viruléncia de pneumococos.

Antigeno F

Protease 1gA1

Polissacarideo
Capsular

Polissacariden C
Parede Celular

Autolisina

Membrana Celular

Figura 2.5. Representacao hipotética da superficie de pneumococos ilustrando os fatores de
viruléncia de pneumococos (Fonte: BRILES et al., 1998).
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2.3.1 Capsula polissacaridica

7

A cépsula polissacaridica € a camada mais externa da célula de S.
pneumoniae. Trata-se de um polimero de alto peso molecular composto de unidades
repetidas de oligossacarideos, as quais possuem de dois a oito monossacarideos
gue permanecem presos, possivelmente de forma covalente, na parede da bactéria.
Possuem também, alguns componentes que ndo sdo sacarideos, explicando, desta
forma, a grande variabilidade antigénica destes polimeros. A sintese da maioria dos
polissacarideos capsulares de pneumococos € realizada inicialmente pela
transferéncia de unidades monossacaridicas para um carreador lipidico associado a
membrana plasmatica da célula bacteriana. Apos a formacdo da unidade repetitiva
(Figura 2.6), esta é transferida para a face externa da membrana citoplasmatica
através da flipase (Wzx) e polimerizada (polimerase Wzy) formando o polissacarideo
maduro que € entdo ligada a peptideoglicana da parede celular (KADIOGLU et al.,
2008).

flipase polimerase

Figura 2.6. Esquema da biossintese do polissacarideo capsular
(Fonte: KADIOGLU et al., 2008)
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7

A céapsula é sintetizada rapidamente e extensivamente durante a fase
exponencial de crescimento da bactéria. A maioria dos polissacarideos capsulares
de S. pneumoniae possui carga negativa e uma pequena parcela é neutra (sorotipos
7F, 14 e 33).

A cépsula polissacaridica tem sido reconhecida como o principal fator de
viruléncia dos pneumococos através do qual o micro-organismo € capaz de driblar
0s mecanismos ndo especificos de defesa do hospedeiro, como a fixacdo do
complemento e a fagocitose. S. pneumoniae é completamente coberto pela capsula
polissacaridica que atua como uma camada protetora que isola a célula bacteriana
do ambiente. No entanto, esta estrutura parece ser dispensavel para a viabilidade da
célula, levando-se em consideracdo que mutantes ndao capsulados ndo apresentam
0 seu crescimento prejudicado quando cultivados in vitro. Entretanto, as variantes
nao capsuladas s&o incapazes de causar doencga, ou seja, demonstrando que a
capsula é imprescindivel para a viruléncia. E importante ressaltar que os estudos
iniciais sobre a capsula polissacaridica de pneumococos permitiram a identificacdo
de polissacarideos como imunégenos. Portanto, a cdpsula pneumocodcica foi o
primeiro antigeno ndo proteico capaz de induzir resposta de anticorpos em

humanos.

A viruléncia de um dado sorotipo de pneumococos estd relacionada
principalmente com a estrutura quimica da capsula (AUSTRIAN et al., 1984) e com a
quantidade de capsula produzida (MAGEE e YOTHER, 2001). A sobrevivéncia de
pneumococos nos diferentes habitats do hospedeiro estd diretamente ligada a
capacidade da bactéria em regular a quantidade de capsula produzida. S.
pneumoniae apresenta dois fenodtipos (morfologia das colbnias: opaco e
transparente) diferentes de acordo com a quantidade de capsula produzida e este
processo de variacdo de fase ocorre espontaneamente, no entanto o mecanismo
genético que contribui para tal processo ainda nio estd elucidado (GARCIA e
LOPEZ, 2004). O fendtipo transparente que produz pequena quantidade de
polissacarideo capsular tem sido demonstrado como mais eficiente na colonizacao
da superficie da mucosa da nasofaringe e mais habil em residir nesta superficie,

provavelmente pela exposicdo de estruturas presentes na superficie de
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pneumococos, como adesinas, que sdo requeridas na fase de colonizagcdo. O
fendtipo opaco € mais associado a infecgBes sistémicas, onde ha requerimento de
expressdo maxima de capsula polissacaridica, que inibe a opsonizacdo mediada
pelo complemento (HAMMERSCHMIDT et al, 2005). Conforme citado
anteriormente, a regulacdo da biosintese da capsula polissacaridica quando
pneumococos se desenvolvem em humanos € uma resposta as condigdes
ambientais. Segundo Moscoso e Garcia (2009), concentracdes de glicose
extracelular podem regular positivamente o nivel de biosintese do polissacarideo
capsular. Nas secre¢bes nasofaringeais saudaveis, a concentracdo de glicose
normalmente é muito baixa (< 1mM) e uma pequena quantidade de polissacarieo
capsular é necessaria para uma oOtima fixacdo de pneumococos as células epiteliais.
Em contraste, na corrente sanguinea de individuos saudaveis a concentracao de
glicose é alta (5 mM) onde é necessaria uma biosintese de polissacarideo capsular

maxima.

Segundo Fernebro e colaboradores (2004) a capsula polissacaridica esta
relacionada ao grau de lise espontdnea ou induzida por antibiéticos. Uma das
alternativas para explicar este fenbmeno é que dependendo da estrutura quimica da
capsula esta protege a membrana plasmatica da ruptura, desta forma, contribuindo
para tolerancia aos antibioticos. Alguns sorotipos de pneumococos estdo mais
associados a resisténcia a antibioticos, no entanto pode ocorrer troca de material
genético entre cepas por transformagcdo e modificar o padréo de resisténcia vigente
(SCHRAG, et al., 2000).

Dentre os sorotipos de pneumococos mais estudados, o polissacarideo
capsular de pneumococos sorotipo 14 possui lugar de destaque por ser altamente
prevalente em todo mundo, apresentar uma elevada incidéncia em criancas e estar
associado a resisténcia antimicrobiana. Trata-se de um heteropolissacarideo neutro
formado por unidades repetitivas de um tetrassacarideo cujas hexoses se encontram
na seguinte razdo molar: 1 unidade de D-glicose, 2 unidades de D-galactose e 1
unidade de N-acetil-D-glicosamina. O peso molecular do monémero esta em torno
de 650 Da e o peso molecular total da ordem de 1000 kDa (CUESTA et al., 2003). A

estrutura quimica do polissacarideo capsular esta apresenta na figura 2.7.
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Figura 2.7. Estrutura quimica do polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 14
(Fonte: LINDEBERG et al., 1977).

2.3.2 Polissacarideo C

Polissacarideo-C (C-PS) é o maior componente da parede celular de
pneumococos. Esta ligado covalentemente a peptideoglicana através do acido N-
acetilmuramico e uniformemente distribuido no interior e exterior da parede celular
(FISCHER e TOMASZ, 1985). A espessura do C-PS varia de acordo com a cepa
(SORENSEN et al., 1988). O polissacarideo da parede celular (C-PS) é um acido
teicéico complexo contendo residuos de fosfocolina (PC). Estes residuos séo sitios
de reconhecimento da autolisina, uma enzima envolvida tanto no processo de
divisdo celular quanto na lise bacteriana durante a fase estacionaria de crescimento
(TOMASZ, 1981).

O C-PS induz inflamacéo similar a produzida apés infeccdo com célula inteira
de pneumococos. Doengas pneumocadcicas tipicas como otite média, meningite e
pneumonia podem ser mimetizadas em animais que recebem injecdes de parede
celular purificada ou seus produtos de degradacdo (TUOMANEN et al., 1985,
TUOMANEN et al., 1987).

Ao contrario do polissacarideo capsular, que possui uma estrutura sorotipo
especifica, o C-PS é comum a todos 0s sorotipos de pneumococos 0 que o torna um
potencial antigeno vacinal. Varias abordagens tém sido propostas para utilizacdo do
C-PS como componente vacinal, por exemplo, empregar a sua estrutura completa

ou apenas o seu determinante antigénico (PC) livre e/ou conjugado a uma proteina
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carreadora. No entanto, parece haver controvérsia com relagédo ao efeito protetor de

anticorpos contra PC e contra a estrutura completa do C-PS (BRILES et al., 2003).

Anticorpos contra os conjugados de C-PS com BSA (albumina bovina sérica)
nao foram capazes de proteger completamente camundongos quando desafiados
com pneumococos dos sorotipos 3 ou 6A e nenhum anticorpo contra PC foi gerado
nesse modelo animal (WHO, 1992). Conclui-se que, apesar do C-PS ser altamente
imunogénico, € incapaz de produzir uma resposta protetora, e, portanto nao
encorajando o desenvolvimento de vacinas contra pneumococos baseadas neste

componente.

2.3.3 Antigeno F (antigeno de Forssman)

O acido lipoteicoico, também conhecido como antigeno de Forssman
(antigeno F) € um &cido teicoico similar ao do C-PS da parede celular. A principal
diferenga estd na presenca de um material lipidico ligado covalentemente a sua
estrutura. Este antigeno esta distribuido uniformemente na membrana plasmatica,
uma parte da molécula exposta para superficie e a outra parte (porcao lipidica)
ancorada na dupla camada lipidica da membrana plasmética (SORENSEN et al.,
1988). A porcéo lipidica € uma mistura de oito 4cidos graxos e corresponde a 5,7%
do peso molecular do antigeno (BRILES e TOMASZ, 1973).

O antigeno de Forssman € um forte inibidor da autolisina pneumocdcica e um
regulador da atividade da mureina hidrolase. Durante a fase estacionaria de
crescimento, as células de pneumococos liberam o antigeno F, e a perda desse
inibidor, seguida pela atividade desenfreada da autolisina, resulta na destruicdo da
parede celular e finalmente na lise bacteriana (HORNE e TOMASZ, 1985). A
imunizacdo de camundongos com antigeno F ndo protegeu contra infeccao
pneumocdcica (AU e EISENSTEIN, 1981).
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2.3.4 Proteinas

Segundo reportado na literatura (MOFFIT e MALLEY, 2011; KADIOGLU et al.,
2008; JEDRZEJAS, 2001) existe uma grande variedade de proteinas que estédo
envolvidas na patogenicidade e na disseminacdo da doenca causada por S.
pneumoniae, tais como: hialuronato liase (Hyl), pneumolisina (Ply), duas
neuraminidases (NanA e NanB), autolisina (LytA), PspC (também chamada de CbpA
proteina A ligadora a colina), proteina pneumocécica A de aderéncia (PsaA), e
proteina pneumocadcica A de superficie (PspA). Dentre todas as proteinas citadas,
aquelas que sejam altamente conservadas entre 0s sorotipos e induzam anticorpos
protetores em humanos podem ser utilizadas como potenciais candidatas para
compor uma vacina tanto sozinha quanto conjugada a polissacarideos capsulares.
Neste contexto as proteinas mais estudadas em modelos animais tem sido PspA e a

pneumolisina e, em menor extensédo PsaA.

2.3.4.1 Proteina A de superficie pneumococica (PspA)

PspA é uma proteina (peso molecular 67-99 kDa) (WALTMAN et al., 1990) de
superficie localizada na parede celular de S. pneumoniae e esta presente em todas
as cepas deste patdégeno (CRAIN et al., 1990). A PspA possui o dominio N-terminal
altamente carregado e polar e que se estende da parede celular até possivelmente
para fora da cépsula. A eletropositividade presente nesta parte da estrutura da
proteina serve para estabilizar a capsula que é fortemente eletronegativa. O dominio
C-terminal possui residuos hidrofébicos que ligam a PspA aos residuos terminais de

colina do &cido teicdico e lipoteicdico na superficie pneumocadcica.

A PspA é essencial na viruléncia de pneumococos, no entanto, 0s
mecanismos envolvidos ndo estdo esclarecidos. Sabe-se que o0 efeito mais
importante envolve interferéncia com as propriedades antifagociticas da bactéria e
gue esta proteina retarda o clearance de pnemococos do sangue (MCDANIEL et al.,
1987).

As PspAs podem ser agrupadas em trés familias (Fam 1, Fam 2 e Fam 3)

baseadas na sequéncia de aminoacidos na cadeia polipeptidica, o que inclusive
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sugere um possivel mecanismo de viruléncia para estas proteinas. Estudo realizado
por Brandileone e colaboradores (2004) utilizando cepas isoladas de pacientes com
doenca pneumocdcica invasiva e de secrecdes da nasofaringe no Brasil, no periodo
de 1977 a 2002, demostraram que 94% das amostras possuiam PSpA pertencentes
as familias 1 e 2. Experimentos empregando camundongos adultos sadios,
mostraram reatividade cruzada contra proteinas PspA heterdlogas. Apesar da PspA
apresentar uma grande variacdo na sequéncia de aminoacidos nos seus epitopos
possui uma reatividade imunologica cruzada muito elevada para mais de tipo
capsular de S. pneumoniae (MCDANIEL et al., 1991, TART et al., 1996). No entanto,
outros autores (HOLLINGSHEAD et al., 2000 e MIYAJI et al., 2002) relatam que
PspAs pertencentes a diferentes familias possuem uma reatividade cruzada limitada
e que a combinacao de proteinas de familias diferentes é uma abordagem bastante
interessante na formulacdo de uma vacina. Fragmentos de PspA livres podem ser
utilizados como vacinas (possivelmente em combinacdo com outras proteinas de
pneumococos) ou na suplementacéo de vacinas conjugadas o que poderia melhorar
a protecdo destas vacinas contra pneumonia, otite média e no estado de portador
nasofaringeal com um potencial impacto para varias regides geograficas (BRILES et
al., 2000).

2.3.4.2 Pneumolisina

E uma proteina intracelular de peso molecular 53-kDa (ponto isoelétrico esta
entre 4,9 e 5,2) (LEE et al., 1991) produzida por todos os sorotipos de pneumococos.
O papel da pneumolisina na viruléncia de pneumococos estad diretamente
relacionada a acdo de outra enzima de pneumococos, a autolisina (descrita em
2.3.4.3). A pneumolisina pertence a um grupo de citolisina colesterol-dependente
(CDCs), portanto apresentando uma variedade de efeitos toxicos para células
eucaridticas e todas aquelas que possuam colesterol na membrana celular.
Proteinas pertencentes a este grupo de toxinas apresentam similaridades em sua
estrutura primaria e seu modo de acdo. As CDCs soluveis em agua, quando em

solucdo apresentam-se como mondmeros e dimeros, mas podendo formar grandes
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oligbmeros que séo inseridos na dupla camada lipidica da membrana da célula alvo.
No caso da pneumolisina, quando ocorre interacdo entre a toxina e o receptor
colesterol ocorrem alteracbes estruturais e conformacionais na proteina
transformando os dimeros e agregados em estruturas de grandes anéis ocasionando
a formacéo de poros dentro da membrana, que inclusive podem ser visualizados
utilizando microscopia eletronica. Estes poros destroem a integridade da membrana
celular do hospedeiro, através da modificacdo do equilibrio osmotico entre a célula e
0 seu ambiente, levando rapidamente a lise celular. Essa proteina nédo é secretada
durante a fase de crescimento da bactéria e sua liberagdo do citoplasma €
dependente da acdo de outra enzima de S. pneumoniae, a autolisina (KELLY e
JEDRZEJAS, 2000).

A pneumolisina possui multiplas fungfes distintas, especialmente no estagio
inicial da infeccdo, onde € crucial para colonizagdo pneumocécica do hospedeiro.
Cepas mutantes de S. pneumoniae pneumolisina-negativas sdo menos virulentas do
que as cepas selvagens (RUBINS et al.,, 1998). A imunizagdo com pneumolisina
prolonga a sobrevida de camundongos apds desafio com diferentes sorotipos de
pneumococos, evidenciando a importancia desta proteina como fator de viruléncia
deste patdgeno (BERRY et al., 1989). No entanto, o carater toxico da pneumolisina
impede seu uso como componente vacinal na forma nativa. Pode ser utilizada livre
sob a forma de toxoide, através de destoxificagdo quimica ou genética, na
suplementacdo das vacinas atuais ou ainda como proteina carreadora em vacinas

conjugadas com polissacarideos capsulares (COCKERMAN et al., 2005).

2.3.4.3 Autolisina (enzima autolitica)

As autolisinas sdo membros de um amplo grupo de enzimas liticas que
possuem a habilidade em degradar o esqueleto de peptideoglicana de bactérias. A
autolisina de S. pneumoniae, também conhecida como LytA amidase, possui um
peso molecular em torno de 36 kDa (RONDA et al., 1987, LOPEZ et al., 1992). Estas
enzimas estdo localizadas no “envelope celular”, mais precisamente na parede

celular de pneumococos. A parte C-terminal da proteina é responséavel pela fixacdo



Capitulo 2: Revisio Bibliogrifica 26

dos residuos de &cido teicbico ou lipoteicdico na superficie de pneumococos e a
parte N-terminal provavelmente é diretamente responsavel pela atividade litica
contra estruturas de peptidioglicana pneumocécica (TOMASZ et al., 1971). As
enzimas autoliticas desempenham papéis importantes em varias funcdes biologicas
bésicas nas bactérias, como no crescimento da parede celular, “turnover”, separacao
de células-filha e na acdo bacteriolitica de antibidticos B-lactamicos (TOMASZ,
1984). A principal funcdo destas enzimas € a degradacdo da parede celular que
induz a lise celular e a morte da célula bacteriana (TOMASZ et al., 1970, TOMASZ
1984).

A autolisina esta associada direta e indiretamente a patogenicidade de
pneumococos. Uma das implicacbes diretas é a liberacdo de componentes da
parede celular que sédo altamente inflamatorios em animais. A implicacdo indireta
envolve a liberacdo de proteinas bacterianas citoplasmaticas como a pneumolisina
para o ambiente externo. No entanto, o papel preciso da autolisina na viruléncia de
pneumococos ainda esta sob debate (JEDRZEJAS, 2001).

Alguns estudos (CANVIN et al., 1995; LOCK et al., 1992; BERRY et al., 1989)
tém demonstrado as propriedades protetoras da autolisina, sugerindo esta proteina

como componente potencial de uma nova vacina antipneumocacica.

2.3.4.4 Adesina A de superficie pneumocoécica (PsaA)

Adesina A de superficie pneumocdcica (PsaA) é uma proteina com peso
molecular 34.5 kDa (TALKINGGTON et al., 1996) e 37 kDa (RUSSEL et al., 1990),
localizada na superficie de pneumococos. Acredita-se que esta proteina esta
ancorada na membrana celular de S. pneumoniae e ligada covalentemente a um
componente lipidico da camada citoplasmatica (TAM e SAIER, 1993). A
patogenicidade da PsaA inicialmente foi relacionada a aderéncia e colonizagdo da
bactéria ao epitélio do hospedeiro (ANDERSEN et al., 1993, SUTCLIFFE e RUSSEL,
1995). Entretanto, para ser considerada uma adesina € necessario que a proteina

esteja na superficie da bactéria. Estudos baseados nas dimensées do lipideo ligado
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a PsaA sugerem gue esta proteina ndo pode se estender para fora da parede celular
e, portanto, ndo pode ser considerada uma adesina (TOMASZ, 1981). As
caracteristicas iniciais de adesina da PsaA foram deduzidas baseadas em
experimentos empregando células de pneumococos mutantes em PsaA™ que néo
acarretavam aderéncia e, por conseguinte, colonizacdo. No entanto, o fato de n&o
ocorrer aderéncia era devido a efeitos secundarios causados pela auséncia de outra
molécula de adesina, a proteina A ligada a colina (CbpA). A CbpA € modulada pela
presenca ou auséncia de Mn?* ou Zn?* e existe uma evidéncia fisiolégica de que a
PsaA é responsavel pelo transporte destes dois ions para o interior do citoplasma da
bactéria (JEDRZEJAS, 2001).

2.4 VACINAS PNEUMOCOCICAS
2.4.1 Histodrico

A palavra vacina é proveniente do latim vacca que em portugués significa
vaca. Pasteur atribuiu este nome a um preparado antigénico como uma maneira de
homenagear Edward Jenner pelo seu trabalho no combate a variola. Estes estudos
originaram a idéia de protecdo do hospedeiro através do agente causador da
doenca. Vacina é definida como a preparacdo de micro-organismos atenuados, ou
mortos, ou de seus componentes, ou de seus produtos, utilizada para induzir

imunidade ativa contra uma doenca.

O desenvolvimento da vacina contra pneumococos ndo foi diferente das
demais vacinas. As primeiras preparacdes utilizavam a bactéria crescida em caldo e
as células inteiras eram suspensas em salina e mortas por aquecimento. O esquema
de aplicacdo era de 2 doses subcutdaneas com o intervalo de uma semana. Uma
série de estudos clinicos foram realizados entre 1911 e os anos 1930 empregado
vacina de células inteira morta pelo calor, e apesar da dificuldade em se avaliar
eficdcia destas vacinas, os resultados foram considerados positivos na época em
termos da reducédo da incidéncia de pneumonia. Muitas licbes foram aprendidas

durante o periodo de utilizacdo da vacina de célula inteira tais como: métodos para
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preparacao de vacinas, administracdo, dosagem, desenvolvimento de métodos para
avaliacado da resposta imune e a importancia de um desenho rigoroso dos estudos
clinicos para evitar viés nos resultados (MAKELA e BUTLER, 2008).

A busca por vacinas mais seguras e com 0 minimo de rea¢fes indesejaveis
estimulou a identificacdo de estruturas especificas, suficientemente imunogénicas
capazes de substituir todo equipamento celular. Entdo, surgem o0s primeiros
experimentos empregando polissacarideos capsulares purificados de pneumococos
(FELTON, 1938; FRANCIS, 1930; HEIDELBERGER e AVERY, 1923 apud MAKELA
e BUTLER, 2008). De acordo com Makela e Butler (2008) o sucesso da imunizagéo
com polissacarideos purificados abriu a possibilidade para o desenvolvimento de

vacinas pneumococicas de segunda geracgao.

A introducdo da penicilina na década de 40 foi um grande avanco no
tratamento das doencas infeciosas causadas por Streptococcus pneumoniae,
entretanto ocasionou uma diminuicdo do interesse pelo desenvolvimento e utilizacéo
de uma vacina contra essa bactéria. As altas taxas de morbidade e mortalidade das
doencas pneumocoOcicas mesmo apdés 0 uso generalizado de antimicrobianos
apontavam para necessidade de retomar, de forma urgente, o desenvolvimento das

vacinas polissacaridicas.

A necessidade de ampliacdo da populacdo alvo (criangas menores de 2 anos)
devido as caracteristicas inerentes aos antigenos polissacaridicos, da origem a um
novo tipo de vacina (vacinas conjugadas) que emprega uma técnica mais elaborada,
a conjugacao quimica. A busca de formula¢cdes mais eficazes, antigenos comuns a
todos os sorotipos de pneumococos, inclusive baseada na sequéncia gendmica
(vacinologia reversa), € um desafio para o desenvolvimento de futuras vacinas
contra pneumococos, tendo em vista que existe em torno de uma centena de
sorotipos deste patdgeno e somente uma parcela destes estdo contemplados na
vacina atuais. No quadro 2.1 estdo apresentados os principais eventos relacionados

ao desenvolvimento da vacina contra pneumococos.
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Quadro 2.1. Marcos histéricos no desenvolvimento da vacina contra pneumococos

Ano

Evento

1881

Pasteur e Sternberg descobriram, isolaram e identificaram S. pneumoniae em cultura

Wright e associados conduziram estudos de imunizagdo na Africa do Sul, utilizando

1911 vacina composta por células de pneumococos inteira, morta

1916 | Lister demonstrou o valor protetor da vacina de célula inteira morta por aguecimento

1926 | Felton e Bailey foram os primeiros a isolarem polissacarideo capsular de pneumococos

1930 _TiIIett_ e Fra_ncis verificara,m gue polissacarideo capsular purificado de pneumococos
induziam anticorpos especificos em humanos
Felton mostrou que a protecdo da doenca é tipo-especifica em individuos vacinados com
ostiposde PSs1le 2

1938
Ekwurzel e associados conduziram os primeiros testes clinicos do PSs e encontraram
uma significante reducdo nos episodios de pneumonia e mortalidade
MacLeod e Heindelberger demonstraram que a infeccao pneumocécica é tipo especifica

1945 | no homem e poderia ser prevenida por uma vacina tetravalente, incluindo os PSs tipos
124,e7
Foram produzidas duas vacinas comerciais hexavalente contra pneumococos, uma para

1946 adultos e outra para cIiangas; entretgnto, a ampla disponibili_da}de_ d~e antibi@ticos para o
tratamento de infeccbes pneumocécicas levou a uma diminuicdo no interesse na
vacinacao; estas vacinas ficaram disponiveis somente por 3 anos

1947 Kauffman_, utilizando uma \(ac!ng trivz_alente, mostrou protecdo tipo-especifica contra
pneumonia e bacteremia em individuos idosos

1964 Austrian e Gold constataram que 0s indices de mprtalidade por pneumonia permaneciam
elevados mesmo em pacientes tratados com antibiéticos

1967 | Aparecimento pela primeira vez de cepas resistentes a niveis mais elevados de penicilina
National Institutes of Health e Merck, Sharp & Dohme conduziram estudos de eficacia e

1968 | seguranca de vacinas pneumococicas 6 e 13-valente. Estes estudos mostraram uma
reducdo de 82,3% nas bacteremias pneumocaocicas para os tipos presentes na vacina

1977 Rober_t Austrian e colaboradores produziram uma vacina 14-valente contra pneumococos
licenciada pelo FDA

1981 | Inicio da vacinacao para idosos pelo Medicare

1983 EBbAstituigéo da vacina 14-valente contra pneumococos pela 23-valente licenciada pelo

2000 | Vacina comercial conjugada 7-valente Prevnar (Wyeth)

2001 | Vacina de célula inteira com S. pneumoniae ndo capsulado

2003 | Vacina conjugada: novas formula¢des — Ensaios clinicos

2010 | Vacina comercial conjugada 10-valente (GSK) e 13-valente (Wyeth)

Elaboracéo prépria, adaptado de LEE et al. 1991.

O desenvolvimento de vacinas para uso humano passa por varias etapas até

que o produto esteja disponivel no mercado o que compreende a um longo periodo

de tempo. Na primeira etapa, denominada de estudos pré-clinicos, o produto é

hY

avaliado com relacdo a seguranca, imunogenicidade e protecdo em modelos
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animais. A etapa seguinte sdo os estudos clinicos que séo divididos em trés fases. A
fase | tem como objetivo primario a seguranca e como secundario a resposta
imunologica. A fase Il é destinada a busca de dados de imunogenicidade e a
continuidade dos estudos de eventos adversos. A fase Ill visa demonstrar a eficacia
da vacina candidata na prevencdo da doenga e confirmar os dados de seguranca do
produto (HOMMA, et al., 2003).

2.4.2 Vacinas polissacaridicas

As vacinas polissacaridicas contra S. pneumoniae licenciadas pelo FDA vem
sendo utilizadas desde o final da década de 70, primeiramente a 14-valente e
atualmente a 23-valente, Pneumovax 23 (PPV23) fabricada pelo Merck Research
Laboratories, USA. Esta vacina contém 23 polissacarideos capsulares (sorotipos: 1,
2,3,4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F,
23F e 33F) selecionados baseados em dados de vigilancia soroepidemioldgica de
isolados bacterémicos de adultos, principalmente nos USA e Europa, e na
reatividade cruzada entre os antigenos polissacaridicos pneumocécicos. Nesta
vacina estdo representados 85-90% dos sorotipos responsaveis por doencas
invasivas nos EUA (WHO, 2008) e pouco mais de 80% no Brasil (OSELKA, 2003).
Apesar desta vacina possuir um amplo espectro, apresenta baixa imunogenicidade e
nao é eficaz em criancas abaixo de 2 anos de idade, fato que pode ser explicado
pela propria natureza dos antigenos polissacaridicos. Os antigenos polissacaridicos
estimulam resposta imunoldgica independentes de células T, ou seja, séo
estimulados apenas linfocitos B, e néo linfocitos T. Portanto, a resposta imunolégica
aos antigenos T-indendentes € de curta duracdo, ndo havendo, também, inducao de
mem©éria imunolégica e maturacdo da resposta imune. Os anticorpos anti-PS
possuem baixa avidez e a mudancga de um isotipo para outro ndo acontece mesmo
apos repetidas imunizacdes. O sistema imunoldgico das criancas abaixo de dois
anos de idade nado respondem adequadamente aos antigenos T-independentes o
gue significa uma resposta deficiente exatamente na faixa etaria de maior risco em
criancas (BIXLER e PILLAI, 1989; LEE et al., 1991; OSELKA, 2003). De acordo com

a WHO, 2008 a PPV23 foi desenvolvida para prevenir a doenga pneumocadcica em
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adultos. Esta vacina esta licenciada para o uso em adultos e criangas acima de dois
anos que possuam um quadro de alto risco em adquirir infec¢cdes respiratorias

pneumocacicas.

2.4.3 Vacinas conjugadas

Na tentativa de solucionar o problema da baixa imunogenicidade dos
polissacaridicos capsulares tém sido propostas vacinas conjugadas obtidas através
da ligacdo covalente destes antigenos a proteinas carreadoras. Essas proteinas
podem ser provenientes do proprio micro-organismo (proteina homéloga) ou de
outro agente como toxdide tetanico, toxoéide difitérico, variante ndo téxica da toxina
diftérica (CRM197) e proteina de membrana externa de meningococo, e S&o
responsaveis pela mudanca na natureza da resposta imune. Dessa forma, o
polissacarideo conjugado é capaz de induzir uma resposta imunoldgica dependente
de células T, com memoria imunoldgica e maturacdo da afinidade dos anticorpos
produzidos. O sucesso da vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b
(Hib), em diversos paises, estimulou o desenvolvimento de vacinas conjugadas
contra pneumococos €, no ano de 2000, foi licenciada a primeira vacina conjugada
contra S. pneumoniae (BLACK et al., 2000).

A vacina conjugada contra pneumococos licenciada pelo FDA e disponivel no
mercado é a vacina 7-valente Prevnar'™ produzida pelos laboratérios Wyeth nos
USA e na Europa. Esta vacina contém sete polissacarideos (sorotipos: 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F) conjugados individualmente ao CRM197. Os sorotipos incluidos
nesta vacina originalmente foram os mais comuns causadores de doenca invasiva
em criancas nos Estados Unidos (BLACK et al., 2000).

Esta vacina apresenta uma cobertura acima de 80% dos isolados
pneumocaécicos na América do Norte, 70% na Oceania, aproximadamente 60% na
Ameérica Latina e Africa e 40% na Asia (levando em consideracdo a reatividade
cruzada dentro do sorogupo 6) (WHO, 2007). Nos Estados Unidos, ap0s introducéo

da vacina conjugada, ocorreu uma reducdo rapida na incidéncia da doenca
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pneumocacica invasiva (DIP) na populacdo-alvo, conforme apresentado na figura
2.8. No ano de 2004 pode-se observar uma reducéo de 77% em criangas menores
de um ano de idade, 83% em criancas de 1 ano e 73% em criancas de 2 anos de
idade (CDC, 2005).

Observou-se também um declinio, para 0 mesmo periodo, na incidéncia da
doenca pneumocdcica invasiva na populacdo que nao recebeu a vacina, 41% no
grupo de 20-39 anos (pais de criancas), 20% no grupo de 40-64 anos e 31% no
grupo = 65 anos (avos). Segundo o CDC (2005), 69% do impacto da vacinagéo
foram relacionados aos efeitos indiretos da vacinagéo (imunidade coletiva) e reducao
na colonizacdo das vias respiratérias das criancas vacinadas contra pneumococos,

que resulta na diminuicdo da transmissdo dessa bactéria para adultos.

Implementagio da Pneumococco T-valente
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Figura 2.8. Reducéo das doengas pneumocacicas invasiva nos EUA a partir da
introducdo da vacina conjugada. (Fonte: CDC, 2005).

De acordo com os resultados promissores obtidos em estudos realizados em
varios paises empregando a vacina conjugada heptavalente o Comité de

Aconselhamento em Praticas de Imunizacdo (Advisory Committee on Immunization
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Practices-ACIP, 1997) recomenda a vacinacdo de criancas abaixo de dois anos de
idade e criangas com idade entre 24 e 59 meses com risco de adquirir doenca
pneumocaécica. O numero de doses varia com a idade de inicio do esquema de
vacinacdo. De acordo com a WHO (2007) em 2007 a vacina 7-valente foi registrada

em mais de 70 paises e introduzida em 12 Programas Nacionais de Imunizacdes.

No Brasil, a vacina conjugada 7-valente foi licenciada em 2001 e aprovada
para uso pelo Ministério da Saude em Outubro de 2002. Esta vacina esta disponivel
na rede publica nos Centros de Referéncia em Imunobildgicos Especiais (CRIES)
somente para criangas com alto risco de desenvolver doengas invasivas. Entretanto,
a maioria das mortes, hospitalizacdes e sequelas por doenca pneumocécica invasiva
ocorrem em criangas previamente saudaveis. Dados do projeto SIREVA (Sistema
Regional de Vacinas da OPAS) relatam que a cobertura oferecida pela vacina 7-
valente no Brasil seria de 63,5%, devido & importante participacdo dos sorotipos 1 e

5, que sao prevalentes no pais e ndo fazem parte da composicéo da vacina.

A erradicacdo dos sorotipos vacinais na nasofaringe de portadores
assintomaticos tem criado um nicho ecoldgico de instalagdo para os sorotipos nao-
vacinais (replacement) e que se trata de fenbmeno € mundial. Em contraste com a
situacdo de portador de nasofaringe, existem evidéncias que este fenbmeno é mais
frequenteo em hospedeiros imuno comprometidos ou em determinadas situacoes,
como idosos, adultos jovens HIV-positivo e criangas com doencas cronicas. O efeito
do replacement de um modo geral para doenca pneumocaocica invasiva e pneumonia

tém sido pequeno até os dias atuais (DAGAN, 2009).

Nos ultimos cinco anos, o sorotipo 19A assumiu uma grande importancia nas
doencas invasivas e nao-invasivas. O aumento do sorotipo 19A é mundialmente
relacionado ao uso inapropriado de antibidticos para tratar infeccdes respiratorias
agudas e ao desenvolvimento de resisténcia deste sorotipo, inclusive em paises

onde ndo existem programas nacionais de vacinacao pediatrica.

Dentre todos os sorotipos incluidos na vacina 7-valente, o sorotipo 19F é o
gue induz menor resposta e, atualmente, sabe-se que esta vacina nao confere

protecdo cruzada contra o sorotipo 19A (De ROUX et al., 2008). Grandes empresas
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tém trabalhado ao longo dos anos na inclusdo de um maior nimero de sorotipos nas
vacinas conjugadas para aumentar a cobertura vacinal em todas as regides. O
namero ideal de sorotipos em uma vacina conjugada depende do balanco entre a
formulacdo e o potencial de reducédo da doenca, os custos de desenvolvimento e
producdo bem como o da formulacdo. Portanto, por estas razfes ndo é possivel
expandir o numero de conjugados para todos os 23 sorotipos da vacina
polissacaridica. Novas vacinas conjugadas 9, 10, 11 e 13-valente foram submetidas
a ensaios clinicos em varias regides do mundo e apos alguns resultados de
imunogenicidade muitas vezes foi necessario mudar a formulacdo. Por exemplo, no
estudo de seguranca e imunogenicidade uma vacina pneumocoécica 11-valente que
continha os sorotipos 1, 3, 5 e 7F além dos sorotipos presentes na vacina 7-valente
(Wyeth) conjugados a proteina D de Hib néo tipavel, ndo apresentou resposta para o

sorotipo 3 em niveis comparaveis dos outros sorotipos (PRYMULA et al., 2006).

Em marco de 2009 a empresa GlaxoSmithKline (GSK) recebeu autorizacao
da Comissao Européia (EMEA) para iniciar o uso da vacina 10-valente (Synflorix) na
Europa. No Brasil este produto foi aprovado em junho de 2009 pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esta vacina inclui os sorotipos contidos
na vacina 7-valente e mais os sorotipos 1, 5 e 7F, 0os quais geralmente sdo
responsaveis por doencas em criangas nos paises em desenvolvimento. Nesta
vacina sdo utilizados trés tipos de proteinas carreadoras: Toxoéide tetanico (TT)
conjugado ao polissacarideo do sorotipo 18C, toxdide diftérico (TD) conjugado ao
polissacarideo 19F e a proteina D de Haemophillus néo tipavel (PD) conjugado aos
demais polissacarideos. A cobertura vacinal com a presenca dos trés sorotipos é
cerca de 88% nos EUA e Canadéa, 84% na Europa, 81% na América Latina, Africa e
Oceania, e 66% na Asia (HAUSDORFF et al., 2000).

O Brasil foi o primeiro pais a incluir a Synflorix em sua politica nacional de
saude publica e a partir de 2010, o Sistema Unico de Saude (SUS) passou a
oferecer esta vacina de forma gratuita para todas as criangas com até um ano de
idade. Este passo foi possivel devido ao acordo de transferéncia de tecnologia entre
a GSK e o Ministério da Saude, por meio de Bio-Manguinhos/Fiocruz, assinado em

agosto de 2009. A vacina adquirida pelo Ministério da Saude é eficaz contra dez
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sorotipos, aumentando a cobertura que passara de 63,5% (7-valente) para 82,5%
(10-valente). O governo brasileiro se comprometeu a adquirir cerca de 13 milhdes de
doses por ano da vacina da GSK até que o processo de transferéncia de tecnologia
seja concluido, o que deve ocorrer em 2017. O custo anual da compra é de R$ 400
milhdes. Segundo o Ministério da Saude, este quantitativo é suficiente para imunizar
os 3,2 milhdes de criancas nascidas por ano no pais seguindo o esquema de
imunizacdo com trés doses (dois, quatro e seis meses de idade) e uma quarta
injecdo, de reforgo, deve ser aplicada até o 12° més de vida. A introducdo desta
vacina no PNI (Programa Nacional de Imunizac¢des) resultara na prevencdo anual de
1.500 casos de meningite, 20 mil casos de hospitaliza¢cdes por pneumonia e 3
milhdes de casos de otite média aguda. Além de uma reducao de 10 mil mortes por
ano em todas as faixas etarias (MENCHEN, 2009).

Tém sido realizados estudos de prevaléncia de diferentes sorotipos de
S.pneumoniae em diferentes regides do Brasil, que servirdo de base para avaliagcéo
do impacto da introducdo da vacina conjugada 10-valente no Programa Nacional de
Imunizacdes (MENEZES et al., 2011 e YOSHIOKA et al., 2011).

Também em 2010 a vacina Prevnar 13-valente produzida pela Wyeth foi
licenciada no Brasil esta disponivel em clinicas particulares. Esta vacina contém
todos os sorotipos presentes na vacina 10-valente da GSK e mais os sorotipos 3, 6A
e 19A todos conjugados com o CRM197. A presenca destes sorotipos permite
aumentar ainda mais a cobertura vacinal conforme reportado por Hausdorff e
colaboradores (2000), 92% nos EUA e Canadé, 89% na Europa, 87% na Africa e na

América Latina, 86% na Oceania, 73% na Asia.

As vacinas conjugadas séo altamente imunogénicas em criancas abaixo de
dois anos de idade, entretanto possuem algumas restricbes como um custo elevado,
tendo em vista o esquema recomendado de quatro doses e a sua eficacia é
basicamente sorotipo especifica, ou seja, esta limitada ao numero de sorotipos

incluidos na vacina.



Capitulo 2: Revisio Bibliogrifica 36

2.4.4 Vacinas protéicas

As proteinas de pneumococos surgem como uma possibilidade de utilizar
antigenos buscando maior reatividade cruzada entre os diferentes sorotipos,
fenbmeno que ndo ocorre com as vacinas conjugadas. As proteinas sdo antigenos
T-dependentes e altamente imunogénicos e podem levar a memadria imunoldégica,
além de poderem ser engenheiradas e expressas em altos niveis o que diminuiria 0
custo da vacina. Deve-se ressaltar que o preco da vacina conjugada € muito alto,
tornando a sua implementacdo, em paises em desenvolvimento muito dificil
(OGUNNIYI et al., 2007).

Durante décadas, uma série de proteinas tem sido avaliada com relacdo a
viruléncia e ao potencial vacinal. Dentre estas podemos citar: pneumolisina (Ply) e o
seu toxdide (PdB), proteina de superficie A pneumocdcica (PspA), adesina de
superficie A pneumocécica (PsaA), proteina A fixadora de colina PspC (CbpA),
neuraminidases (NanA e NanB), hialuronidase (Hyl) e autolisina (LytA) entre outras.

No quadro 2.2 estdo as proteinas em estagios mais avangados de desenvolvimento.

Quadro 2.2. Vacinas baseadas em antigenos protéicos em Estudos Clinicos.

Proteina Fase
PspA Pré-clinico
PspA + PsaA Fase |
PspC (CbpA, SpSA, Hic) Pré-clinico
PiuA e PiaA Fase |
Pneumolisina ID
BVH3/11V Fase I
Subunidade de pili Pré-clinico
Usp45 ID

Fonte : adaptado de Barocchi et al., 2007.
ID: Informagé&o néo disponivel

Uma nova abordagem para o desenvolvimento de vacinas que surgiu com era

da gendmica foi a vacinologia reversa. Com a disponibilidade da seqiiéncia dos
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genomas de diferentes isolados de S. pneumoniae, realiza-se a analise das
proteinas, através da bioinformética e com base nas caracteristicas de
hidrofobicidade e hidrofilicidade, pode-se determinar a posicdo mais provavel das
proteinas dentro do micro-organismo. Entdo sdo selecionados o0s antigenos
protéicos e expressos em vetores para avaliacdo de sua real capacidade de induzir
imunidade em animais. Este modelo é valioso porque é possivel fazer a varredura de
inlmeros candidatos vacinais in silico em um intervalo de tempo minimo
(RAPPUOLLI, 2000).

A vantagem em se utilizar a pneumolisina como antigeno vacinal é a sua
elevada conservacdo entre os isolados clinicos. Entretanto, a imunizacdo com a
pneumolisina ndo foi capaz de proteger camundongos contra desafio letal de
pneumococos. Formas, ndo téxicas (toxdide) da pneumolisina, denominadas
pneumoliséide (PdB) tém sido investigadas e apresentado resultados promissores
(TAI, 2006). Esta destoxificacdo pode ser realizada quimica ou geneticamente. Estes
toxoides possuem limitagdes, como no caso dos mutantes, pois existem construcoes
gue ainda retém a habilidade em formar poros nas membranas das células do
hospedeiro, portanto continuam citotoxicas. Outras mutacdes interferem diretamente
nas sequéncias responsaveis pela resposta imune, o que acarreta na nao protecao
por parte deste antigeno (KORCHEV, et al., 1998). Kirkham e colaboradores (2006)
fizeram uma série de mutacbes em uma regido da pneumolisina que possui um
papel na oligomerizagdo, e estes mutantes ndo apresentam atividade hemolitica.
Segundo o0s autores, a vacinagdo com este mutante protege camundongos no
ensaio desafio com S. pneumoniae, sugerindo que a sua incorporagao na vacina
conjugada poderia aumentar a eficAcia da mesma. Também pode ser utilizada
combinada com outras proteinas de pneumococos ou como proteina carreadora

para conjugacdo com polissacarideo capsular de pneumococos.

A PspA é considerada dentre os antigenos proteicos um dos mais protetores
em modelos animais, e também ¢é capaz de induzir anticorpos protetores em

humanos.
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Segundo Csordas e colaboradores (2008), existem varios trabalhos
empregando a PspA como proteina carreadora para polissacarideo de
pneumococos. Entretanto estes trabalhos ndo avaliaram a resposta imune protetora
para a proteina. Neste estudo empregando PspA recombinante conjugada ao
polissacarideo de pneumococo 23F, observou-se que a ligagdo covalente entre as
moléculas ocasionou uma modificagdo na sua estrutura que transformou a proteina

em um antigeno mais eficiente, quando comparado a sua forma livre.

Segundo Barocchi e colaboradores (2007), existe um grande interesse na
regido alfa-hélice da PspA como imunégeno para humanos. Esta regido possui
caracteristicas semelhantes as proteinas fibrosas eucarioticas, como a miosina e a
tropomiosina. Embora exista um potencial para formacao de anticorpos préprios que
poderiam se ligar a miosina, ndao ha registro de que pneumococos fosse capaz de
provocar qualquer tipo de doenca autoimune, mesmo na maioria dos adultos, que
possuem niveis elevados de anticorpos para PSpA no seu soro por muita vezes.
Estudos futuros serdo necessarios para avaliar a seguranca e a possibilidade do uso

da PspA como componente de uma vacina.

A imunizacdo de camundongos com PsaA purificada mostrou ser protetora
contra desafio com cepas heterdlogas. Estudos realizados com os 23 sorotipos de
pneumococos presentes na vacina disponivel no mercado empregando-se técnicas
de imunoblote com anticorpos monoclonais (RUSSEL et al., 1990) e outro
empregando técnica de PCR (SAMPSON et al., 1997) demonstraram que a PsaA é
comum a todos os 23 sorotipos e que o gene psaA € altamente conservado para
esses mesmos sorotipos, o que faz deste antigeno um possivel candidato vacinal.
Seo e colaboradores (2002) mostraram que a vacinagdo oral com PsaA encapsulada
em microesferas de microalginato acarretou em uma significante protecdo contra
colonizacdo, pneumonia e septicemia em camundongos. Esta proteina pode ser
utilizada combinada com outras proteinas de pneumococos, como a PspA que
atuaria na prevencdo da colonizacdo e na otite média, ou conjugada com

polissacarideo capsular desta mesma bactéria (OGUNNIYI et al., 2000).
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Estas proteinas tém alcancado niveis de protecdo estatisticamente
significantes em modelo animal contra desafio sisttmico com um ou mais sorotipos
de pneumococos. Entretanto, para algumas proteinas os resultados sao altamente
dependentes da linhagem de camundongo e da cepa utilizada no ensaio desafio.
Além disso, os dados disponiveis, para utilizacdo de uma formulacdo empregando
uma Uunica proteina ndo sdo comparaveis aos dados de protecdo alcancados
utilizando a vacina polissacaridica conjugada. Portanto, a combinac&o de proteinas
que participam em diferentes estagios na instauracdo da doenca pneumococica
trata-se de uma abordagem promissora, e ja existe uma série de estudos nesta
direcdo. No entanto, deve-se restringir 0 niamero de antigenos que devam ser
incluidos para néo impactar no preco final da vacina (OGUNNIYI et al., 2007). Outra
abordagem é a utilizacdo destes antigenos como proteinas carreadoras na
conjugacdo com polissacarideos capsulares de pneumococos, ou combinadas com
0s conjugados ja existentes e que compdem a vacina comercial visando o aumento

da cobertura vacinal.

Uma proposta alternativa para preparo de vacina vem sendo estudada por
alguns pesquisadores e trata da utilizagdo da célula inteira ndo encapsulada, obtida
por modificacdo genética, e morta por etanol. Desta forma, a maioria dos antigenos
presentes na superficie da bactéria estaria na sua configuracdo nativa, sem a
presenca da cépsula. Este tipo de vacina seria utilizado para administracao
intranasal juntamente com um adjuvante. Segundo Malley e colaboradores (2001) a
producdo desta vacina seria tecnologicamente simples e teria um baixo custo. Os
resultados obtidos em ensaio desafio intranasal, empregando modelo animal,
demonstraram protec&o contra colonizacdo nasofaringeal e doenca invasiva, para 2
sorotipos nao relacionados com o tipo capsular com o qual a vacina foi preparada.
Os autores também ressaltam alguns aspectos que devem ser estudados no futuro
como, por exemplo, nem todos os antigenos na célula morta podem contribuir para
protecdo, inclusive alguns deles podem interferir neste processo. Além disso, pode
existir dificuldade em se conseguir reproduzir lote a lote 0s mesmos antigenos na
célula morta e também encontrar um adjuvante de mucosa para uso humano ideal

para ser testado com esta vacina. Recentemente, Lu e colaboradores (2010)
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apresentaram novas propostas para inativacao da bactéria, selecdo de adjuvantes e

rotas de administragéo da vacina de célula inteira ndo capsulada.

2.5 TECNOLOGIA DE PRODUCAOQO DE VACINAS BACTERIANAS

A producéo de vacinas bacterianas segue as mesmas etapas de um processo
fermentativo comum. Iniciando-se pela selecdo do micro-organismo que para as
vacinas € baseado em dados epidemiolégicos. A escolha do meio de cultura
adequado deve levar em conta o custo dos seus constituintes considerando as
necessidades nutricionais do micro-organismo a ser utilizado e de preferéncia nao

utilizar componentes de origem animal.

A forma de conducdo do processo fermentativo para producao industrial de
vacinas bacterianas geralmente é realizada por processo em batelada, o que nao
descarta a possibilidade de se estudar outras formas de conducao do processo que
venham a aumentar a produtividade e, por conseguinte, uma reducédo no custo do
produto. As diversas formas de conducdo em biorreatores estdo descritas mais
detalhadamente no item seguinte. A etapa de recuperacdo do produto (operagdes de
“downstream”), também denominada de processos de purificagdo engloba as
operacdes unitarias convencionais, centrifugacao, filtracdo tangencial, precipitacao,
ultrafiltracdo, extracdo em sistema de duas fases liquidas, técnicas cromatograficas,

liofilizacéo, cristalizacao.

Os produtores de vacinas contra pneumococos fazem parte das grandes
companhias farmacéuticas e seus produtos sao resguardados sob patente. Levando-
se em consideracdo este quadro € compreensivel a grande dificuldade em se obter
informagdes na literatura sobre o desempenho do micro-organismo, tais como
parametros cinéticos, fatores de converséao, produtividade e formas de conducéo de

processos em biorreatores em escala de laboratorio ou industrial.
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2.5.1 Modos de operacéao da bioconverséo

De acordo com a literatura classica de engenharia bioquimica (AIBA et al.,
1973; BAILEY e OLLIS, 1986; LIMA et al., 2001) os processos fermentativos podem
ser conduzidos de forma descontinua, descontinua alimentada, semicontinua e
continua. A escolha mais adequada depende de varios fatores como, das
propriedades cinéticas do micro-organismo, da estabilidade operacional do
biocatalisador, da forma do biocatalisador, tipo de biorreator, custos operacionais e
necessidade de controle do processo. Podem também ser considerados entre
outros, a compatibilidade com processamento de separagcdo e purificacdo do
produto, a escala de producéo, tipo de instalactes e tipo de produto. No entanto,
geralmente, séo os fatores econdmicos que determinam a decisdo por quais fatores

a considerar na escolha da forma de conducéo do processo fermentativo.

A fermentacdo descontinua simples, ou descontinua convencional, também
denominada fermentacéo por batelada, segue os seguintes passos: adicdo de meio
de cultura estéril ao biorreator; adicdo do micro-organismo responsavel pelo
processo bioldgico (inocular); deixar transcorrer 0 tempo necessario para que 0O
processo ocorra; retirada do meio fermentado do biorreator e execucdo das
operacdOes unitarias necessarias para recuperacdo do produto. No decorrer do
processo fermentativo nenhum componente € adicionado, exceto oxigénio (na forma
de ar) e nitrogénio no caso de processos aerébicos e anaerdbicos respectivamente,
antiespumante, acido ou base para o controle do pH e ndo ocorrendo perda de
liguido por evaporacdo o0 volume permanece constante durante 0 processo

descontinuo de fermentacéo.

As desvantagens do processo descontinuo estdo nos baixos rendimentos
e/ou produtividade devido a fatores limitantes. O substrato adicionado de uma so6 vez
pode apresentar efeitos de inibicdo, repressédo ou desvio do metabolismo celular
para produtos que nao interessam. O produto de interesse ao se acumular no meio
pode apresentar efeitos de inibicdo ou até mesmo ser deletério para as células. Com
relacdo a operacdo propriamente dita esse tipo de processo apresenta “tempos

mortos” (tempo para carga e descarga do biorreator, lavagem e esterilizag&o).
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Entretanto, possui menores riscos de contaminacdo, grande flexibilidade de
operacdo, problemas menores relacionados a estabilidade genética do micro-
organismo, possibilidade de visualizar em um mesmo recipiente diferentes condi¢cdes

ambientais as quais 0 micro-organismo esta submetido.

Para contornar os problemas relacionados aos fenébmenos inibitorios, que
podem ocorrer em um processo por batelada convencional, desenvolveu-se o
processo descontinuo alimentado, também conhecido como processo por batelada
alimentada ou fermentacdo descontinua alimentada. A superacdo de problemas
frequentes de estabilidade em processo continuo, adequagdo do processo
fermentativo a condicdes operacionais e estudo de cinética de processos

fermentativos devem também ser consideradas para esse tipo de processo:

No processo por batelada alimentada, a adicdo de meio estéril (um ou mais
nutrientes) ao biorreator ocorre durante o cultivo e o produto € coletado somente no
final da fermentacdo. A vazdo de alimentacdo pode ser constante ou variar com o
tempo, e adicdo de mosto pode ser continua ou intermitente, pode ocorrer ou ndo
alteracdo do volume dependendo da concentragédo de substrato e da taxa de
evaporacao do sistema. Uma variacdo do processo por batelada alimentada € o
processo descontinuo alimentado repetitivo também denominado por processo
descontinuo alimentado ciclico ou ainda processo por batelada alimentada ciclica.
Neste processo uma fracdo constante do meio fermentado é retirada do biorreator a
intervalos de tempo fixos para separacdo do produto, adicionando-se a seguir, 0
volume de meio estéril até o seu valor maximo com vazdo de alimentacao
conveniente até o final da fermentacdo. Quando parte do volume de meio
fermentado é retirado ao término da fermentacéo e adiciona-se 0 mesmo volume de
meio estéril ao biorreator denomina-se processo semicontinuo, pois os fluxos de

entrada e saida sao intermitentes.

A operacao continua é considerada o modo mais atrativo de operacdo de um
biorreator. Como o proprio nome sugere tanto a alimentacédo de meio fresco, quanto
a retirada do produto (meio fermentado) sao realizadas de forma continua e com

uma vazao constante. Para que o sistema atinja a condicdo de estado estacionario



Capitulo 2: Revisio Bibliogrifica 43

ou regime permanente (steady state) caracterizado pelas variaveis de estado
(concentracdo de células, de substrato limitante e de produto) permanecam
constantes € necessario que o volume de liquido no biorreator também seja
inalterado ao longo do tempo de operacdo do sistema. Um outro item importante a
ser considerado para se alcancar o estado estacionario € a homogeneidade do
sistema que pode ser obtida pela utilizagdo de biorreator de mistura completa
(CSTF: Continuous Stirred Tank Fermentor) dotado de chicanas, que, atualmente,
sdo os mais utilizados, ou, ainda, biorreatores de escoamento pneumatico (‘air-lift’;

colunas de bolha; leito fixo e fluidizado).

Nos processos em batelada e batelada alimentada existe uma relacéo
dindmica da concentracdo com o0 tempo, ou seja, as condi¢des fisioldégicas do
biocatalisador n&o sao constantes durante todo o curso da fermentacéo,
diferentemente do que acontece no processo continuo onde o biocatalisador se

encontra em condicdes Otimas e constantes no decorrer do processo.

Os processos continuos oferecem uma série de vantagens em relagdo aos

processos em batelada, dentre os quais podemos citar:

* Inexisténcia de tempos improdutivos, levando o equipamento a permanecer muito
mais tempo em operacao;

* As operacdes que antecedem, como por exemplo, esterilizacdo e preparo de
meio, e sucedem o processo, como a purificacdo, podem ser realizadas
continuamente;

e Maior uniformidade do produto, o que facilita o projeto das operagbes de
recuperacgéo do produto de interesse (downstream);

* Permite uma maior automacao do processo e dos controles, o que se reflete em
reducdo de mao-de-obra;

e O estado permanente permite que 0 micro-organismo trabalhe em elevadas taxas
de atividade metabdlica, o que possibilita o estudo dos varios parametros

cinéticos, nutricionais e ambientais, sobre o agente de fermentacao.
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No entanto, também existem algumas desvantagens ao se conduzir fermentagcéo

continua, conforme as descritas abaixo:

» Riscos de contaminacao, devido a dificuldade de manutencdo da esterilidade por
longos periodos de tempo.

* Problemas de degenerescéncia do agente, ou seja, possibilidade de mutagéo ou
variacdo das caracteristicas fisioldégicas do biocatalisador.

» Dificuldades de operacdo em estado estaciondrio em determinadas situacdes
(formacdo de espuma, crescimento do micro-organismo nas paredes do

biorreator, ou ainda, nos sistemas de entrada e saida de liquido).

O processo continuo tem inicio com uma batelada simples e ap6s um
determinado periodo, geralmente na fase exponencial de crescimento (maior
concentracdo de células viaveis), inicia-se a alimentacdo de meio de cultura e
retirada de meio fermentado, instante em que efetivamente, comeca 0 processo
continuo. E importante ressaltar que a rapidez com que o sistema converge para o
estado estacionario depende do instante em que se inicia 0 processo continuo

propriamente dito e da vazao de alimentacdo empregada.

2.6 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DA CAPSULA
POLISSACARIDICA

2.6.1 Influéncia do pH

Segundo Bergey (1994), o valor de pH para crescimento de S. pneumoniae
situa-se na faixa de 6,5 a 8,3 e poucos trabalhos estudam o efeito desta variavel na
producdo da cépsula. Jin e colaboradores (2009) e Macha e colaboradores (2010)
trabalhando com a mesma linhagem de pneumococos sorotipo 3, porém com meios
de composicdo diferentes, encontraram os valores de pH 6timo para producdo da
capsula como sendo 8,0 e 7,0 respectivamente. Outros trabalhos como os
desenvolvidos por Gogola (2011), Carmo (2010) e Goncalves e colaboradores
(2002), cultivando S. pneumoniae sorotipo 14, 6B e 23 F, respectivamente,
realizaram o controle de pH em um valor igual a 7,0. Cruz-Leal e colaboradores

(2006), trabalhando com pneumococos sorotipo 23F, mantiveram o controle de pH
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em 7,6. Nos experimentos realizados por Macha e colaboradores (2010) com
pneumococos sorotipo 6B o pH foi ajustado para 7,2 empregando uma solucao de
Na,COs. No processo industrial de producdo de polissacarideo capsular de
pneumococos pela empresaSanofi-Pasteur o pH € mantido constante em 7,2 para a
maioria dos sorotipos com excecdo dos sorotipos 1 e 5, para os quais o pH é
controlado em 6,8 e 6,2, respectivamente (STORAI, 2008).

Cabe ressaltar, no entanto, que a maioria das publicacbes nado relatam
resultados de experimentos sem controle de pH para confirmar a importancia desta
variavel. Massaldi e colaboradores (2010), com o objetivo de avaliar as
caracteristicas do crescimento bacteriano e a producdo da capsula polissacaridica
de S. pneumoniae sorotipo 14, realizaram experimentos, conduzidos em frascos
agitados, sem controle de pH e com pH contrololado na faixaentre 6 e 6,5, a partir
da segunda hora de cultivo. Estes autores verificaram um grande efeito positivo tanto
no crescimento quanto na producdo do polissacarideo reforcando a relevancia do

controle desta variavel durante o bioprocesso.

Conforme descrito no item 2.2 o principal produto do metabolismo de S.
pneumoniae sob condi¢cbes anaerdbicas € o lactato. No entanto, este metabdlito
provoca inibicdo da via glicolitica por retro-alimentacdo e como consequéncia
inibicdo do crescimento (GONCALVES et al., 2003). Goncalves e colaboradores
(2002), empregando meio semi-sintético para cultivar pneumococos sorotipo 23F,
observaram que uma concentracdo de acido lactico menor que 10 g/L foi suficiente
para inibir o crescimento bacteriano. Nesse trabalho os pesquisadores utilizaram trés
modelos cinéticos de inibicdo, baseados na equacdo de Monod, para avaliar a
inibicdo do lactato no cultivo de S. pneumoniae sorotipo 23F em anaerobiose. Os
melhores resultados foram obtidos com os modelos de inibicdo mista e por
saturacdo. Os autores ressaltaram ainda que o monitoramento da formacéo de
lactato e que estimativas adequadas da concentracdo critica de lactato acima da

gual o crescimento ndo ocorre mais, sao fundamentais para o controle do processo.
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2.6.2 Influéncia da composi¢céo do meio de cultivo

A composicdo dos meios de cultivo para utilizacdo em escala industrial
sempre foi objeto de estudo, quer seja visando uma maior produtividade com menor
custo, maior facilidade na etapa de purificacdo ou a substituicdo de componentes de
origem animal para atender os guidelines das autoridades regulatorias, respeitando
as exigéncias nutricionais do micro-organismo. Os meios classicos para cultivo de
pneumococos contém componentes de origem animal como € o caso do BHI
utilizado por Jung e colaboradores (2011) e Jin e colaboradores (2009) na producédo
de polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 19A e 3 respectivamente, e

do THB para cultivar pneumococos sorotipo 14 (MASSALDI et al., 2010).

O meio classico de Hoeprich descrito em 1955 para cultivo de pneumococos é
utilizado pelo Instituto Merieux (INSTITUT MERIEUX, 1980) para a producido de
vacina polissacaridica. Esse meio contém, além de hidrolisado de caseina, glicose e
uma gama de vitaminas, aminoacidos e fatores de crescimento. De acordo com
trabalhos reportados na literatura existem trabalhos recentes que ainda utilizam o
meio de Hoeprich (CRUZ-LEAL et al, 2006; MASSALDI, 2010) e ha outros que
empregaram modificacdes na composicdo original desse meio(GONCALVES et al.,
2002; STORAI, 2008; CARMO, 2010; GOGOLA, 2011).

Gongalves e colaboradores (2002) substituiram a solu¢do de vitaminas por
extrato de levedura dialisado e obtiveram um aumento de duas vezes na producéo
de polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 23F em relacdo ao meio original de
Hoeprich. Neste mesmo trabalho, com ensaios conduzidos em biorretaorr, os
autores, empregando o meio de Hoeprich modificado, estudaram a influéncia da
concentracéo inicial de glicose (25 e 30 g/L) na formacao da capsula polissacaridica.
Verificaram que 30 g/L de glicose inicial levou a um consumo lento desta fonte de
carbono e a uma menor formacdo de biomassa, que foi atribuido a um provavel

efeito inibitorio pelo substrato.

Carmo (2010) acrescentou mais aminodcidos e vitaminas ao meio de
Hoeprich modificado por Gongalves e colaboradores (2002) e observou um aumento
de 22,0% (acido pantoténico), 18% (biotina), 9,0% (acido nicotinico) e 9,0% (tirosina)
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na concentragéo de polissacarideo livre no sobrenadante do cultivo de pneumococo

sorotipo 6B cultivado em frasco agitado.

Macha e colaboradores (2010) utilizaram na otimizacdo da producédo do
polissacarideo capsular sorotipo 3 o meio de Holts contendo peptona de soja
(Hisoya) ao invés de Bacto peptona, empregando trés diferentes concentracdes
iniciais de glicose (10, 20 e 30 g/L). O melhor resultado encontrado foi uma
concentracdo de polissacarideo de 520 mg/L para 20 g/L de glicose inicial. O meio
de Holts modificado e glicose inicial de 10 g/L e 30 g/L de Hysoya foi utilizado por
Macha e colaboradores (2011), sendo obtidos 550 mg/L de polissacarideo

pneumocaocico 6B.

Gogola (2011) empregou 0 meio quimicamente definido (CDM) completo
descrito por van de Rijn e Kessler (1980) suplementado com colina, um importante
fator de crescimento para pneumococos, na producdo de polissacarideo de S.
pneumoniae 14 em comparagcdo com um meio complexo, sendo observado que o
meio complexo apresentou uma maior produtividade em polissacarideo 14. Apesar
do meio complexo ser mais barato, deve-se levar em consideracdo a menor
variabilidade entre lotes dos reagentes para preparo do CDM em relacdo ao meio

complexo e que pode afetar a produtividade.

2.6.3 Influéncia da tensao de oxigénio

Dentre as condicdes ambientais mais importantes para o cultivo de
pneumococos, pode-se destacar a concentracdo de oxigénio. Por se tratar de uma
bactéria aerotolerante, como ja mencionado no item 2.2, possui a capacidade de
regular a expressdo de estruturas na sua superficie, inclusive a capsula
polissacaridica, de acordo com o estagio de instalacdo da doenca pneumocacica,
colonizacdo ou infeccao. Varios autores fazem referencia ao uso de injecéo de CO,

durante o cultivo e outros recomendam o uso de pequenas tensdes de oxigénio.
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O Instituto Merieux, desde a década de 80, produz vacina polissacaridica
pneumococica utilizando CO, durante o processo de cultivo (INSTITUT MERIEUX,
1980). Austrian e Collins (1996) destacam a importancia do CO, no isolamento de
pneumococo. Goncalves e colaboradores (2002) compararam a producdo de
polissacarideo pneumocdcico 23F, em biorreator, na presenca de CO, e Na.
Observaram que quando empregaram N, obtiveram uma maior concentracdo de
polissacarideo e que o CO, aumentou a formacao de espuma durante o processo de
cultivo aléem de aumentar também o consumo de NaOH para o controle do pH.
Carmo (2006) e Gogola (2011) cultivaram S. pneumoniae sorotipos 6B e 14

respectivamente, em anaerobiose utilizando N..

A empresa Sanofi-Pasterur no processo industrial realiza degaseificacdo do
meio com CO, (STORAI, 2011). Jun e colaboradores (2011) n&o fizeram mencéo as
condi¢bes ambientais relativas a presenca ou auséncia de oxigénio durante o cultivo
de pneumococos sorotipo 19A. Cruz-Leal e colaboradores (2006) também né&o
fazem referéncia se trabalham em anaerobiose, somente citam que utilizam uma
velocidade de agitacdo de 100 rpm em um biorreator de 6L contendo 3,5 L de meio
paa cultivar S. pneumoniae sorotipo 23F. No trabalho de otimizacdo da producéo de
polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 3 foi possivel observar que no
cultivo estético ocorre uma producéo de polissacarideo cerca de 2,6 vezes menor do
que em cultivos agitados (180 rpm) (JIN et al., 2009). Entretanto, para valores de
agitacdo acima de 180 rpm ocorre um decréscimo na concentracdo de
polissacarideo, provavelmente por conta de uma maior incorporacdo de oxigénio no

meio e a maior forca de cisalhamento.

Macha e colaboradores (2010) empregando S. pneumoniae sorotipo 3
realizaram experimentos com diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido no
cultivo: 0, 5 e 20%. Verificaram que a maior concentracdo de polissacarideo foi
alcancada para uma concentracdo de oxigénio dissolvido de 7,6%. Em outro
trabalho de Macha e colaboradores (2011) foi empregada vazao especifica de ar
entre 0,1 e 0,2 vwm (volume de ar por volume de meio por minuto) para a producéo

de S. pneumoniae sorotipo 6B, obtendo elevadas concentracdes de polissacarideo
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De acordo com os resultados encontrados por Massaldi e colaboradores
(2010), a presenca de uma atmosfera de CO, no headspace dos frascos contendo
meio de Hoeprich ndo induziu diferencas apreciaveis no desempenho do cultivo de

S. pneumoniae sorotipo 14.

Weiser (2003) verificou que a producdo de polissacarideo capsular de
pneumococos aumenta com a diminuicdo da concentracdo de oxigénio e aumento
da concentracdo de CO, no meio. O conteudo de oxigénio presente no gas deve ser
menor que 16% (preferencialmente menor que 0,1%) e de CO, em torno del0%.
Uma maneira de reduzir a concentragcdo de oxigénio durante o cultivo seria insuflar
uma mistura de gases contendo 71% N», 19% O, e 10% CO, ou 95% de ar e 5%
CO,. Weiser (2003) sugere que o CO, pode ser fornecido também pela adicdo de
bicarbonato ou carbonato de sédio ao meio. Na composi¢do do meio utilizado por
Bahler e colaboradores (2010) para cultivar S. pneumoniae sorotipos 1, 6A e 7F
empregou-se L-cisteina e bicarbonato de sédio para se diminuir a tenséo de oxigénio

no meio.

De acordo com o0 exposto as condicdes ambientais s&o fatores de extrema
importancia no cultivo de pneumococos, mas ndo necessariamente € preciso se
trabalhar em anaerobiose estrita para se produzir polissacarideo capsular de
pneumococos. Deve-se também levar em consideragdo a composicdo do meio
contendo substancias que diminuem a concentragdo de oxigénio e aumentam a de

CO, no meio como a L-cisteina, acido tioglicélico e bicarbonato de sodio.

2.6.4 Influéncia do modo operacional do biorreator

De um modo geral os processos fermentativos para producao de vacinas sao
realizados por batelada convencional. A producdo de polissacarideo capsular de
pneumococos sorotipo 3 (MACHA et al., 2010; JIN et al., 2009), sorotipo 6B
(CARMO, 2010; MACHA et al., 2011), sorotipo 19A (JUNG et al., 2011) e sorotipo
23F (CRUZ-LEAL et al, 2006) empregando biorreatores de volumes variados foram

conduzidos em batelada. Outros autores também empregaram esta mesma forma de
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conducdo de processo para cultivarem S. pneumoniae sorotipos 1, 5, 6A e 7F
(BAHLER, et al., 2010) e os sorotipos 8 e 33F (STORAI, 2008) em biorreator de
2000L.

O Instituto Merieux (INSTITUT MERIEUX, 1980) empregou batelada com
pulso de glicose e acetato de amonio para cultivar 23 diferentes sorotipos de
pneumococos. Esta mesma abordagem foi utilizada por Goncalves e colaboradores
(2002) para cultivar S. pneumoniae sorotipo 23F e Carmo (2010) para cultivar o
sorotipo 6B. O trabalho de Carmo (2010) contemplou também o cultivo em batelada
alimentada com vazao de alimentacao (F) constante igual a 0,14 L/h e vazdo de
alimentacdo exponencial (F = 0,48e%%®" L/h) de meio concentrado, e verificou que a
alimentacdo ndo trouxe ganhos para a producdo do polissacarideo. Carmo (2010),
objetivando manter a concentracdo de células vidveis, aumentar a concentracdo
celular e a produgéo de polissacarideo 6B sem acumular metabdlito toxico (acido
lactico), empregou o cultivo continuo com reciclo de células (microfiltracao/perfuséo).
O autor relata que, ao comparar os resultados dos experimentos descontinuos sem
pulso, o cultivo em perfusdo ndo apresentou vantagens com relacdo a producéo do

polissacarideo, além da dificuldade de operagéo do sistema.

Gogola (2011) estudou o cultivo continuo de S. pneumoniae sorotipo 14 em
meio complexo e testou trés vazdes especificas (taxas de diluicdo) de alimentacao:
0,4, 0,8 e 0,9 h’. A maior concentracdo de polissacarideo no sobrenadante de
cultivo foi 105,82 mg/L. O autor também estudou o efeito da concentracdo de
glicose, colina e glutamina em cultivo continuo, com uma vazéo especifica de
alimentacdo de 0,5 h* empregando meio quimicamente definido. Verificou que,
mesmo com as modificacdes no meio quimicamente definido, a concentracdo de

polissacarideo livre foi duas vezes menor quando comparado com 0 meio complexo.

Com base nesses trabalhos reportados, no presente estudo foram

investigadas as principais variaveis que afetam o processo.
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Capitulo 3

OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Objetivo deste projeto foi estudar o desenvolvimento de um processo de
cultivo de S. pneumoniae sorotipo 14 empregando-se cepas isoladas no Brasil para
obtencéo de polissacarideo capsular. A escolha do sorotipo 14 deve-se ao fato de
ser um dos sorotipos mais prevalentes em todo o mundo, com incidéncia elevada
em criancas com idade inferior a cinco anos, além de estar frequentemente

associado a resisténcia antimicrobiana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para atingir o objetivo geral foram tracados os seguintes objetivos especificos:

v' Selecdo do meio de cultivo de S. pneumoniae para uma maior producao de
capsula
v' Determinar o tempo ideal de coleta das células dos pré-cultivos no meio

previamente selecionado para garantir que as mesmas estejam em plena
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atividade de crescimento e totalmente adaptadas, dessa forma minimizando a
fase lag do cultivo final.

v' Selecdo da cepa melhor produtora de polissacarideo capsular em frasco
agitado utilizando o meio previamente selecionado.

v Avaliacao da influéncia de algumas variaveis de processo para obtencdo do
maior rendimento em polissacarideo.

v" Avaliacdo da forma de conducdo do processo, batelada simples e batelada
alimentada, visando uma maior produtividade de capsula polissacaridica de

pneumococos em biorreator de 2,5L.
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Capitulo 4

MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMOS

53

As linhagens de Streptococcus pneumoniae sorotipo 14 St 168/94, St 113/95

e St 172/97 foram isoladas de materiais clinicos e depositadas no Instituto Adolfo

Lutz, Secdo de Bacteriologia, SP, Brasil. No quadro 4.1 estdo apresentados 0s

materiais clinicos de isolamento das linhagens brasileiras.

Quadro 4.1 Fontes de isolamento e susceptibilidade a penicilina das linhagens de

S. pneumoniae utilizadas para producgéo de polissacarideo

Linhagem Material clinico R ou S a penicilina
St 168/94 Liquor cefaloraquidiano R: intermediéaria
St 113/95 Sangue S

St 172/97 Liquor cefaloraquidiano R: plena

R: resisténcia e S: sensibilidade
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4.2 PREPARO DAS CULTURAS ESTOQUE
4.2.1 Lote semente-méae

As ampolas liofilizadas foram hidratadas com 1 mL de caldo triptona de soja e
incubadas em estufa bacteriolégica por 4h a 37°C. A suspensdo hidratada foi
semeada, com auxilio de al¢ca de Drigalski, em meio solido TSA (agar triptona de
soja) com 5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas semeadas foram
incubadas a (36 + 1) °C por 16-18 horas em atmosfera Gmida e enriquecida com
CO; (5%), em estufa Revco, ELLITE 1l (EUA).

Decorrido o tempo de cultivo, realizou-se um repiqgue no mesmo meio e nas
condicdes utilizadas anteriormente. ApGs o tempo de incubacado, as células foram
suspensas em caldo triptona de soja com 20% (v/v) de glicerol. A seguir, a
suspensao celular foi distribuida, em aliquotas de 1mL em criotubos, congelados em
nitrogénio liquido e estocados em freezer Revco, ULT 1386-3-D41 (EUA) a -70°C.

O lote congelado foi controlado quanto a pureza por meio de coloracao de
Gram e semeadura por esgotamento em meio apropriado e a sua viabilidade

determinada por contagem de células viaveis.
4.2.2 Lote semente de trabalho

Dois criotubos (lote m&e) armazenados em freezer Revco ULT 1386-3-D41
(EUA) -70°C foram descongelados e semeados em duas garrafas de Roux contendo
200 mL de meio TSA (agar triptona de soja) com 5% de sangue desfibrinado de
carneiro empregando pérolas de vidro para espalhar as células sobre a superficie do

meio.

As garrafas de Roux semeadas foram incubadas a (36 + 1)°C durante 16-18
horas em atmosfera Umida e enriquecida com CO; (5%). ApGs o tempo de cultivo, as
células provenientes de 02 garrafas de Roux foram ressuspensas com 20 mL de
meio TSB (caldo triptona de soja) suplementado modificado. A seguir inoculou-se 6
mL de suspensao de células em cada frasco Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500

mL do mesmo meio (total de trés frascos), o que corresponde a uma concentracao
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inicial de 43 mg células/L. Os frascos foram incubados em agitador rotatério Inova,
modelo ISF — 4V (Alemanha) a (36 + 1)°C com velocidade de agitacdo de 100 rpm

por 5 horas.

Decorrido o tempo de incubagé&o, procedeu-se ao preparo do lote semente de
trabalho. A pureza do lote foi avaliada por meio de técnica de coloracao de Gram.

O cultivo obtido nos frascos de Erlenmeyer foi transferido para garrafas de
centrifuga de 500 mL e procedeu-se a centrifugacdo em centrifuga Beckman, J2-HS
(EUA) nas seguintes condi¢Ges: 10 000 rpm 4°C por 20 minutos. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado, e o sedimentado ressuspenso com
uma mistura de caldo triptona de soja com 20% (v/v) glicerol. Da mesma forma que o
lote mée, a suspensdo obtida foi distribuida em aliquotas de 1 mL em criotubos e
congelada com nitrogénio liquido e estocada em freezer Revco, ULT 1386-3-D41
(EUA) -70°C. O lote obtido foi controlado quanto a pureza por meio de coloragdo de
Gram e semeadura por esgotamento em meio apropriado. A viabilidade foi
determinada empregando diluicbes seriadas do lote trabalho em TSB,
posteriormente estas suspensfes foram semeadas em TSA com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro e incubadas a (36 + 1) °C por 16-18 horas em atmosfera
umida enriguecida com CO; (5%), em estufa Revco, ELLITE Il (EUA). Apds o tempo
de incubacéo foi realizada a contagem das células viaveis (unidades formadoras de
colonias/mL) (TORTORA et al., 2003).
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4.3 MEIOS DE CULTIVO
4.3.1 Meios

Nas tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 estdo apresentadas as composi¢cdes dos meios de

cultura empregados nos cultivos de S. pneumoniae.

Tabela 4.1 Meio Hoeprich

NaHCOs3

1g/L

Componente Concentracao Solucéo
Hidrolisado acido de caseina (HAC) 20 g/L
Glicose 12,5 g/L
KZHP.O4 > ol Base
L-cistina 150 mg/L
L-triptofano 20 mg/L
L-tirosina 200 mg/L
L-glutam_lna 625 mg/L Fatores de
Asparagina 100 mg/L .
. . crescimento
Cloridrato de colina 10 mg/L
FeSO, 5 mg/L
ZnS0Oq4 0,8 mg/L Sais
MnSO,4.7H,0O 0,36 mg/L
HCI 0,02 mL/L
Biotina 0,0015 mg/L
Acido nicotinico 1 mg/L
Piridoxal 1 mg/L
Pantotenato de célcio 5 mg/L L
—— Vitaminas
Tiamina 1 mg/L
Riboflavina 1 mg/L
Adenina 10 mg/L
Uracil 10 mg/L
Acido tioglicélico (10% v/v) 1 mL/L

Reducéo de O,
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Tabela 4.2 Meio TSB (Tryptic Soy Broth) modificado

Componente Concentragao Referéncia
TSB 30 g/L
MgS0,.7H,0 0,4 g/L
: _ — Paton et al., 1983
Hidrocloridrato de cisteina 0,15 g/L
CacCl,.2H,0 0,013 g/L
Cloridrato de colina 10 mg/L )
Glutamina 625 mg/L
Solucéo
Asparagina 100 mg/L especial
MnS0O,.7H,0 0,36 mg/L ) Hoeprich, 1955
Bicarbonato de sédio 1,0 g/L
Acido tioglicélico 10% viv 1 mL/L
Glicose 12,5 g/L
Extrato de levedura
90 g/L* Adaptado Gongalves et al., 2002

dialisado

Frag&o obtida apds dialise contendo compostos de baixo peso molecular
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Tabela 4.3 Meio Catlin modificado

Componente Concentracao Referéncia
Glicose 10 g/L
NacCl 5,8 g/L
KoHPO4 4,0 g/L
Acido glutamico 3,9¢9/L
NH,4CI 1,0 g/L
K,SOq4 1,0 g/L
L-serina 0,59g/L Catlin MC6
MgCl,.6H,0 049/l Fu et al., 1995
L-glicina 0,25 g/L
L-arginina 0,15 g/L
L-cisteina.HCI 0,1g/L
CaCl,.2H,0 0,028 g/L
Acido citrico 0,0312 g/L
Fex(S04); 2,31 mg/L
Cloridrato de colina 10 mg/L )
Glutamina 625 mg/L | Solucio
Asparagina 100 mg/L especial
MnSO,4.7H,0 0,36 mg/L ) Hoeprich, 1955
Bicarbonato de sddio 1,0 g/L
Acido tioglicélico 10% v/v 1 mL/L
Extrato de levedura dialisado 90 g/L* Adaptado Gongalves et al., 2002

* Fragéo obtida apoés didlise contendo compostos de baixo peso molecular
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4.3.2 Extrato de levedura dialisado

O extrato de levedura dialisado foi preparado de acordo com o procedimento
descrito na patente do Instituto Merieux (AYME, et al., 1973) para o cultivo de
Neisseria meningitidis empregando o meio de Frantz (1942). Dissolveu-se 90g de
extrato de levedura no volume de agua destilada correspondente a 1/5 do volume
final da solucdo. A solucdo de extrato de levedura entédo foi dialisada contra agua
destilada por 48h a 4°C, empregando-se uma membrana com corte molecular de 12-
14kDa. A fragdo contendo compostos de baixa massa molecular foi utilizada no
preparo dos meios TSB suplementado e Catlin modificado.

4.3.3 Esterilizacdo de equipamentos, meios, solugcde s e controle de esterilidade

Por se tratar de produtos para uso vacinal, ndo s6 a esterilizacdo, mas
também o controle da esterilidade dos meios e solugbes sdo procedimentos

imprescindiveis. Para tal, foi estabelecido o seguinte protocolo.
4.3.3.1 Esterilizacdo de vidrarias e biorreator

Todas as vidrarias foram esterilizadas vazias por autoclavacédo a 121°C por 1
hora.

O vaso reacional, apos a calibracdo dos eletrodos, era preenchido com agua
destilada, de acordo com a descricdo do manual do fabricante. Procedia-se, entéo, a
autoclavacdo a 121°C por 1 hora. Antes do uso no bioprocesso, a agua era drenada

para o enchimento com o meio de cultivo em estudo.
4.3.3.2 Esterilizagdo de meios e solugdes

Todos os meios e solugdes foram esterilizados por filtracdo em membrana de
acetato de celulose com tamanho de poro de 0,22 um. Os meios eram estocados em

vidraria estéril, conforme descrito no item anterior.
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4.3.3.3 Controle de esterilidade dos meios e solucdes

ApoOs o procedimento de enchimento do vaso reacional, conforme descrito em
4.3.3.1, 0 mesmo era conectado ao console, a temperatura era estabilizada em
37°C, em agitacdo de 100 rpm, por 24 horas. Neste intervalo era feita a inspecéo
visual e o pH era monitorado. Turbidez e alteracbes de pH eram indicativas de

contaminacao.

As solucdes, de uma forma geral, foram semeadas em agar-sangue e
incubadas em estufa bacterioldgica, a 37°C, por 24 horas, para verificar se ocorreia

o crescimento de algum contaminante.

Conforme ja descrito, empregou-se a técnica de Gram para a avaliacdo da

pureza em todas as etapas dos bioprocessos.
4.4 AMOSTRAGEM

As amostragens foram realizadas em intervalos de tempos regulares,
dependendo do tempo de duracdo para cada experimento. O volume das aliquotas a
ser retirado foi determinado em funcdo do volume de meio empregado no cultivo, de

forma a néo ultrapassar 10% do volume final.

Do meio reacional eram coletadas duas amostras, a primeira ap0s inativagdo
com formol era destinada a quantificacao celular, mediante leitura da absorvancia a
550 nm em espectrofotometro Beckman, modelo DU 730 (EUA). A segunda era
coletada, apds inativacdo empregando temperatura de 60°C por 30 minutos, seguida
de centrifugacdo em centrifuga Beckman J2-HS (EUA), a 10 000 rpm por 30 min a
4°C, para remocéo das células e filtracdo em membrana de acetato de celulose, com

tamanho de poro de 0,22 pm.

O sobrenadante proveniente desta amostra foi dividido em duas aliquotas:
uma destinada a quantificacdo de glicose e de lactato e a outra para a quantificacdo
do polissacarideo. No caso do polissacarideo, a amostra era submetida a uma etapa
de dialise (membrana com tamanho do poro de 12-14 kDa) contra 200 volumes de

adgua a temperatura de 4°C por 48 h, com uma troca do volume de agua em 24
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horas. Este procedimento foi realizado para retirar a interferéncia relativa a glicose

residual presente nas amostras de cultivo.
4.5 EXPERIMENTOS CONDUZIDOS EM FRASCOS CONICOS

Realizou-se uma série de experimentos em frascos cobnicos de 500mL
contendo 250 mL de meio, submetidos a agitacdo em agitador rotatério Inova,
modelo ISF-4V, a 100 rpm e temperatura controlada a 37°C. A sequéncia de
producdo esta apresentada na figura 4.1. Para o experimento de selecdo do meio
mais adequado para producao de polissacarideo utilizou-se a linhagem 172/97. Nos
experimentos para determinar o tempo ideal de coleta dos pré-cultivos e a avaliacédo
da melhor cepa produtora de polissacarideo empregou-se 0 meio previamente
selecionado e as linhagens 172/97, 168/94 e 113/95. O tempo de transferéncia do
in6culo (1° e 2° pré-cultivos) variou de acordo com a cepa. O volume de in6culo

utilizado foi de 10%v/v.

Criotubo - lote trabalho

A 4

TSA + 5% v/v sangue
de carneiro desfibrinado

l 37°C/5% CO,/(16-18)h

V frasco = 125 mL

N
V meio = 62,5 mL (1° pré-cultivo)

l 37°C/100 rpm

V frasco = 250 mL

0 '_ -
V meio = 125 mL (2° pré-cultivo)

37°C/100 rpm

A 4

V frasco = 500 mL
V meio = 250 mL

(cultivo final)

Figura 4.1 Diagrama de blocos para os experimentos em frascos conicos
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4.6 EXPERIMENTOS EM BIORREATOR
4.6.1 Batelada simples

Nos cultivos em batelada simples foi utilizado o biorreator modelo Bioflo 110
(New Brunswick, USA) com agitacdo mecanica e dispositivos de controle de pH e de
temperatura, com capacidade de 2,5 L, contendo 1,5 L de meio de cultivo (figura
4.2). As etapas de obtengéo do inéculo para o biorreator, 1° e 2° pré-cultivos foram
realizadas conforme apresentado na figura 4.1. Em todos os experimentos foi
utilizado um in6culo de 10% v/v que corresponde a uma concentracao inicial de
células de 0,1 g/L, temperatura de 37°C e agitagdo de 100 rpm. Empregou-se NaOH
5M nos ensaios em que o pH foi mantido constante em 7,2. Nos experimentos para
avaliacdo da necessidade de atmosfera de nitrogénio, utilizou-se uma vazao de

nitrogénio de 0,5 L/min.

Figura 4.2 Biorreator modelo Bioflo 110 capacidade 2,5L- New Brunswick, USA.
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Nos experimentos em que se avaliou a concentragdo inibitéria de lactato no
crescimento e producdo de polissacarideo foi adicionado ao meio de cultivo, lactato

de sbdio 50% de forma a se obter uma concentracédo inicial de 5 g/L, 10 g/L e 20g/L.

Nos ensaios para avaliar a influéncia da concentragéo de colina inicial (5g/L e
20 g/L) no crescimento de pneumococos foi utilizada uma solucdo de colina
37,5%plVv.

Para avaliar a concentracao de glicose e nitrogénio total, este proveniente do
extrato de levedura dialisado, no processo de producdo de capsula polissacaridica
empregou-se a ferramenta de planejamento experimental através do delineamento
composto central rotacional (DCCR) com 22 pontos fatoriais mais 2x2 pontos axiais
mais 4 pontos centrais (totalizando 12 experimentos). O emprego de DCCR, com a
avaliacdo de cinco niveis de cada uma das variaveis (nitrogénio total e glicose)
permite avaliar as respostas a partir de modelos polinomiais de segunda ordem,
incluindo todos os parametros lineares e quadraticos, assim como as interacdes
lineares entre nitrogénio total e glicose, como indicado na equacao (em termos das
variaveis codificadas): Y = bo + by X1 + by Xo + b1z X1 Xo + b1y X2 + ba X2%. Na tabela

4.4 sao mostrados os niveis reais e codificados das variaveis estudadas.

Tabela 4.4 Variaveis analisadas no DCCR e seus respectivos niveis codificados

o Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Nitrogénio total (mg/mL) 0,11 0,25 0,6 0,95 1,09
Glicose (g/L) 6,0 10 20 30 34

A andlise estatistica foi feita no programa STATISTICA 9.1. Os efeitos de
cada uma das variaveis foram estimados com 90% de confianga, avaliados pelo
teste t e considerados estatisticamente significativos aqueles com p<0,1
(RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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4.6.2 Batelada alimentada

Para os ensaios conduzidos em batelada alimentada foi utilizado o mesmo
biorreator e as mesmas condi¢cdes de cultivo descritas para a batelada simples com
controle de pH sem adi¢do de nitrogénio. Nos cultivos com pulso de glicose (tempo
de cultivo de 5,5 horas) empregou-se uma solucdo de glicose 50% p/v. No
experimento com pulso de glicose (solucdo 50 % p/v) e acetato de amonio (solucéo

46,2% plv) a adicéo foi realizada no tempo de 4 horas de cultivo.

O experimento com alimentacdo continua foi realizado com um volume inicial
de meio igual a 1L contendo 20 g/L de colina. A composi¢cdo do meio de alimentacéo
era a mesma da batelada inicial s6 que duas vezes concentrado contendo 40g/L de
glicose. Ao fim do processo, o volume de meio fermentado no vaso reacional era de
1,5 L. A estratégia seria de alimentar com a mesma taxa de consumo de glicose na
etapa da batelada inicial, entretanto, isto ndo foi possivel por conta da bomba
(Masterflex L/S EASY-LOAD) disponivel para efetuar o trabalho. A alimentacao teve
inicio em 5 horas de cultivo com uma vazdo de meio empregada de 142,8 mL/h
cerca de 3,5 vezes maior do que a desejada.

4.7 METODOS ANALITICOS
4.7.1 Determinacgdo da concentracdo de células

A quantificacédo celular foi monitorada pela medida da absorvancia a 550 nm.
Previamente construiu-se uma curva padrao relacionando o peso de matéria seca
com a absorvancia. As células (linhagem St 172/97) utilizadas na construcdo da
curva padrao foram cultivadas em frascos conicos de 1L contendo 500mL de meio
TSB suplementado, a 37°C em agitador rotatério a 100 rpm. Apds 5 horas de
incubacéo, as células foram colhidas por centrifugacéo, lavadas e resusspensas em
agua destilada, de modo a obter-se uma suspensédo concentrada. A determinacdo da
concentracdo de células foi realizada transferindo-se 15 mL de suspensdo para

cadinhos de aluminio no total de 6 cadinhos previamente tarados. A pesagem dos
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cadinhos foi realizada até obtencdo de peso constante em estufa a 80°C, em
balanca analitica. No restante da suspensao celular foram realizadas varias diluicdes

e suas respectivas medidas da absorvancia.

A equacéao 4.1 descreve a correlacdo entre a absorvancia a 550nm e a concentracao

celular.

N :(Abs fdil —o,ozlgj Equacdio 4.1

19331

Onde:

X = concentracgédo celular em peso seco (g/L) a 550nm;
Abs = absorvancia em 550 nm,;
fd = fator de diluicéo.

4.7.2 Determinacdes de glicose e lactato

A concentracdo de glicose residual e lactato formado foram medidas no
sobrenadante livre de células utilizando kits enzimaticos (glicose — kit Laborlab,

Brasil e lactato — kit Katal, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.7.3 Determinacédo da concentracdo de polissacaride o

A estrutura do polissacarideo capsular de S. pneumoniae sorotipo 14 foi
descrita por Lindeberg e colaboradores (1977). Este polissacarideo é composto de
unidades repetitivas de um tetrassacarideo contendo D-glicose (1 parte), D-
galactose (2 partes) e N-acetil-D-glicosamina (1 parte). Uma mistura modelo destas
hexoses na mesma razao molar como na estrutura do polissacarideo foi utilizada
como padrao para construcdo de uma curva de calibracdo e a concentracdo de

polissacarideo foi medida pelo método de Dubois e colaboradores (1956).
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4.7.4 Determinagao da concentracao do nitrogénioto  tal

O nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl descrito na

Farmacopéia Brasileira (2010).

4.8 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DO PROCESSO
4.8.1 Processo com volume constante

Taxa especifica de crescimento microbiano
InX =,ux.(t —ti)—lnXi Equacdo 4.2
Onde:

MU :velocidade especifica de crescimento maxima (h™)

X: concentragdo de células no instante t (g/L)
Xi: concentracao de células no instante t; (g/L)
t: instante arbitrario t (h)
ti: instante arbitrario t; (h)

Fator de rendimento de producéo de polissacarideo (  g/g)

Yoo = —(Ej o itk Equacéo 4.3
AS) |S, -S

Onde:

P: concentracdo de polissacarideo (g/L)

Po: concentracéo inicial de polissacarideo (g/L)
S: concentragao de substrato (g/L)

So: concentracgao inicial de substrato (g/L)
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Fator de rendimento para crescimento celular (g/g)

67

Yy s :—(ij:[x_xoj Equacéo 4.4

AS) | s, -S

Onde:

X: concentragdo de célula (g/L)

Xo: concentracao inicial de célula (g/L)

S: concentragao de substrato (g/L)

So: concentracgao inicial de substrato (g/L)

Fator de rendimento para producdo de polissacarideo

(9/9)

e crescimento celular

Yo, x :(Apj:( P=h j Equagéo 4.5

AX ) | X=X,

Onde:

P: concentracdo de polissacarideo (g/L)

Po: concentracao inicial de polissacarideo (g/L)
X: concentracao de célula (g/L)

Xo: concentracao inicial de célula (g/L)

Fator de rendimento para formacao de lactato (g/g)

Y s = —(&j -7k Equacéo 4.6
AS) S, -S

Onde:

L: concentracdo de lactato (g/L)

Lo: concentracao inicial de lactato (g/L)

S: concentragao de substrato (g/L)

So: concentracgao inicial de substrato (g/L)
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Produtividade volumétrica (mg/L.h)

Qs = ( Pt_ Poj Equacso 4.7
f

Onde:

P: concentracdo de polissacarideo (mg/L)
Po: concentracao inicial de polissacarideo (mg/L)
Ts. tempo de fermentacao (h)

4.8.2 Processos com volume variavel

Fator de rendimento de producéo de polissacarideo (  g/g)

Yo, = (PV). - (PV), Equacéo 4.8
ore (S'V)to - (S'V)t

Onde:

(PV), = massa de polissacarideo no instante t

(PV), = massa de polissacarideo no instante inicial

(SV), = massa de glicose no instante t

(SV), = massa de glicose no instante inicial

Fator de rendimento para crescimento celular (g/g)

Y, - (Xv),, -(Xv)

=7 sv), - V)

to

Equacéo 4.9

tm

X.\/)tM =massa de células maxima
XV), =massa de células no instante inicial

to

S.\/)to = massa de glicose no instante inicial

sV),

M

=massa de glicose no instante de maxima concentracao de células

68
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Fator de rendimento para producdo de polissacarideo e crescimento celular

(9/9)
PV) -(PV
Yo x = (V). ~(Pv), Equac&o 4.10
(X'V)tM —(XV)tO
Onde:

PV), = massa de polissacarideo no instante t
PV)t = massa de polissacarideo no instante inicial

(

(

(x. ) =massa de células maxima

(XV), =massa de células no instante inicial

Fator de rendimento para formacao de lactato (g/g)

(L'V)t - (l—'\/)t0
(S'V )tO - (S'V )t

Y s = Equacao 4.11

Onde:

, = massa de lactato no instante t

. = massa de lactato no instante inicial

0

. = massa de glicose no instante inicial

0

(Lv)
(Lv)
(sv)
(SV), = massa de glicose no instante t

Produtividade volumétrica (mg/L.h)

PV) —-(PV
Qp:( )ttv( )t° Equacdo 4.12

t

(PV), = massa de polissacarideo no instante t
(Pv ) = massa de polissacarideo no instante inicial

t =tempo no instante t
V, =volume de meio no instante t



Capitulo 5: Resultados e Discussao 70

Capitulo 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES
5.1.1 Avaliagcéo dos meios de cultivo

Os meios convencionais para o0 cultivo de bactérias patogénicas exigentes
nutricionalmente empregam proteina de origem animal, devido a presenca de fatores
gue somente estdo presentes em compostos como o sangue, infusdo de cérebro e
coracado (BHI). Aliada a dificuldade na utilizacdo destes meios para se trabalhar em
grande escala, o FDA e a OMS recomendam que nao se utilizem componentes de
origem animal na producéo de vacinas, por conta de uma possivel contaminacéo por
agentes que causam a encefalite espongiforme bovina (BSE) que pode ser
transmitida para humanos (WHO, 2003; De VOE, 2004).

Existe uma grande variedade de meios que sao utilizados para o cultivo de
penumococos, complexos como o Brain Heart Infusion (BHI) (JIN et al., 2009; JUNG
et al., 2011), Tood Hewith Broth (THB), THB com extrato de levedura, semi-sintéticos
contendo hidrolisado de caseina (HOEPRICH 1955; CARMO 2010; KIM et al., 1996;
GONGCALVES et al., 2002), hidrolisado de soja (TSB) (LIBERMAN et al., 2008), TSB
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suplementado (PATON et al., 1983), meio definido (van de RINJ e KESSELER,
1980; GOGOLA, 2011) além de meios suplementados com sangue de cavalo e
extrato de levedura (RESTREPO et al., 2005).

Conforme detalhado no item 4.3.1 do capitulo de materiais e métodos, foram
avaliados trés meios de cultivo, a saber: meio de Hoeprich, meio TSB modificado e
meio de Catlin modificado. Nestes experimentos, conduzidos em frascos agitados,
foi utilizada a linhagem Streptococcus pneumoniae 172/97, a qual, como ja
explicado, € uma cepa de isolada no Brasil. As modificacdes dos meios TSB e Catlin
foram necessarias, uma vez que, em experimentos anteriores ao desenvolvimento
desta tese, realizados no Laboratério de Tecnologia Bacteriana
(Biomanguinhos/FIOCRUZ), se verificou que a linhagem em estudo ndo cresceu no
meio Catlin convencional e apresentou crescimento baixo no meio TSB convencional

(dados ndo apresentados e néo publicados).

A figura 5.1 mostra que os meios TSB modificado e Catlin modificado levaram
aos maiores valores de produtividade volumétrica, em torno de 3 mg/L.h. No entanto,
deve-se ressaltar que o0 meio TSB contém peptona, que € um insumo que pode vir a
dificultar o processo posterior de purificacdo do polissacarideo. Por outro lado, no
preparo do meio de Catlin modificado é empregado o extrato de levedura dialisado,
0 que minimiza problemas de interferéncia, conforme vem sendo utilizado para a
producdo industrial de polissacarideo de Neisseria meningitidis sorogrupos A e C
(AYME, 1973). Desta forma, optou-se pelo uso do meio de Catlin modificado para

dar prosseguimento aos experimentos.
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Figura 5.1. Produtividade volumétrica (Qp) calculada em 16 horas de
cultivo de S. pneumoniae, cepa 172/97, nos meios de Hoeprich, TSB modificado e Catlin.

5.1.2 Avaliacéo das linhagens produtoras

Foram avaliadas as cepas 172/97, 113/95 e 168/94 de Streptococcus
pneumoniae. A escolha das linhagens foi feita com base em parametros importantes
a serem considerados no desenvolvimento de vacinas: as trés cepas sao circulantes
no Brasil, e foram isolados de material clinico, e apresentram susceptibilidade

variada a acdo de antibidticos, sobretudo em relagcdo a penicilina, conforme

informacéo fornecida pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

5.1.2.1 Determinacédo do tempo ideal de coleta das células nos 1° e 2° pré-cultivos

O intuito deste experimento foi a determinagéo do tempo ideal de coleta das
células nos pré-cultivos para garantir que as mesmas estivessem em plena atividade
de crescimento e totalmente aclimatadas e, dessa forma, minimizar a fase lag do

cultivo final. De acordo com dados do projeto Desenvolvimento de uma vacina
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polissacaridica contra S. pneumoniae, desenvolvido em Bio-Manguinhos, decidiu-se
padronizar o indculo inicial proveniente do meio sélido entre 0,15-0,20 g/L, pois
quando se utiliza uma concentracao inferior ocorre uma fase lag muito extensa, o

que acarreta em um aumento no tempo total do pProcesso.

Nas figuras 5.2 e 5.3 estdo apresentadas as cinéticas de crescimento de
pneumococos sorotipo 14 linhagens 113/95, 168/94 e 172/97 nos 1° e 2° Pré-

cultivos, empregando-se o meio de Catlin modificado.

Estipula-se o tempo ideal de coleta das células na fase exponencial de
crescimento, tendo em vista que as mesmas estdo em plena atividade. O tempo de
coleta no 1° pré-cultivo para as linhagens 172/97, 168/94 e 113/95 foi quatro, trés e
cinco horas respectivamente. Com relagdo ao 2° pré-cultivo o tempo de coleta foi o

mesmo para todas as linhagens, sendo de trés horas.

1,60
1,40 £ T
L
1,20 -
~ 1,00 +
-
2
= 0,80 -
3
NO)
O 0,60
0,40 /I/
0,20 |
0,00 T T T T
0 2 4 6 8 10
Tempo (h)
——113/95 —=—168/94 172/97

Figura 5.2 Cinética de crescimento de S. pneumoniae no 1° pré-cultivo. Meio de Catlin
modificado em frasco agitado (trés repeticdes em triplicata)
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Figura 5.3 Cinética de crescimento de S. pneumoniae no 2° pré-cultivo. Meio de Catlin
modificado em frasco agitado (trés repeticdes em triplicata)

Foram avaliadas as variaveis de resposta ao final do cultivo, cujos resultados séo

apresentados na tabela 5.1.

Tabela 5.1. Variaveis de resposta da producao de polisssacarideo de S. pneumoniae
para diferentes linhagens.

Cepa Qp (Mg P/L.h) | Ypis (Mg P/gS) | Yxs (@ X/gS) | Yex(mg P/ g X)
113/95 3,79 19,1 0,308 63,75
168/94 2,70 11,2 0,243 45,08
172/97 3,08 13,1 0,266 47,98

Qp: Produtividade volumétrica; Ygs: Fator de rendimento de produgdo de polissacarideo;
Yys: Fator de rendimento para crescimento celular; Yp,x: Fator de rendimento para producdo
de polissacarideo e crescimento celular.

Pode-se observar um aumento de 20% na produtividade volumétrica da

linhagem 113/95 em relacdo a cepa 172/97 e 40% quando comparado com a cepa

168/94. O rendimento de substrato em polissacarideo foi 70% superior em relagédo a
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cepa 168/94 e 46% maior em relagdo a cepa 172/97. O fator de conversédo de
células em produto foi 33% maior em relacdo a cepa 172/97 e 41% em relacdo a
cepa 168/94.

De acordo com os dados apresentados, a cepa 113/95 se mostrou como
melhor opcéo para o desenvolvimento do estudo realizado nesta tese. Destaca-se
que ndo foram encontrados trabalhos na literatura empregando a cepa escolhida
para a producdo de polissacarideo o que caracteriza o ineditismo deste trabalho, de

carater eminentemente exploratorio.

5.2 BIOPROCESSO CONDUZIDO EM BATELADA
5.2.1 Influéncia do Controle do pH no Bioprocesso

Streptococcus pneumoniae, por se tratar de uma bactéria cujo reservatério natural
€ 0 ser humano, tem o seu pH de crescimento na faixa da neutralidade (BERGEY,
1994). Com o objetivo de conhecer e avaliar o comportamento de pneumococos,
mediante condicbes ambientais distintas, realizou-se experimentos em frascos

agitados e em biorreator de bancada, sem controle e com controle de pH.
5.2.1.1 Experimentos sem controle de pH

Os experimentos foram conduzidos em bateladas realizadas em frascos de
500 mL, contendo 250 mL de meio de cultivo, agitados em agitador rotatorio e em
biorreator de bancada de volume nominal 2,5 L e volume util de 1,5 L, nas condi¢gfes
descritas em 4.5. Foi feito o levantamento das curvas cinéticas em um tempo de
cultivo de 16 horas. Durante a fase de crescimento, com duracao de 8 horas, a cada
intervalo de 1 hora eram retiradas aliquotas para a quantificacdo de células, glicose,
lactato e polissacarideo. A partir de 8 horas de cultivo, as amostragens foram
realizadas em intervalo de 2 horas. As figuras 5.4 e 5.5 apresentam as curvas

cinéticas para os ensaios em frascos agitados e em biorreator, respectivamente.
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Figura 5.4. Perfil cinético de crescimento, producdo de polissacarideo, consumo de glicose e
formacéo de lactato em meio Catlin modificado frasco agitado cepa 113/95.
Numero de repeti¢cdes: 02.
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Figura 5.5. Perfil cinético de crescimento, producéo de polissacarideo, consumo de glicose e
formacéao de lactato em meio Catlin modificado biorreator sem controle de pH.
Cepa 113/95. Numero de repeti¢cdes: 02
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Os perfis de crescimento, de consumo de substrato, de formag&o de produto e
de lactato foram semelhantes nos experimentos conduzidos em frasco e biorreator
sem controle de pH (Figuras 5.4 e 5.5). Em frascos agitados e em biorreator a fase
exponencial de crescimento ocorreu entre 0 e 2 horas e os valores de py foram
0,829h™ para o frasco e 0,927h™ para o biorreator. A partir da 42 hora de cultivo o pH
ficou em torno de 4,7, a concentragdo de &cido latico se manteve constante e
observa-se uma interrupcdo no consumo de glicose restando 66,8% no frasco e
70,1% no biorreator. Massaldi e colaboradores (2010), cultivando outra linhagem de
S. pneumoniae sorotipo 14 em frasco sem controle de pH, empregando meio semi-
sintético observaram que a cultura se manteve estavel ao longo do periodo estudado
e quando o pH atingiu um valor de 4,75, a glicose ndo foi mais consumida restando
78,35% da glicose inicial, 0 que esta de acordo com os resultados encontrados

neste trabalho para os experimentos em frasco e biorreator sem controle de pH.

Os fatores de conversao de substrato em célula (Yys) e célula em produto (Yp/x)
foram calculados em 8 horas de cultivo, tempo este em que ndo mais se observou
crescimento, e as demais variaveis de resposta foram calculadas em 16 horas de

cultivo. Os resultados sao apresentados na tabela 5.2.

Tabela 5.2 Resultado das variaveis de resposta para cultivo de S. pneumoniae em meio de
Catlin modificado Cepa: 113/95.

Qy’ Ypss? Yxs® Yo Yus®

(mg P/L.h) | (mgP/gS) | (gX/gS) (mg P/ g X) (gL/gs)
Frasco agitado 3,72 18,05 0,314 62,2 0,997
Biorreator 1,96 10,27 0,376 32,6 0,947

Qp: Produtividade volumeétrica; Ygs: Fator de rendimento de producdo de polissacarideo;
Yys: Fator de rendimento para crescimento celular; Ypx: Fator de rendimento para producdo
de polissacarideo e crescimento celular; Y s: Fator de rendimento para formacao de lactato.
a: calculado no tempo de 16 horas de cultivo; b: calculado no tempo de 8 horas de cultivo

A produtividade volumeétrica (Qp) no cultivo em frasco foi 1,9 vezes maior do que
em biorreator sem controle de pH conforme apresentado na tabela 5.2. Esta descrito
na literatura que a concentracdo de oxigénio no ambiente é um fator importante na
producdo da capsula polissacaridica de pneumococos e de outros micro-organismos
gue sao encapsulados como Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e

Klebsiella pneumoniae. A concentracdo de polissacarideo aumenta em ambientes
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com menores niveis de oxigénio (WEISER et al., 2001), sugerindo desta maneira,
gue pela geometria do frasco ocorre uma menor disponibilidade de oxigénio no meio
em relagéo ao biorreator que possui um headspace maior e, portanto possibilitando
uma maior incorporacdo de oxigénio ao cultivo, o que ocasionaria em uma menor

producao de polissacarideo.

De acordo com Massaldi e colaboradores (2010), embora o pH seja um parametro
rotineiramente controlado em biorreatores, existe uma escassez de trabalhos em
escala de bancada empregando S. pneumoniae sorotipo 14 (GOGOLA, 2011),
sorotipo 6B (CARMO, 2010), sorotipo 23F (GONCALVES et al., 2002).

5.2.1.2 Experimentos com controle de pH

Os experimentos foram realizados em biorreator de bancada, nas mesmas
condicdes e sistematica de amostragens e andlises do experimento sem controle de
pH realizado em biorreator, diferindo apenas no tocante ao controle de pH, que foi
mantido em 7,2, mediante a adicdo de NaOH 5 M. A escolha deste valor de pH se
deu em funcdo do protocolo descrito para o sorotipo 14 (Institut Mérieux, 1980). Em
paralelo foi conduzido um experimento empregando atmosfera de nitrogénio, uma
vez que ha trabalhos na literatura indicando este procedimento como adequado ao
cultivo do agente em estudo (GONCALVES et al., 2002).

As curvas cinéticas do bioprocesso com pH controlado sdo apresentadas na
figura 5.6. Pode-se observar que a concentracdo de células, apds atingir um valor
maximo de 1,2 g/L, apresentou declinio decorrente de autolise. Tal fenbmeno é
atribuido a atividade da LytA (autolisina), uma enzima responséavel pelo rompimento
das ligagcbes N-acetil-muramoil-L-alanina da peptideoglicana da parede celular
(HOWARD e GOODER, 1974).

A autolise ocorreu a partir do final da fase exponencial de crescimento e tem inicio
quando ferombneos sédo liberados por um sistema complexo denominado quorum
sensing (RESTREPO et al., 2005), que constitui um mecanismo pelo qual a bactéria
pode se comunicar em nivel intercelular para monitorar sua propria densidade

populacional, disparando a atividade da autolisina (STEINMOEN et al., 2002). No
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trabalho de Gogola (2011) empregando outra linhagem de pneumococos do sorotipo
14 em meio complexo mantendo o pH constante em 7,0 também foi observada lise,

ap0s 0 maximo crescimento celular.
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Figura 5.6. Perfil cinético de crescimento, producdo de polissacarideo, consumo de glicose e
formacgé&o de lactato em meio Catlin modificado em biorreator com controle de pH. Cepa
113/95. Namero de repeti¢des: 02

O fendbmeno de lise nao foi observado no experimento sem controle de pH,
apesar de ter alcangcado a mesma concentracéo celular do experimento com controle
de pH (Figuras 5.4 e 5.5). Este fato pode ser atribuido ao pH 6timo de atuacao da
autolisina que é 7,0 (HOWARD e GOODER, 1974) e o valor do pH no cultivo sem
controle foi de 4,75. Cabe destacar que nao se pode afirmar que nesta fase de lise
cessa 0 crescimento, uma vez que a glicose continuou a ser consumida e o lactato

sendo formado, o que também foi observado por Gogola (2011) para o sorotipo 14.

Segundo a literatura, o polissacarideo é produzido com maior taxa durante a
fase exponencial de crescimento (BERGEY, 1994) o que estd de acordo com a
figura 5.6. A concentracdo de polissacarideo atingiu o valor maximo de 138,25 mg/L.

Comparando com o experimento sem controle de pH, verifica-se que a concentracéo
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de polissacarideo no ponto de maximo foi 3,5 vezes superior, indicando a

importancia do controle dessa variavel.

Para efeitos de comparacdo com o0 experimento sem controle de pH foram
calculadas as variaveis de resposta, apresentadas na tabela 5.3, nos tempos de
cultivo de 6 horas e 16 horas. A escolha desses tempos foi devido ao fato de que,
como mostrado na figura 5.6, em 6 horas se atingiu 0 maximo de concentracdo de

células e em 16 horas a glicose estava completamente esgotada.

Deve-se ainda ressaltar que ndo faz sentido se calcular as varidveis de resposta
dependentes da concentracdo de células Yyxs e Ypx com a concentracdo de células
fora do ponto de maximo. Sendo assim, o calculo de Yyxs foi realizado somente em 6
horas e o célculo de Ypx foi feito em 6 e 16 horas, porém usando o valor da
concentragcdo maxima de células. Este procedimento foi feito nos experimentos

subsequentes.

Tabela 5.3 Resultado das variaveis de resposta para cultivo de S. pneumoniae empregando
meio de Catlin modificado com controle de pH.

Variavel de Tempo de cultivo (h)
resposta G 16
Qp (mg/L.h) 20.0 765
com Yys (9/0) 0,139 -
controle Yeix (M/g) 117,93 115,74
Yess (9/0) 16,40 11.83
de pH Yus (9/9) 0,730 0.592
P (mg/L) 134,65 133,73
Qp (Mg/L.h) 474 1.96
Yxs (9/9) 0,356 ;
Sem Yrix (MQ/g) 28,47 31,37
controle Yeis (9/9) 10,15 10,27
de pH Yus (9/9) 0,993 0,947
P (mg/L) 38,71 41,61
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Ao se avaliar os dados em 6 e 16 horas de processo, constata-se que, ao se
realizar o controle de pH, houve um aumento acentuado da produtividade
volumétrica e da capacidade produtiva das células, expressa pelo fator Ypx , sendo
para ambos fatores cerca de 4 vezes. Ja o fator Ypss ndo apresentou grandes
diferencas ao final do processo, indicando que, no processo sem controle, enquanto
ndo houve inibicdo, as células responderam de forma similar. Quando se fez
controle, como a concentracéo de polissacarideo praticamente néo se alterou apos 6
horas de cultivo, o valor de Yps foi menor ao fim do processo, devido ao maior
consumo de glicose, porém da mesma ordem de grandeza do experimento sem

controle de pH.

No que diz respeito ao fator de conversédo de glicose em lactato (Yys) tal valor
foi menor para o sistema com controle. Isto se deu pelo fato de os dois experimentos
terem apresentado concentragfes préximas de lactato, porém o consumo de glicose

foi total quando se fez o controle de pH.

Os dados sinalizam gque existe a necessidade real de controle de pH, se

adotando, entao, este procedimento nos experimentos subsequentes.

5.2.2 Efeito da atmosfera de nitrogénio no bioproce  sso

De acordo com a literatura S. pneumoniae € um micro-organismo
aerotolerante (AUZAT et al., 1999) e a concentracdo de oxigénio no ambiente pode
ser um fator importante na capacidade desta bactéria regular a producdo da capsula
polissacaridica (WEISER et al.,, 2001; WEISER, 2003). Esta habilidade est4
relacionada as fases de instalacdo da doenca, conforme descrito no item 2.2. A
literatura reporta alguns trabalhos onde se aplica atmosfera de nitrogénio, visando
manter um ambiente de anaerobiose (GONCALVES et al., 2002, CARMO, 2010,
GOGOLA, 2011). No entanto, outros trabalhos nédo utilizam esta abordagem como é
0 caso de Macha e colaboradores (2010) que encontraram uma maior concentracao
de polissacarideo para uma concentracdo de oxigénio dissolvido de 7,6%. Macha e
colaboradores (2011) inclusive empregaram 0,1-0,2 vvm de ar para a producao de S.
pneumoniae sorotipo 6B, obtendo elevadas concentracdes de polissacarideo. Sendo
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assim, para verificar a real necessidade de se manter o sistema em anaerobiose, foi
conduzido um experimento com atmosfera de nitrogénio, mantida por meio de
injecdo de nitrogénio, a uma vazao de 0,5 L/min, mantendo constantes as demais
condi¢cbes de cultivo. A figura 5.7 apresenta as curvas cinéticas deste experimento,
onde se verifica que a atmosfera de nitrogénio levou a resultados inferiores no que
diz respeito a concentracdo de polissacarideo, tendo atingido um valor de 100 mg/L
ao final do cultivo. Também se verificou o fendbmeno da lise de células, com perfil

bastante similar ao do experimento sem controle de pH.
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Figura 5.7. Perfil cinético de crescimento, producdo de polissacarideo, consumo de glicose e
formagédo de lactato em meio Catlin modificado biorreator com controle de pH, mantido em
atmosfera de nitrogénio. Cepa 113/95. Numero de repetigbes: 02

Os resultados obtidos neste experimento estdo coerentes com os resultados de
Macha e colaboradores (2010). Estes autores mostraram que uma pequena tenséo
de oxigénio ndo afetou a expressdo da capsula. Desta forma, é razoavel pensar que
o ambiente do biorreator, caso mantido em atmosfera de nitrogénio, ndo se torna
representativo do ambiente do corpo humano. Por outro lado, parece que a pequena
quantidade de oxigénio decorrente do headspace do biorreator ou dos frascos
agitados pode favorecer a expressdo da capsula, porque, de certa forma, tal

condi¢c&o pode ter mimetizado o ambiente natural onde as células de S. pneumoniae
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se instalam e invadem o organismo. Jin e colaboradores (2009), trabalhando com o
cultivo de sorotipo 3 em biorreator de bancada, observaram que, em cultivos
estaticos, a producédo do polissacarideo foi menor quando comparada aos cultivos
agitados. Porém verificaram que, em agitacdo superior a 180 rpm, a producéo
decaiu gradualmente. Outro aspecto que deve ser ressaltado é a propria
composicdo do meio, conforme descrito no item 2.6, meios que contem bicarbonato,
mantém uma tensdo de gas carbonico, cisteina e acido tioglicélico, que mantém
ambiente redutor. A presenca dessas substancias no meio concorre para minimizar

a dissolugéo de oxigénio no meio.

Em face dos resultados obtidos, suportados pelos trabalhos citados na literatura,
optou-se por realizar experimentos com controle de pH, sem utilizacdo de atmosfera

de nitrogénio nos experimentos subsequentes do presente trabalho.

5.2.3 Avaliacdo da concentracdo de glicose e nitrog  énio total no processo de

producado de capsula polissacaridica empregando plan ejamento experimental

O objetivo nesta etapa do trabalho foi estudar a cinética de crescimento,
consumo de substrato e producdo da capsula do sorotipo 14 em biorreator,
empregando um meio de origem ndo animal com diferentes concentracbes de
glicose e nitrogénio total (extrato de levedura) utilizando a técnica de planejamento
experimental, visando o aumento de produtividade da capsula polissacaridica. Vale
ressaltar que dados de avaliacdo dos processos de producdo de polissacarideo
capsular de pneumococos com acompanhamento cinético ainda sao escassos na
literatura (MASSALDI et al., 2010).

Com relagédo ao planejamento experimental, apesar da crescente utilizacao
desta técnica nas Ultimas décadas para processos biotecnolégicos com
comprovacdo de sua robustez, no caso da producdo de polissacarideo de S.
pneumoniae, estes estudos sédo ainda mais escassos (JIN et al., 2009).

A estratégia empregada para a avaliacdo das duas variaveis (Nitrogénio total
e Glicose inicial) foi o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com a

avaliacdo de cinco niveis de cada uma das variaveis, permitindo identificar os
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efeitos/parametros lineares e quadraticos de cada uma das respostas do perfil
cinético, assim como as interagdes lineares entre as duas variaveis independentes.
Este planejamento permite a avaliagdo de modelos polinomiais de segunda ordem,
como mostrado no capitulo de Materiais e Métodos. A utilizagcdo da técnica de
planejamento experimental permite avaliar o efeito e interagbes das varidveis
escolhidas sobre as condigcbes de processo, avaliar o erro experimental (pela
repeticdo de experimentos no ponto central) e predizer as condicdes que otimizam a
producdo da capsula polissacaridica, buscando aumentar os niveis de produtividade
dos processos. Além disso, a normalizacdo de variaveis permite comparar o efeito
de cada uma, sem a influéncia da grandeza da variacdo de cada uma delas. As
técnicas de planejamento experimental foram desenvolvidas para permitir a
obtencdo do maximo de informagcbes com o0 menor numero possivel de
experimentos, enquanto a estratégia de avaliar um fator por vez, mantendo os
demais constantes, exige um maior numero de experimentos para obter estas

informacdes.

Deve-se ainda ressaltar que, no processo em estudo, a necessidade
comprovada de se realizar o controle de pH impediu que os experimentos do
planejamento experimental fossem feitos em frascos agitados, como é a praxe na
maioria dos trabalhos que utilizam essa ferramenta. Deste modo, 0s experimentos
foram realizados em biorreator, nas condi¢cfes detalhadas no item 4.6.1 Além disto,
foi necesséario o acompanhamento cinético, uma vez que é um dado importante do
processo a determinacdo do tempo em que se observa a lise das células e como

esta se relaciona com a liberac&o do polissacarideo no meio de cultivo.

Os perfis cinéticos de crescimento, de consumo de glicose e de producéo da
capsula polissacaridica do sorotipo 14 e de lactato estdo apresentados na Figura 5.8
para cada uma das condicOes definidas pelo planejamento experimental, durante
16 h de processo. Este tempo foi estipulado em funcéo dos resultados obtidos na
batelada com controle de pH (item 5.2.1.2).

Na figura 5.8A observa-se a lise da bactéria na fase estacionaria de
crescimento para todas as concentragdes de glicose e nitrogénio total estudadas.
Como mencionado anteriormente, S. pneumoniae posSsui um sistema quorum

sensing particularmente efetivo e que ativa varias autolisinas potentes, quando
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ce

rtas condi¢cOes sado encontradas na populagdo em crescimento, ocasionando uma

extensiva morte celular (RESTREPO et al.,, 2005). Com relacdo ao consumo de

glicose (Figura 5.8B), observou-se que esta fonte de carbono € completamente

consumida nas menores concentracdes iniciais. O polissacarideo capsular é

produzido durante a fase exponencial de crescimento (Figura 5.8C) sendo de

conhecimento que parte deste biopolimero esta ligado a célula, podendo ser liberado

du

rante a lise celular.
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Figura 5.8. (A) Cinética de crescimento (B) Consumo de glicose (C) Produgéo de
polissacarideo (D) Formacao de lactato de Streptococcus pneumoniae sorotipo 14 em
biorreator. G: Glicose, Nt: Nitrogénio total.
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Como esperado, o acido latico foi o principal produto do metabolismo da
glicose (Figura 5.8D) e a sua formagdo somente cessou quando também cessou o
consumo de glicose. A producéo de lactato é parcialmente associada ao crescimento
celular, considerando que este metabdlito continua a ser produzido apds cessar o
crescimento celular, o que também foi observado por Gongalves e colaboradores
(2002) utilizando S. pneumoniae 23F e o meio de Hoeprich com extrato de levedura

dialisado.

Avaliando conjuntamente a cinética de crescimento, de consumo de substrato
e de producdo da capsula e de lactato, verifica-se que aproximadamente até 6 h de
processo ocorre aumento na producdo da capsula polissacaridica associado ao
crescimento celular. Aproximadamente apés este tempo de 6h, tem inicio a lise
celular com a producdo de polissacarideo atingindo um plateau até 16 h de
processo, na maior parte das condi¢cdes testadas no planejamento experimental.
Comparando, as produtividades (producdo de polissacarideo por tempo), em
diferentes tempos de cultivo, foi identificada reducéo da produtividade com aumento
do tempo de processo (Tabela 5.4), como observado nos experimentos com controle
de pH. Desta forma, foi selecionado o tempo de 6 h para a avaliagdo dos resultados

do planejamento (Tabela 5.5).

Tabela 5.4. Resultados de produtividade (Qp) para 6h e 16h de processo.

Nitrogénio total Glicose inicial Qp 6h Qp 16h
(mg/L) (g/L) (mgP/L.h) (mgP/L.h)
0,25 10 12,00 6,36
0,25 30 14,40 9,52
0,95 10 19,14 7,80
0,95 30 21,40 11,95

0,6 20 16,79 8,65
0,6 20 13,99 6,45
0,6 20 17,58 10,01
0,6 20 20,77 10,79
0,11 20 10,04 521
0,6 6 10,25 4,28
1,09 20 14,34 6,65
0,6 34 17,47 8,72
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Tabela 5.5. Resultados da cinética para células, glicose residual, lactato, produgéo de
polissacarideo e produtividade volumétrica (Qp) em 6h de crescimento de S. pneumoniae
sorotipo 14 em meio de Catlin modificado em biorreator.

Nitrogénio Glicose i Glicose ) i
o Células ) Lactato | Polissacarideo Qp
total X1 inicial X2 @) residual @) (ma/L) (MgPIL.h)
m m .
(malL) (gL) ’ @y | ° °
0,25 1 10 1 1,373 1,72 6,442 77,47 12,00
0,25 1 30 1 1,057 18,97 6,957 91,15 14,40
0,95 1 10 1 0,906 2,65 5,467 124,08 19,14
0,95 1 30 1 1,398 18,54 7,978 140,94 21,40
0,6 0 20 0 0,913 11,66 6,188 108,27 16,79
0,6 0 20 0 0,933 10,57 6,647 90,98 13,99
0,6 0 20 0 1,095 9,64 7,204 115,96 17,58
0,6 0 20 0 1,149 9,45 7,973 136,55 20,77
0,11 i 20 0 1,1754 11,27 6,047 64,29 10,04
1,41
0,6 0 6 -1,41 0,661 0,00 4,273 71,90 10,25
1,09 1,41 20 0 1,043 10,16 7,412 99,68 14,34
0,6 0 34 1,41 0,873 24,81 6,591 113,55 17,47

No contexto da producdo de vacinas o que realmente importa €, em ultima
instancia, a quantidade de doses que uma unidade de producédo € capaz de obter
por dia e por unidade de volume de meio reacional. Em outras palavras, a variavel
de resposta que melhor traduz isto € a produtividade volumétrica, uma vez que se
entende por dose a massa do antigeno, no caso o polissacarideo, em um volume de

diluente.

A andlise estatistica da influéncia da concentragéo inicial de nitrogénio total e
glicose para os resultados de produtividade volumétrica (Qp) esta apresentada no
grafico de Pareto (Figura 5.9) em 6h de cultivo de S. pneumoniae sorotipo 14. O
Grafico de Pareto ordena de forma decrescente, por meio de barras, os efeitos das
variaveis (que podem ser, neste caso, lineares, interacdo e quadraticos), permitindo

comparar os de maior influéncia sobre o processo.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: QP (mg/L.h)
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=10,50241
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Figura 5.9. Gréfico de Pareto obtido para produtividade volumétrica pelo planejamento
experimental empregando Nitrogénio total e glicose inicial. Nesta andlise, a variavel 1 € o
nitrogénio total e 2 € a glicose inicial; (L) é o efeito linear e (Q) o efeito quadrético; a
interacao (linear) é identificada como 1Lby2L no Gréfico de Pareto.

Como pode ser verificada no grafico de Pareto, a produtividade volumétrica
apresentou influéncia estatisticamente significativa (a 90% de confianca, p<0,1) da
concentracdo de nitrogénio total inicial no biorreator, com maiores resultados obtidos
para concentragOes superiores de nitrogénio (efeito linear positivo). A resposta de
produtividade volumétrica apresentou R?> em torno de 0,6, ou seja, ndo foi possivel
obter um modelo com qualidade estatisticamente significativa para a representacao
do processo de producdo de polissacarideo nas condicdes do planejamento
experimental empregado. Isto indica que um modelo quadratico do tipo que pode ser
avaliado pelo DCCR nao é adequado para descrever os resultados de produtividade
volumétrica. O planejamento experimental realizado, para o intervalo de
concentracfes estudadas, ndo apontou influéncia significativa do bindmio glicose x
nitrogénio na principal varidvel de resposta que é a produtividade volumétrica. Isto
nao quer dizer que outras influéncias ndo devam ser estudadas, mas, para o
propésito da tese, optou-se por investir na conducdo do processo, com 0 meio que

resultou nos melhores resultados, apresentados no item 5.1.1.
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5.2.4 Influéncia do lactato no bioprocesso

Uma questdo intrigante diz respeito ao lactato. E recorrente na literatura a
informacédo de que o lactato formado a partir do piruvato € o principal metabdlito
produzido por Streptococcus sp. para que haja a reoxidacdo de NADH formado
durante a glicélise. Entretanto, o proprio acido lactico provoca inibicdo da via
glicolitica por retro-alimentacdo (citado em BIBAL et al., 1988; EVEN et al., 2002).
Os resultados discutidos até aqui apontam que ha uma correlacdo entre a

concentragéo de lactato, o consumo de glicose e a lise das células.

Para verificar tal efeito, foram conduzidos experimentos em biorreator de
bancada de volume nominal 2,5 L e volume util de 1,5 L, conduzidos em batelada,
nas condicbes descritas em 4.6.1. Foram avaliadas as concentragdes iniciais de
lactato de sédio de 5, 10 e 20 g/L, nas mesmas condi¢cdes e sistemética de
amostragens e analises do experimento em batelada com controle de pH. A opcéo
de se empregar lactato de sédio ao invés de acido lactico se deve ao fato de que o
pH € mantido constante mediante a adicdo de NaOH, logo, no meio, se acumula
lactato de sédio, e ndo acido lactico.

Para efeitos de andlise comparativa acerca da influéncia do lactato, os
resultados foram agrupados de forma gréfica, segundo as concentragbes medidas
de células, glicose, polissacarideo e lactato, mostradas nas figuras 5.10, 5.11, 5.12 e

5.13, respectivamente.
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—HB—Sem lactato —4—5 g lactato/L —4A—10 g lactato/L Y20 g lactato/L

Figura 5.10. Perfil cinético de crescimento em meio Catlin modificado sem e com 5 g/L,
10 g/L e 20 g/L de lactato inicial em biorreator. NUumero de repetices: 02

Glicose (g/L)

Tempo (h)

—M—sem lactato —¢— 5 g lactato/L —A— 10 g lactato/L —V— 20 g lactato/L

Figura 5.11. Perfil cinético de consumo de glicose em meio Catlin modificado sem e com
5g/L, 10 g/L e 20 g/L de lactato inicial em biorreator. Nimero de repeti¢des: 02
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Figura 5.12. Perfil cinético de produgéo de polissacarideo em meio Catlin modificado sem e
com 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L de lactato inicial em biorreator. NUmero de repeticdes: 02
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—B— sem lactato —— 5 g lactato/L —A— 10 g lactato/L —V— 20 g lactato/L

Figura 5.13. Perfil cinético de formac&o de lactato em meio Catlin modificado sem e com
5 g/L, 10 g/L e 20 g/L de lactato inicial em biorreator. Niumero de repeticdes: 02
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Os perfis de crescimento celular e consumo de glicose foram semelhantes para
0S experimentos sem lactato e com a adicao de 5g/L e 10 g/L de lactato, ocorrendo
um consumo total de glicose, diferente do que acontece quando a concentracdo de
lactato foi de 20 g/L, em que apenas 58% da glicose foi consumida. Excetuando o
processo com adi¢do de lactato em concentracdo de 20 g/L, para os demais, no
tempo de cultivo entre 5 e 6 horas pode-se observar a maior concentragéo celular.
Também se verificou que, quando a concentracdo de lactato produzido atingiu um
valor em torno de 5,5 g/L, foi observado o inicio do processo de lise celular. A
concentragdo de 20 g/L de lactato inibiu o crescimento em 2 vezes quando
comparado com o experimento sem lactato. Com relacdo a producdo do
polissacarideo, a maior ocorreu no meio sem adicéo de lactato, sugerindo que houve
alguma inibicdo com a adicdo de lactato. No trabalho de Goncalves e colaboradores
(2002), utilizando pneumococos sorotipo 23F, foi observado que concentragbes
abaixo de 10 g/L de lactato foram suficientes para inibir o crescimento bacteriano,

mesmo ainda existindo glicose presente no meio.

As variaveis de resposta produtividade volumétrica e fator de conversdo de
substrato em produto sdo mostradas na figura 5.14, onde se verifica que houve um
decréscimo nos valores das variaveis de resposta, a medida que se aumentou a
concentracdo de lactato. Os resultados convergem com as observacfes de
Gongalves e colaboradores (2003) quando afirmaram que h& uma concentracdo
critica de lactato acima da qual ocorre inibicdo do crescimento.

Segundo Bibal e colaboradores (1989), as bactérias produtoras de acido lactico
apresentam um intervalo amplo no valor da concentracdo de acido lactico inibitoria,
que é dependente do meio e das condi¢Bes de cultivo, ainda que se trate da mesma

linhagem.
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= Qp (mg/Lh)
m Yp/s (mg/g)

Qp (mg/L.h) e ¥p/s (malg)

sem lactato 5 g lactato/L 10 g lactato/L 20 g lactato/L

Figura 5.14. Qp e Yp;s em meio Catlin modificado com 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L de lactato

inicial em biorreator. NUmero de repeticdes: 02.

Os resultados discutidos nesta se¢cdo sugerem que nao soO o lactato externo
provoca inibicdo, mas principalmente o lactato produzido pelas células. Muito
provavelmente tal fenbmeno esta relacionado ao mecanismo de inibicdo da via

glicolitica por retro-alimentacao ou inibicao por feed-back.

5.2.5 Influéncia da adicdo de colina no crescimento

Streptococcus pneumoniae possui uma caracteristica especial para 0 seu
crescimento que € a exigéncia de adi¢cdo de colina. Este aminoalcool é incorporado
no acido teicoico e lipoteicoico que estdo ligados a peptideoglicana e a membrana
plasmatica respectivamente (YOTHER, 2004). Considerando que a producdo do
polissacarideo é associada ou parcialmente associada ao crescimento, buscou-se
avaliar a influéncia da adi¢cdo de colina no crescimento de pneumococos. As
concentracfes de colina selecionadas para este estudo, 5g/L e 20g/L, foram as
reportadas na literatura como adequadas para suprimir a lise de S. pneumoniae
(STORAI, 2008, GARCIA et al., 1999). O intuito de se evitar a lise celular visa
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7

trabalhar em sistemas por um maior periodo de tempo, como € o caso de
fermentacdes continuas. Neste grupo de experimentos, o alvo principal foi a
avaliacdo de crescimento. Nas figuras 5.15, 5.16 e 5.17 estdo apresentados os
perfis cinéticos de crescimento celular, consumo de glicose e formacdo de lactato,

respectivamente.

2,4~ -

Célula (g/L)

00— 1+ . :
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (h)

~m semcolina —®—5gcolina/L —4A— 20 g colina/L

Figura 5.15. Perfil cinético de crescimento em meio Catlin modificado sem e com 5 g/L e
20 g/L de colina inicial em biorreator. NUmero de repeticdes: 02.

O tempo de cultivo no qual se observa o inicio da lise celular foi maior, a medida
gue se aumentou a concentracdo de colina. Embora o percentual de lise das células
nao tenha apresentado diferencas acentuadas, com valor em torno de 25% para 0s
trés experimentos, foi observado um maior crescimento quando se adicionou colina
aos meios, de modo similar ao reportado por Storai (2008) para os sorotipos 4, 5, 8,
20 e 33F. O aumento percentual da concentracdo de células foi de cerca de 40% e
de 80%, para as concentragbes de colina de 5 g/L e 20 g/L, respectivamente.
Adicionalmente, é possivel que, além da glicose, a colina possa ter sido utilizada

como fonte de carbono adicional.

Em relacdo a lise, os resultados contrariam as expectativas de que concentracées

de colina entre 5 e 20 g/L seriam suficientes para prevenir a lise celular, conforme
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relatado para alguns sorotipos (STORAI, 2008, GARCIA et al., 1999). No entanto,
Storai (2008), trabalhando com 30 g/L de glicose e 5 g/L de colina, verificou que
houve inibicdo da lise celular apenas para os sorotipos 2, 5 e 8. No caso dos
sorotipos 20 e 33, que, em meio sem adi¢ao de colina, apresentavam altas taxas de
lise celular, ocorreu uma lise muito discreta. Comparando com os resultados do
presente estudo, pode-se afirmar que o efeito protetor da colina em relacdo a lise é

depende do sorotipo e das condi¢des de cultivo.

14 - -

124 -

Glicose (g/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (h)

—m—sem colina —¢—5gcolina/L —4A— 204 colina/L

Figura 5.16. Perfil cinético de consumo de glicose em meio Catlin modificado sem e com
5 g/L e 20 g/L de colina inicial em biorreator. Namero de repeti¢cdes: 02.

As curvas de consumo de glicose mostradas na figura 5.16 evidenciam que
nos meios em que se adicionou colina, o consumo total se deu em 8 horas de
cultivo, ao passo que sem adicdo de colina, o consumo total se deu em 12 horas.

Isto evidencia que a colina acarretou um aumento da taxa de consumo de glicose.

Em que pesem as diferencas verificadas tanto para o crescimento como para
o consumo de glicose, no caso da producdo de lactato (5.17), as curvas séo
praticamente superpostas, indicando que a colina ndo interferiu na sua producao.
Cabe ainda destacar que nao foram reportados na literatura trabalhos com a
avaliacdo da influéncia da adicdo de colina no consumo de glicose e producao de

lactato, ndo sé para o sorotipo 14, como também para outros sorotipos.
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Figura 5.17. Perfil cinético de formac&o de lactato em meio Catlin modificado sem e com
5 g/L e 20 g/L de colina inicial em biorreator. Namero de repeti¢cdes: 02.

5.3 BIOPROCESSO CONDUZIDO EM BATELADA ALIMENTADA

Conforme apresentado anteriormente, a excecdo dos experimentos sem
controle de pH, sempre ocorreu consumo total de glicose. Com o intuito de estender
o bioprocesso de forma a produzir mais polissacarideo, foram realizados
experimentos em batelada alimentada nas seguintes condi¢des: alimentacdo com
pulsos de glicose, alimentacdo com pulso de glicose e acetato e alimentacao
continua com meio adicionado de colina. Em bioprocessos, de um modo geral,
utiliza-se a adicdo de glicose quando este substrato € totalmente consumido. No
entanto, as estratégias empregadas nos experimentos nao seguiram esta regra
pratica. Optou-se por realizar a adicdo de glicose antes da fase de declinio da
concentragcdo de células, j& que, nesta fase, € de se esperar que as células ainda

nao estejam em condicao de estresse causado por caréncia de nutrientes.
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5.3.1 Batelada com pulso de glicose

Os experimentos realizados em duplicata foram conduzidos em biorreator de
bancada, nas condicbes descritas no item 4.6.2. Para evitar variacdo no volume de
meio, na alimentacdo empregou-se uma solucao concentrada de glicose (50% p/v).
A adicdo foi realizada no tempo de cultivo de 5,5 horas, tempo este proximo ao
ponto de maximo de concentracdo de células, conforme o resultado obtido na
batelada simples com controle de pH (item 5.2.1.2). O volume de solucdo de
alimentacao a ser adicionado foi calculado de modo que a concentracéo de glicose
no meio voltasse ao valor inicial de 10 g/L. Como ja informado, pelo fato de a
solucéo de alimentacdo ser muito concentrada, a variacdo de volume no biorreator
apos a alimentacdo (20 mL) foi desprezivel, face ao volume de meio (1,5 L). As

curvas cinéticas sdo apresentadas no grafico da figura 5.18.
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Figura 5.18. Perfil cinético de crescimento, producéo de polissacarideo, consumo de glicose
e formacéo de lactato em meio Catlin modificado biorreator com controle de pH, com pulso
de glicose em 5,5h.
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Para esta modalidade de operagcao do biorreator, verificou-se que o consumo
total de glicose ocorreu em 24 horas de cultivo. Neste tempo a concentragdo de
polissacarideo atingiu 190 mg/L e producdo de lactato em torno de 14 g/L. Assim
COmo ocorreu nos experimentos anteriores, observa-se o inicio da lise celular
quando a concentracdo de lactato produzido atinge um valor da ordem de 6 g/L,
corroborando a hipotese de que, para este sorotipo, parece que este valor de
concentracdo de lactato dispara algum mecanismo de autolise. As variaveis de

resposta estdo apresentadas na tabela 5.6

Tabela 5.6 Resultado das variaveis de resposta para cultivo de S. pneumoniae empregando
meio de Catlin modificado com controle de pH e pulso de glicose

Variavel de Tempo de cultivo (h)
resposta 6 16 24
Qp (Mg/L.h) 13,96 10,25 7,30
Yxs (0/9) 0,142 - -
Yeix (Mg/Q) 74,44 145,80 155,75
Yeis (9/9) 10,60 10,53 10,40
Yus (9/9) 0,756 0,848 0,704
P (mg/L) 93,74 174,03 185,22

Qp: Produtividade volumeétrica; Ygs: Fator de rendimento de producdo de polissacarideo;
Yxs. Fator de rendimento para crescimento celular; Ypxx: Fator de rendimento para producdo
de polissacarideo e crescimento celular; Y s: Fator de rendimento para formacgéo de lactato;
P: Concentracado de polissacarideo.

A produtividade volumétrica em 16 horas de cultivo foi 34% maior quando
comparada com o experimento em batelada com controle de pH. Os fatores de
conversao de glicose em produto ndo sofreram alteracdo ao longo do processo. No
entanto, o rendimento de substrato em polissacarideo foi inferior ao alcancado no
processo em batelada. Isto pode ser atribuido ao fato de que este ponto é
imediatamente posterior ao pulso e, neste momento, as células provavelmente ainda
estavam se aclimatando a oferta maior de substrato, ndo respondendo de modo
imediato no tocante a producdo de polissacarideo. A curva de producdo de
polissacarideo (Figura 5.18) mostra que, em 6 horas, ndo houve alteracdo da

concentracéo quando comparada ao ponto anterior.
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5.3.2 Batelada com pulso de glicose e acetato de am  6nio

Neste experimento foi realizado um pulso de glicose (50% p/v) e acetato de
amonio (46,2% p/v) em 4 horas de cultivo. A antecipacdo da adicdo em relacdo ao
experimento anterior foi feita em um ponto da curva anterior ao valor maximo de
crescimento celular, ou seja, anterior a fase estacionaria. Desta forma, se esperou
realizar o pulso durante a fase exponencial, na qual o cultivo apresenta maior
atividade. De acordo com a literatura, semelhante ao que ocorre com outras
bactérias laticas, o acetato poderia ser utilizado pelo micro-organismo, desviando o
metabolismo da glicose para a produgcdo do polissacarideo (CARMO, 2010).
Hoeprich (1955) verificou que atomos de carbono marcado provenientes do acetato
foram incorporados ao polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 2. A figura 5.19

mostra os perfis cinéticos do cultivo com pulso de glicose e acetato de aménio.
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Figura 5.19. Perfil cinético de crescimento, producéo de polissacarideo, consumo de
glicose e formacéo de lactato em meio Catlin modificado biorreator com controle de pH,
com pulso de glicose e acetato de am6énio em 4h.

Pode-se observar na figura 5.19 que o pulso ndo foi capaz de evitar a lise
celular. O lactato parou de ser formado em 10 horas, apesar de ainda existir glicose

presente no meio. A concentragdo méaxima de polissacarideo foi em torno de 300
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mg/L e g = 0,929 h™, que estdo na mesma ordem de grandeza do valor encontrado
por Carmo (2010) empregando o sorotipo 6B em meio complexo com pulso de

glicose e acetato que foi de 389,3 mg/L e 1,02 h™* respectivamente.

As varidveis de resposta estdo apresentadas na tabela 5.7. O fator de
conversdo de substrato em produto foi maior em todos os tempos de cultivo
analisados quando comparado com experimento com pulso de glicose,
provavelmente por conta da antecipacdo em 1,5 horas na adicdo da glicose e
acetato de amodnio, corroborando a hipétese que a adicdo deve ser feita antes do

cultivo atingir a fase estacionaria.

Tabela 5.7 Resultado das varidveis de resposta para cultivo de S. pneumoniae empregando
meio de Catlin modificado com controle de pH e pulso de glicose e acetato de amobnio.

Variavel de Tempo de cultivo (h)
resposta 6 16 24
Qr (Mg/L.h) 19,0 15,44 18,0
Yxs (9/9) 0,164 - -
Yeix (Mg/Q) 75,10 162,75 189,61
Yess (9/9) 12,34 15,25 17,17
Yus (9/9) 0,884 0,957 0,932
P (mg/L) 125,20 258,26 299,03

O valor da produtividade volumétrica em de 6 horas de cultivo foi proximo do
valor encontrado em 24 horas (tabela 5.7). No entanto, em 24 horas a concentracao
de polissacarideo foi 2,4 vezes maior e verifica-se uma reducdo na concentracao de
células de 68,7%, por conta da autolise, o que do ponto de vista do processo de
purificacdo € uma abordagem interessante. O aumento na concentracdo de
polissacarideo deve-se, provavelmente, as ceélulas que ainda estdo viaveis e
continuam produzindo polissacarideo e a sua liberagdo por aquelas que ja sofreram
lise. Em 16 horas, a lise € de 44,6% e uma concentracdo de polissacarideo de
258,26 mg/L, cerca de 13,6% (40,77 mg/L) inferior quando comparado com o tempo
de 24 horas. A adicdo do acetato de amoénio influenciou de forma positiva na
producdo do polissacarideo propiciando um aumento de 62% na concentracao
guando comparado com 0 experimento somente com pulso de glicose e de 220%

em relacdo a batelada simples.
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Do ponto de vista industrial o tempo ideal de coleta do cultivo deve levar em
conta 0 ganho em concentracdo de produto durante aquele periodo, o tempo de
limpeza, preparo e ocupacao do biorreator. O polissacarideo se trata de um produto
de alto valor agregado, cujo valor estd em torno de R$ 12/mg (ATCC, 2011). De um
modo geral os biorreatores utilizados na sua producdo possuem um volume util
menor, na ordem de centenas de litros, em relacdo a produtos de baixo valor

agregado, cujo volume esta na casa de milhares de litros.

A empresa Sanofi-Pasteur utiliza um biorreator com 1800L de meio (STORAI,
2008) na producdo de polissacarideo para a formulagdo da vacina 23-valente de
pneumococos (25 ug de cada polissacarideo/dose). Tomando como base o volume
uatil de 1800 L, se o cultivo fosse coletado em 16 horas estar-se-ia deixando de
produzir 2.935.440 doses no caso da vacina polissacaridica. Ja para a vacina
conjugada como, por exemplo, a 7 valente da Wyeth, em que se utiliza 2 pg de cada
polissacarideo seriam 36.693.000 doses. Para se ter idéia do que isto significa em
termos de vacinacdo da populacdo, de acordo com o Censo 2010 (IBGE, 2011), a
populacdo brasileira abaixo de 4 anos € de cerca de 14 milhdes, dos quais 2,3

milhdes estao entre 0 e 1 ano, faixa etaria alvo da vacina conjugada.

O exercicio de calculo simulado feito acima indica que, na pior das hipoteses,
em havendo perdas da ordem de 50% nas etapas de purificagdo, 18 milhdes de
doses seriam suficientes para cobrir o calendario de vacinacéo para a faixa etaria de
0-1 ano, cuja recomendacéo sao trés doses, inclusive contemplando a dose reforco

para criancas de 0-6 meses.

Esta projecao indica a importancia de se definir o tempo de parada do
bioprocesso visando néo se ter perdas potenciais de doses de vacinas. Aliado a isto,
nao se pode esquecer que quanto mais polissacarideo é liberado para o meio, mais
facilitada se torna a purificacdo, o que reforca a idéia de coleta no tempo de 24
horas, para o ensaio conduzido nas condi¢coes do presente estudo.
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5.3.3 Batelada com alimentacéo constante

Com o intuito de estender o bioprocesso, sem que ocorresse declinio na
concentracdo celular empregou-se o meio contendo colina na concentragcdo em que
se alcangou um maior crescimento celular, 20 g/L conforme apresentado no item
5.2.4. O volume inicial de meio foi 1,0 L e optou-se realizar a alimentacdo com meio
completo duas vezes concentrado contendo 40 g/L de glicose, visando ter um maior
tempo de alimentacdo, além de minimizar a limitacdo de algum nutriente durante o
processo e desta forma, promover um maior crescimento e uma maior quantidade de
polissacarideo. A alimentacéo foi iniciada em 5 horas de cultivo, considerando que
neste tempo ainda néo havia alcancado o crescimento celular maximo, conforme foi
observado no item 5.2.4. A vazéo de alimentacéo foi constante e igual a 142,8 mL/h
até completar o volume de 1,5 L. Na figura 5.20 estdo apresentados os perfis
cinéticos do bioprocesso.
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Figura 5.20. Perfil cinético de crescimento, producéo de polissacarideo, consumo de glicose

e formacéo de lactato em meio Catlin modificado biorreator contendo 20 g/L colina, controle

de pH e alimentag&o com vazéo constante de 142,8 mL/h de meio (40 g/L glicose e 2 vezes
concentrado nos demais insumos) em 5h de cultivo.

Observa-se na figura 5.20 uma diminuicdo da concentracdo de células apos
10 horas de cultivo que pode ser atribuida a uma lise discreta de 18,7 %, € ndo a um
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efeito de diluicdo porque neste tempo ja havia encerrado a alimentacdo de meio. A
glicose foi totalmente consumida em 12 horas e o lactato parou de ser formado em
10 horas de cultivo. Em 24 horas de cultivo a massa de polissacarideo foi 139,43 g,
duas vezes maior do a que a encontrada no tempo de 6 horas e somente 10%
superior ao tempo de 16 horas. A curva da concentracdo de glicose apresentou o
perfil tipico de batelada alimentada com vaz&o constante, onde se verifica no grafico
uma regido caracteristica de oferta de substrato maior do que o consumo,

acarretando acumulo de glicose.

Na tabela 5.8 estdo apresentados os resultados das varidveis de resposta.
Pode-se verificar que a produtividade volumétrica em 24 horas de cultivo com adi¢éao
de colina (20 g/L) foi 5 vezes menor quando comparada com 0 ensaio com pulso de
glicose e acetato de amonio. Isto pode ser provavelmente atribuido ao fato de que
grande parte do polissacarideo esta preso a célula, conforme reportado por Gogola
(2011). Consequentemente isto também acarretou um nitido decréscimo dos fatores
de converséo Ypx € Ypis quando comparados as bateladas alimentadas com pulso
de glicose e glicose-acetato. Como a producao/liberacédo de lactato ndo é afetada

pela ocorréncia ou nao de lise, o fator Y| s foi da mesma ordem de grandeza.

Tabela 5.8. Resultado das varidveis de resposta para cultivo de S. pneumoniae empregando
meio de Catlin modificado contendo 20 g/L colina, com controle de pH e alimentacdo com
vazao constante de meio (40 g/L glicose e 2 vezes concentrado nos demais insumos)

Variavel de Tempo de cultivo (h)
resposta 10 16 24
Qp (mg/L.h) 6,57 5,02 3,55
Yxs (0/9) 0,152 - -
Yeix (Mg/g) 24,60 30,03 32,25
Yess (9/9) 3,74 3,97 3,50
Yus (9/9) 0,719 0,736 0,743
P (mg/L) 73,49 88,01 92,96

A concentracdo de colina interfere na forma com que a bactéria cresce.

Segundo Yother e colaboradores (1998) em baixas concentracdes (0,005 g/L) deste
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nutriente essencial, a separacdo das células de pneumococos ocorre de forma
normal, em diplococos ou pequenas cadeias. A figura 5.21 mostra que a adicao de
20 g/L de colina promoveu o crescimento de S. pneumoniae em cadeias longas, por
conta da inibicdo da lise que é promovida pela autolisina, e este fendmeno também
foi verificado por Briese e Hakenbeck (1985). No trabalho de Giudicelli e Tomasz
(1984), os autores demonstraram que a colina livre ocupa 0s mesmos sitios que
permitem que a enzima reconheca e interaja com a colina ligada ao acido teicadico,

minimizando desta forma a lise celular.

r
L

Figura 5.21. Microscopia optica (aumento de 100 x) de células em 24 horas de cultivo de S.
pneumoniae sorotipo 14 cepa 113/95. Meio de Catlin modificado contendo 20 g/L colina,
com controle de pH e alimentacdo com vazao constante de meio (40 g/L glicose e 2 vezes
concentrado nos demais insumos).

Gogola (2011), cultivando outra cepa do sorotipo 14 em meio sintético
contendo 0,5 g/L de colina, verificou que cerca de 80% do polissacarideo fica preso
a célula. E que a adicédo de colina nesta concentragdo apresentou pouco efeito na
concentracéo de polissacarideo livre. No trabalho de Storai (2008), a autora verificou
que a adicéo de colina na concentracdo de 5 g/L provoca um aumento na producéo
de polissacarideo total (livre e preso a célula) apés purificacdo e que difere entre os
sorotipos. Para o sorotipo 33, este aumento foi de trés vezes. E importante ressaltar
que Storai (2008) quantificou o polissacarideo total (livre e preso a célula),
realizando a purificacdo, que compreende uma etapa de lise celular. Nesse caso, era

de se esperar que a concentragao fosse maior. No presente estudo foi quantificado o
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polissacarideo livre, logo ndo se pode afirmar nada em relagdo ao polissacarideo
retido.

No processo de producéo industrial deve-se avaliar se a introducdo de uma
etapa de lise das células para liberagdo do polissacarideo durante o processo de
purificacdo € vantajosa, ou seria melhor optar por um processo em que a lise ocorra
durante o bioprocesso. De fato é uma questdo que se prende a uma analise de
viabilidade econ6mica mais apurada, uma vez que, de forma geral, em processos

industriais a adicdo de etapas significa aumento de custos de capital e operacional.

5.4 CONSIDERACOES GERAIS

A figura 5.22 mostra a evolugdo dos estudos realizados na presente tese de
doutorado, as concentracbes de polissacarideo ao final do bioprocesso e um
panorama geral da produtividade volumétrica em todos os experimentos realizados
(Figura 5.23). Para efeito de ilustracéo, a figura 5.24 mostra o polissacarideo de S.
pneumoniae parcialmente purificado conforme protocolo descrito em Jin et al.,

(2009), proveniente do ensaio batelada com pulso de glicose e acetato de aménio.

300+
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191]-/

Polissacarideo (mg/L)

0 T T T T T
sem controfe de pH  com controle de pH Pulsc de glicose Pulsode glicose e Aimentagio com
acetato de amanio colina

Figura 5.22. Histograma comparativo dos valores da concentragdo do polissacarideo nos
cultivos no final do processo.
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Figura 5.23. Histograma comparativo dos valores da produtividade volumétrica nos
cultivos no final do processo

Figura 5.24. Amostra de polissacarideo parcialmente purificado de S. pneumoniae
sorotipo 14 cepa 113/95 em batelada com pulso de glicose e acetato de amoénio
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Quando se compara o melhor resultado encontrado neste trabalho com os dados

disponiveis na

literatura (Tabela 5.9) verifica-se que a concentracdo de

polissacarideo obtida se encontra na mesma ordem de grandeza dos dados

reportados na literatura. Entretanto, deve-se ressaltar a diversidade de linhagens de

sorotipos, de meios e de modo operacional do biorreator.

Tabela 5.9 Dados disponiveis na literatura para o cultivo de S. pneumoniae em biorreator.

Concentracao
Referéncia Sorotipo Meio/condugé&o do processo . b .
polissacarideo
méaxima (mg/L)
Goncalves et al Meio de Hoeprich modificado com
& " 23F extrato de levedura/batelada com 240
2002 . A
pulso de glicose e acetato de aménio
Cruz-Leal etal,, 23F Meio de Hoeprich/batelada 275
2006
y Meio de Hoeprich com 5 g/L de 1
Storai, 2008 8 colina/batelada 480
Storai, 2008 33F Meio de H(_)eprlch com 5¢g/L de 650"
colina/batelada
Jin et al., 2009 3 BHI/batelada 255
Macha et al., 3 Meio de Holt com peptona de soja 520
2010 (Hisoya)/batelada
Macha et al., 6B Meio de Holt com peptona de soja 550
2011 (Hisoya)/batelada
Meio de Hoeprich modificado com
Carmo, 2010 6B extrato de levedura/batelada com 400
pulso de glicose e acetato de aménio
14 Meio de Hoeprich modificado com
Gogola, 2011 (linhagem 5287) extrato de levedura batelada 275
Presente 14 Meio de Catlin modificado com
trabalho (inhagem113/95) extrato de levedura/batelada com 300

pulso de glicose e acetato de aménio

! valor da concentracéo de polissacarideo total
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Ainda em relagéo aos valores listados na tabela 5.9, o maior valor encontrado
se refere a quantificacdo de polissacarideo total (livre e retido) e, como ja
mencionado, o presente estudo quantificou a concentracdo de polissacarideo livre.
Os trabalhos listados na tabela representam todos os reportados na literatura para o
estudo cinético e/ou cultivo de S. pneumoniae, o que indica a grande escassez de
informacéo. O bioprocesso em estudo envolve ndo sé a obtencdo de uma molécula
complexa, como também um metabolismo que ndo estd completamente elucidado.
Para o leitor, certamente durante o texto surgiram algumas questbes que,
atualmente, ainda ndo tem explicacao reportada. Segundo Yother (2011) identificar
todos 0os mecanismos que regulam a sintese da capsula representara um grande

avanco na compreensédo desse processo tao intrincado.

Em que pesem as reflexdes apontadas e a tentativa de compreender a
fenomenologia do processo e o papel das variaveis que nele influenciam, a presente
tese tem, na Otica da autora, uma contribuicdo que néo é quantificavel, mas que
representa um grande avanco na geracdo de conhecimento, que € o0

estabelecimento de competéncia tecnoldgica.

Para entender o que isto significa, deve ser feita uma breve analise da
trajetoria para o desenvolvimento de uma vacina, que percorre as seguintes etapas
até a sua comercializacdo (BOMTEMPO E BAETAS, 2005):

(1) Pesquisa basica,

(2) Pré-desenvolvimento,

(3) Desenvolvimento da vacina candidata e estudos preé-clinicos,

(4) Scale up, producéo de lotes-piloto e aprovacao para estudos clinicos e

(5) Estudos clinicos — seguranca, imunogenicidade, eficacia e pos-comercializacao

Por conta disso, o tempo para o desenvolvimento de uma vacina é em média
de 15 anos para ser introduzida no mercado. Atualmente, as vacinas sao produtos
de alto valor agregado e aparecem no mercado mundial com altas perspectivas de
rentabilidade financeira para os grandes produtores mundiais (WHO, UNICEF,
2009). Desta forma, o setor, cada vez mais, se torna fortemente competitivo.

Produtos obtidos rapidamente, com custo apropriado, que utilizem tecnologia de
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ponta na sua producado, que cubram varias doencgas, com baixos eventos adversos e
alta reatividade cruzada sédo os mais interessantes neste mercado. Além disso, o
aumento da expectativa de vida em paises de economias emergentes e o aumento
significativo da populacdo mundial contribuem para o surgimento de novos mercados
para o desenvolvimento de vacinas tailor made com aplicacdes especificas a

determinados quadros epidemiolégicos.

Ainda de acordo com Bomtempo e Baetas (2005), no Brasil existem varios
grupos envolvidos com a pesquisa e desenvolvimento em vacinas, sendo a maior
percentagem destes grupos voltados para as etapas basicas do desenvolvimento
(etapas 1 e 2), quando comparado com as etapas finais. Estas por sua vez (etapas
3, 4 e 5), além de possuirem grupos menos numerosos, também possuem niveis de
competéncias mais baixos, principalmente nas etapas de scale up e estudos
clinicos. Portanto, o investimento na formacéo de recursos humanos é estratégico,
na busca de um alto nivel de desenvolvimento de processos biotecnoldgicos,
incluindo pessoal com doutorado em desenvolvimento tecnolégico e com formacao
para tratar as etapas de engenharia dos processos. Os resultados apresentados por
estes autores remetem a questdo de que grandes produtores nacionais de
imunobiolégicos, como Bio-Manguinhos, precisam de uma estratégia bem
estruturada para absorcdo de profissionais e competéncias geradas pelo
desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas, aplicadas a processos
biotecnoldgicos. Principalmente, se este desenvolvimento se aplica exatamente nas
etapas de otimizacdo de processos, scale-up e/ou obtencéo de produtos candidatos

a testes clinicos.

A competéncia gerada, por trabalhos como esta presente tese, se torna
disponivel para aplicacdo imediata na obtencdo de moléculas polissacaridicas de
origem bacteriana e consolida a formagdo de massa critica na Instituicdo publica.
Estes fatores contribuem para a competitividade dos produtos gerados por
desenvolvimento tecnolégico e divulgacao do perfil institucional ndo s6 de absorcéo
de tecnologias (transferéncias de tecnologias), mas também como parceiro para

desenvolvimento conjunto com principais grupos internacionais.

A despeito da mudanca de objetivos deste trabalho a partir da transferéncia

de tecnologia da vacina 10 valente da GSK contra 0 pneumococo, o trabalho aqui
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apresentado traz inovagdes de processos que ndo haviam sido implementados em
Bio-Manguinhos até agora. A constatacdo do aumento significativo de produtividade
volumétrica do polissacarideo do sorotipo 14, em batelada alimentada, cria a
perspectiva de estudo deste processo ou evolugao para uso de cultivos continuos na
producdo de capsula bacteriana de outros micro-organismos. Vacinas conjugadas
contra doencgas causadas por bactérias encapsuladas tém sido largamente aplicadas
em todo o mundo. A diminuicdo do tempo de producdo destas moléculas pelo
emprego destas formas de conducédo de processo fermentativo, podem contribuir
para otimizacdo do uso de equipamentos e areas fisicas disponiveis na instituicdo
aumentando a capacidade produtora de Bio-Manguinhos, o que pode criar novas

oportunidades de negdcio no mercado de vacinas.
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Capitulo 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

O presente estudo ndo se pretende definitivo acerca do desenvolvimento do
processo em estudo. Ao contrario, como toda pesquisa exploratoria, pode se
constituir em uma base para desenvolvimentos futuros, ndo s6 do polissacarideo do

sorotipo 14 de S. pneumoniae, como de outros sorotipos.

Algumas conclusbes foram apresentadas ao longo do texto e no final do
capitulo 5. Nao obstante, essas conclusdes ndo extinguem a discusséo e reflexao
acerca do tema, cabendo a esse capitulo um complemento, baseado nas deducdes
l6gicas, fundamentadas nos textos apresentados e nos resultados decorrentes da

pesquisa.

v" No que diz respeito a escolha do meio de cultivo de S. pneumoniae para uma
maior producdo de capsula, o meio de Catlin modificado se mostrou, dentre
0S meios avaliados a melhor opcao. A sua escolha se deveu pelo motivo de

ter levado a uma boa producao aliada ao fato de que o mesmo ndo contém
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em sua composicdo substancias potencialmente interferentes na etapa de
purificagao.

v' O tempo de coleta no 1° pré-cultivo para as linhagens 172/97, 168/94 e
113/95 foi quatro, trés e cinco horas respectivamente. Com relacédo 2° pré-
cultivo o tempo de coleta foi 0 mesmo para todas as linhagens, sendo de trés
horas. A escolha se deu no tempo anterior a fase estacionaria de
crescimento, de modo a se trabalhar com células com alta atividade
metabdlica

v' A cepa 113/95 foi a que levou aos melhores resultados em cultivo em frasco
agitado com o meio Catlin modificado. As variaveis de resposta produtividade
volumétrica, rendimento de substrato em polissacarideo foram superiores as
alcancadas pelas demais cepas estudadas.

v" No processo conduzido em biorreator, o controle de pH foi uma condicédo
importante no bioprocesso, levando ao aumento tanto de concentracao de
polissacarideo como da produtividade volumétrica, em comparacdo ao
processo sem controle de pH

v" A manutenc¢éo de atmosfera de nitrogénio nao se mostrou uma boa estratégia
para o cultivo, tendo em vista que as varidveis de resposta apresentaram
valores inferiores aos obtidos no processo em que ndo se adotou este
procedimento.

v' Para o intervalo de concentracfes estudadas, o planejamento experimental
realizado, ndo apontou influéncia significativa do bindbmio glicose x nitrogénio
na principal varidvel de resposta que é a produtividade volumétrica. Nas
condicbes do estudo, foi verificada somente a influencia linear da
concentracdo de nitrogénio, para um intervalo de confiangca com restricdo
relativamente ampla de 90%.

v" No tocante a influéncia do lactato, os resultados sugerem que néo so o lactato
externo provoca inibicdo, mas principalmente o lactato produzido pelas
células. As variaveis de resposta produtividade volumétrica e fator de
conversao de substrato em produto diminuiram a medida que se aumentou a
concentracdo de lactato externo. O processo foi fortemente inibido com a

adicao de lactato externo em concentracéo de 20 g/L
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v A adicdo de colina ao meio favoreceu o crescimento, porém os resultados
sugerem que houve um certo efeito protetor dessa substancia, levando a uma
minimizacéo da lise celular.

v Nas bateladas alimentadas com pulso de glicose e glicose-acetato foram
atingidos maiores valores das variaveis, com destaque para a alimentagéo de
glicose-acetato, na qual a concentracdo de polissacarideo atingiu 300mg/L,
com produtividade volumétrica de 18mg/L.h, sendo tais valores os maiores
atingidos no presente estudo. Ja na alimentacdo com vazdo constante de
meio contendo colina ocorreu uma redugao na produtividade.

v’ As estratégias estudadas e adotadas para o desenvolvimento deste
bioprocesso levou a um aumento da concentracdo de polissacarideo de
40mg/L para 300mg/L, indicando que o0s objetivos e metas tracados
inicialmente foram atingidos.

v' Empregando a linhagem 113/95, o meio de Catlin modificado e as condi¢des
de cultivo utilizadas, o pulso com glicose e acetato de amonio mostrou ser o

melhor modo operacional do biorreator.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Conforme ja mencionado ao longo do presente trabalho, ainda ha muitos
aspectos a serem estudados e avaliados. A seguir sdo listadas algumas sugestdes

para a continuidade do estudo, do ponto de vista do processo.

v' Avaliar outras formas de conducdo de processo visando aumentar a
densidade celular, considerando que o polissacarideo é associado ao
crescimento. O processo continuo com reciclo de células se mostra uma
opcéo interessante, que além das células retornarem ao biorreator, pode-se
retirar o lactato produto inibitorio do metabolismo.

v Empregar a metodologia desenvolvida para outros sorotipos que nao estao
contemplados na vacina 10 valente da GSK, e que possam vir a substituir os
sorotipos vacinais, como por exemplo, o sorotipo 19A.

v Investir na purificacdo do polissacarideo para avaliacdo da massa molecular

das moléculas obtidas de modo a atenderem as especificacbes da OMS.
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RESUMO

As taxas de morbidade e mortalidade associadasS#@eptococcus pneumoniae
permanecem muito elevadas mundialmente. Apesaredapia antimicrobiana estar
disponivel, a doenca pneumocdcica é responsavelmais de um milhdo de mortes
anualmente em todo o mundo. As vacinas comerd@aiefcazes e seguras, cuja base é a
capsula polissacaridica, principal fator de viralénde pneumococos. O objetivo deste
trabalho foi estudar a cinética de crescimentosgom de substrato e producdo da capsula
do sorotipo 14 em biorreator, empregando um meioridgEm nao animal com diferentes
concentracdes de glicose e nitrogénio total (extds levedura) utilizando a técnica de
planejamento experimental. Os melhores resultadosprbdutividade especifica gq
obtidos foram na faixa de 20 mg/L.g cel.h e comesiegram as menores concentracdes de
glicose inicial e ao nitrogénio total acima de @g/'mL.

Palavras-chave: Streptococcus pneumonijapolissacarideo, planejamento experimental,
DCCR (Delineamento Composto Central Rotacionabina

INTRODUCAO

Streptococcus pneumonigeneumococos) € um patdégeno humano importante que
apresenta uma diversidade de manifesta¢des clicacas otite média, sinusite, pneumonia
meningite e bacteremia. Segundo a Organizacdo Mumidi Saude (OMS) a doenca
pneumocaqcica € responsavel por 1,6 milhdes de mpdeano no mundo. Estima-se que
0,7-1 milhdo destas mortes é de criancas < 5 amatade, cuja maioria vive em paises em
desenvolvimento. Estima-se que 0 pneumococo tansiegno principal agente causador de
pneumonias, em quase todas as faixas etarias (V26{7). No Brasil, apos a introdugéo
da vacina contrddaemophillus influenzaépo b o pneumococo passou a ser a segunda
maior causa de meningites bacterianas em criaAp@sar dos antibidticos disponiveis, a
doenca pneumocécica continua a ser um grande pmabbie saude publica, devido a
disseminacdo global de cepas multiresistentes es e@sedicamentos. Em funcéo deste
qguadro, a prevencdo através da imunizagdo € denextimportancia no combate da
doenca.

A capsula polissacaridica € o principal fator deul@ncia de pneumococo, e
constitui-se de um polimero de grande variabilidauienica e estrutural sendo responsavel
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pela classificacdo deste microrganismo em maiOdeBotipos. Esta estrutura € a camada
mais externa do envoltério bacteriano; a sua eapeEscomposicdo quimica protegem o
microrganismo dos mecanismos de defesa do hospe#ieinberger et al, 2009). No
Brasil, o sorotipo 14 é o mais prevalente em cdang 5 anos, sendo responsavel por
39,8% da doenca pneumocdcica e 0 mais associagkisééncia a penicilina (28,9%) dos
isolados de meningites para a mesma faixa etarga(@acion Panamericana de la Salud,
2010).

Atualmente, as vacinas disponiveis no mercado panrevencdo da doenca
pneumocdcica sdo a vacina polissacaridica 23-waleamposta de 23 polissacarideos
livres recomendada para o0 uso em adultos e asasmcwonjugadas recomendadas para
criancas < 2 anos de idade. No Brasil, em 2010rogrBma Nacional de Imunizagbes
iniciou a implementacéo do uso da vacina 10-valéRtéiD-CV) produzida pela Glaxo
Smith Klein Biologicals (GSK) e que a partir de 20far4 parte do calendario basico de
vacinacdo da crianca especifico para menores danon(Ministério da Saude-Brasil,
2010). Esta vacina contempla trés sorotipos (17B)a&jue ndo estdo incluidos na vacina 7-
valente e possui uma cobertra@80% para a maioria das regides do mundo (Hausdorff
2000).

S. pneumoniaeé classificada como uma bactéria anaerobica deratbe e
nutricionalmente exigente, requerendo um meio cermlpara 0 seu crescimento. Sob
condi¢cbes anaerbbicas obtém energia para o setincezgo e divisdo celular realizando
fermentacdo homolética, cujo produto final do melismo da glicose € o acido latico
(Glass et al, 2001). Os meios classicos empregpdos o0 cultivo de pneumococos
utilizam componentes de origem animal. Poréem a Of&menda a utilizagcdo de
materiais protéicos de origem nao animal. Na dédad20 o Instituto Meriéux utilizou um
meio semi-sintético contendo hidrolisado acido aseta (Hoeprich, 1955) como fonte de
nitrogénio para a producdo de polissacarideo capsid pneumococosSeguindo essa
diretriz da OMS, neste trabalho buscou-se um m&onativo para o cultivo e producéo de
polissacarideo capsular de pneumococos. O meiaatim @i descrito originalmente para
o cultivo deNeisseria meningitidisorogrupo B (Fu et al, 1995). Segundo a literatura
(Rastrepo et al, 2005), existem algumas substagciasao essenciais para o crescimento
de pneumococos e que nado estdo contempladas naen€atlin MC6, tais como: colina,
glutamina, asparagina, sulfato de manganés e umeagedutor (acido tioglicolico). Além
destes insumos também se adicionou extrato de uewvetbmo fonte de nitrogénio e
vitaminas ao MC6.

Finalmente, apesar de existirem varias vacinagazadi contra pnemococos, estudos
relativos ao cultivo bacteriano visando ao aumedt produtividade da cépsula
polissacaridica ainda sdo escassos. Neste contextbjetivo do trabalho consiste no
estudo da cinética de crescimento, consumo deratdst producédo da capsula do sorotipo
14 utilizando diferentes concentracdes de glicoséregénio total utilizando a técnica de
planejamento experimental.

MATERIAIS E METODOS
Microrganismo: A Linhagem 113/95 d&. pneumoniaesorotipo 14 foi fornecida pelo

Instituto Adolfo Lutz, SP, Brasil. A partir da anlpdiofilizada preparou-se uma suspensao
de células em TSB com 20% v/v de glicerol estoemddreezer a -7C.
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Meio: Empregou-se 0 meio de Catlin modificado Bio (Fuakt1995) contendo sulfato
férrico ao invés de citrato férrico, diferentes cemtracdes iniciais de glicose (6, 10, 20, 30
e 34 g/L) e de extrato de levedura dialisado emdsrde nitrogénio total (0,11, 0,25, 0,6,
0,95, 1,09 g/L). Foram adicionados outros compaepresentes no meio de Hoeprich
(1955). Composicéo final do meio de Catlin modiiedio (L de meio): 5,8 g NaCl; 4,0 g
KoHPOy;, 3,9 g &cido glutamico; 1,0g N8I, 1,09 KSO; 05 ¢
L-serina; 0,4 g MgGIl6H,0O; 0,25 g L-glicina; 0,15 g L-arginina; 0,1 g L4g&a.HCI;
0,028 g CaGl2H,0; 0,0312 g &cido citrico; 2,31 mgF804); 10 mg cloridrato de colina
(Sigma); 625 mg glutamina; 100 mg asparagina; M8aVinSQ.7H,0; 1,0 g bicarbonato
de sédio; 1 mL acido tioglicolico 10% v/v. O diado de extrato de levedura foi preparado
de acordo com Ayme et al (1973). Os componentesndm foram esterilizados por
fitracdo em membrana de O0,gfh. Empregou-se delineamento composto central
rotacional (DCCR) a cinco niveis de cada uma dagaweis com triplicata no ponto central
(glicose: 20 g/L e nitrogénio total: 0,6 g/L) paalefinicAo da concentracdo de glicose e
extrato de levedura.

Cultivo: A suspensdao bacteriana foi semeada em garrafaabe ddntendo TSA com 5%
de sangue de carneiro desfibrinado com auxilioédel@s de vidro e incubou-se &G@7%em
atmosfera com 5% de G@or 16 h. As células foram ressuspensas com 1@emnheio de
cultivo e transferidas para dois frascos conicod2te mL contendo 62,5 mL de meio, de
modo que a absorvancia inicial (550 nm) fosse PrBngiro pré-cultivo). Apds incubacao
por 4 h a 37TC e 100 rpm, dois frascos conicos de 250 mL cowteri®,5 mL de meio
eram inoculados com 12,5 mL da suspensédo e incaba@m®d mesmas condi¢des citadas.
Este segundo pré-cultivo serviu de inéculo paréoadnator, na propor¢cdo de 10% v/v. Os
cultivos foram realizados em biorreator de 2 L {®iol10, New Brunswick, USA)
contendo 1,5 L de meio a %7 e velocidade de agitacdo de 100 rpm. O pH foitigan
constante a 7,2 pela adicdo de NaOH 5 M. A cadar&sheram feitas amostragens para a
guantificacdo de células, glicose, lactato e patiasdeo.

Métodos analiticos As células foram quantificadas por leitura daocab@ncia do cultivo a
550 nm, correlacionada a uma curva de massa sevapente construida, empregando
meio isento de células como branco. Amostras divodbram centrifugadas a 9500 x g, a
4°C por 20 min e os sobrenadantes utilizados pacmastificacées de glicose residual, de
lactato produzido, utilizando os kits enziméticd&cage-oxidase (Laborlab, Brasil) e
lactato-desidrogenase (Katal, Brasil), respectivame O polissacarideo também foi
determinado nos sobrenadantes, ap6s dialise, pétodm classico do fenol-sulftrico
(Dubois et al, 1956). O polissacarideo capsulas.deneumoniasorotipo 14 (PCS 14) é
um heteropolissacarideo neutro formado por unidaepstitivas de um tetrassacarideo
composto por 1 unidade de
D-glicose, 2 unidades de D-galactose e 1 unidads¥-deetil-D-glicosamina (Lindberg et
al, 1977). Uma solucdo com a mesma composicaoa® naolar presente no PCS 14 foi
utilizada como padrédo para a constru¢do da curveatieracdo. A didlise foi realizada
contra agua destilada (corte da membrana: 12-14 KIB&/4C) para a remocao da glicose
residual e de possiveis interferentes. O nitrogéotial foi determinado pelo método de
Kjeldahl (Farmacopéia Brasileira, 2010).

Andlise estatistica: A analise estatistica foi feita no programa STAIGA 9.1. Os
efeitos de cada uma das variaveis foram estima@&6%eade confianca, avaliados pelo teste
t e considerados estatisticamente significativoelegucomp<0,05 (Rodrigues e lemma,
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2005). O emprego de DCCR, com a avaliagdo de cingais de cada uma das variaveis
permite avaliar as respostas a partir de modelbsgmoiais de segunda ordem, incluindo
todos os parametros lineares e quadraticos, assmo @s interacdes lineares entre
Nitrogénio total e Glicose, como indicado na eqoagam termos das variaveis
COdiﬁcadaS): Y g+ by X + o Xo + bo Xy Xo + by X12 + boo X22.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1A observa-se a lise da bactéria nadatsionaria de crescimento para
todas as concentracOes de glicose e nitrogénibdstadadasS. pneumonia@ossui um
sistemaquorum sensingarticularmente efetivo e que ativa varias aut@s potentes,
guando certas condicbes sdo encontradas na popuwat&rescimento, ocasionando uma
extensiva morte celular (Restrepo et al, 2005). @alagdo ao consumo de glicose (Figura
1B), observou-se que esta fonte de carbono é ctanpé@te consumida nas menores
concentracdes iniciais. O polissacarideo capsytao@uzido durante a fase exponencial de
crescimento (Figura 1C) e é de conhecimento quee plste biopolimero esta ligada a
célula, podendo ser liberado durante a lise cel@amo esperado, o acido latico foi o
principal produto do metabolismo da glicose (Figliig e a sua formagdo somente cessou
guando também cessou o consumo de glicose. A podde lactato é parcialmente
associada ao crescimento celular, considerando egte metabdlico continua a ser
produzido apds cessar o crescimento celular, dayjubém foi observado por Gongalves et
al (2002) utilizandcS. pneumonia23F e o meio de Hoeprich com extrato de levedura
dialisado.

A produtividade especifica ggfoi eleita como variavel de resposta para avabac
dos experimentos, pelo fato da concentracdo delasélaumentar durante o cultivo
descontinuo, sendo mais interessante analisarla®esalas produtividades com relagéo a
concentracdo de células em um dado instante. Goasidb a auséncia de lise bacteriana
com 6 h de cultivo optou-se por este tempo paidaulo das g5 (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados de produtividade especifigaafmps 6h de crescimento 8e pneumoniasorotipo 14
em meio de Catlin modificado Bio em biorreator.

Nitrogénio total X1 Glicose Xo ('S
(mg/L) (g/L) (mgPS/L.g cel.h)
0,25 -1 10 -1 8,7
0,25 -1 30 1 13,6
0,95 1 10 -1 21,1
0,95 1 30 1 15,3
0,6 0 20 0 18,4
0,6 0 20 0 15,0
0,6 0 20 0 16,1
0,6 0 20 0 18,1
0,11 -1,41 20 0 8,5
0,6 0 6 -1,41 15,5
1,09 1,41 20 0 13,7
0,6 0 34 1,41 20,0

A analise estatistica da influéncia da concentrdgémal de nitrogénio total e
glicose foi realizada para os resultados de céfjliegse residual, polissacarideo, lactato e
produtividade especifica apdés 6h de crescimentoSdegneumoniaesorotipo 14. A
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concentracdo de células apresentou influéncia téaagéio linear entre a concentracdo de
nitrogénio total e de glicose no biorreator. A prodb de polissacarideo sé dependeu do
nitrogénio total, com maiores resultados obtidosa paoncentracbes superiores de
nitrogénio. A concentracdo de lactato dependeu lidasg inicial (os dois parametros,
linear e quadratico, foram estatisticamente sigaiifvos). Os dados indicam que a
producdo de lactato aumenta com maiores concessagé glicose (confirmado pelo
parametro linear positivo), mas atinge um valor iméxsimilar para concentragdes acima
do ponto central (efeito quadratico negativo). Nsac da glicose residual apds 6h de
crescimento, somente o efeito linear da glicosedtatisticamente significativo e positivo,
com p<0,05 (como verificado na Figura 1B, comparandoeexpentos com a mesma
concentracdo de glicose, o resultado é praticamentmesmo para as diferentes
concentracdes de nitrogénio, mostrando que nitfog@étal inicial ndo apresentou efeito
estatisticamente significativo, uma vez gu®,05).

Para os dados de produtividade especificangstrados na Tabela 1, os efeitos
linear e quadrético do nitrogénio total e a intBoagntre esta variavel com a concentracao
inicial de glicose, obtidos pela andlise estatistia 95% de confianca, foram
estatisticamente significativos e podem ser descpela equacdo em termos das variaveis
codificadas (x e %). O modelo (g=17,3+ 2,7 x; —2,9x°— 2,7 X1 X») foi validado pelo
coeficiente de correlacdd’{ em torno de 0,85) e pela andlise de variancia (¥NQ
indicando que é capaz de representar os dadosireepéais com boa concordancia entre
os valores experimentais e os preditos pelo modelago possivel, desta forma, obter a
superficie de resposta (Figura 1E).

Glicose (g/L)
s B B8 B R BB 8

Células (g/L)

[(Weay el 60

2004

Lactato (g/L)

Polissacaridoeo (mg/L)

T T T T T T T T
T T T T
0 2 6 8 10 9 1 [ 2 4 6 8 10 2 1 16 18

Tempo () Tempo(h)
B— G:30g/L Nt0 25mg/mL —#— G:34g/L N0 EOmg/mL —a— G:20g/L Nt:1 09mag/mL
A— G:10g/L N1:0 85mg/mL —&— G:20g/L Nt:011mag/mL —O—G:10g/L Nt:0 25ma/mL
G:20g/L Nt:0 BOmg/mL w— G:6 0g/L N0 B0mg/mL #r— G:30g/L NtO 95mg/mL

Figura 1. A) Cinética de cresciment®) Consumo de glicoseC] Producao de polissacariddd) (Formagao
de lactato deStreptococcus pneumonia®rotipo 14 em biorreator. G: Glicose, Nt: Nitroggtotal. €)
Superficie de resposta indicando a influéncia tmgénio total e da concentracao inicial de glicolstida a
partir do modelo para-gmgPS/L.g cel.h).
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A superficie de resposta para a produtividade é&sgeenostrou que as condicdes
gue maximizam a resposta desejadadcma de 20 mgPS/L.g cel.h) correspondem as
maiores concentracdes de nitrogénio total no lkatwre(acima de 0.6 em termos da
variavel codificada, que corresponde a 0,80 mg/mipara as menores concentracées de
glicose inicial (entre -1 e 1,41 em termos da wali@odificada, correspondendo a 10 e 6
g/L, respectivamente), conforme Figura 1E.

CONCLUSOES

A utilizacdo da técnica de planejamento experimgreemitiu avaliar o efeito e interacdes
da concentracdo de glicose e nitrogénio total altes® 0 maximo de informacbes
(incluindo avaliacdo dos erros experimentais) commenor numero possivel de
experimentos visando ao aumento dos niveis de paodde polissacarideo. Os efeitos
linear e quadratico de glicose nao foram estatistante significativos sobre a
produtividade especifica. As condicbes que maxiraimaa produtividade especifica @

20 mgPS/L.g cel.h) correspondem as concentragbesitlegénio total acima de

0,80 mg/mL e as menores concentragdes de glicasal ifabaixo de 10 g/L).
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Abstract Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is among the most significant causes of
bacterial disease in humans. Capsular polysaccharide (CPS) production is essential for pneumococcal
virulence. Pneumococcal CPS has been widely used as vaccine antigen. This study is focused on the
influence of culture conditions of Streptococcus pneumoniae serotype 14 as for developing an
industrial method for polysaccharide production. The pH proved to be a highly important variable in
batchwise culture. Using the pH control all glucose added was consumed resulting in a four-fold
increase in polysaccharide productivity relative to cultivation without pH control. S. pneumoniae is a
lactic acid bacterium, so named for its primary metabolic byproduct (lactate), which has an inhibitory
effect on cell growth in concentrations ranging from 4 to 5 g/L. An increase of 30% in polysaccharide
productivity was observed using glucose pulses with 5.5 hrs of growth, resulting in a maximum
polysaccharide concentration of 185.2 mg/L. Our data suggest the possibility of using a medium of
non-animal origin and employing pH control for the cultivation of pneumococcus to produce a
polysaccharide vaccine.

Keywords: polysaccharide capsular, vaccine, Streptococcus pneumoniae

INTRODUCTION

Streptococcus pneumoniae is an important pathogen in young children and older adults and causes
invasive disease, meningitis, and otitis media worldwide. More than 90 pneumococcal serotypes have
been identified, and each possesses an immunologically distinct capsular polysaccharide which is the
main bacterial virulence factor (Bogaert et al. 2004; Garau and Calbo, 2007; Weinberger et al. 2009).

The impact of pneumococcal disease on young children is a matter of great concern in developing
countries, where the disease causes estimated 1.2 million deaths of young children annually
(Hausdorff et al. 2000).

In South America the pneumococcal disease incidence and the mortality rates in children below 5
years of age vary a lot among different countries. Brazil, Peru, Bolivia and Colombia presented disease
incidence from 750 to 1,000 cases per 100,000 inhabitants in 2000. On the other hand Guyana,
Paraguay and Suriname presented higher incidence (2,000-3,000 cases/100,000). However in the
same period Brazil and Bolivia displayed higher mortality rates (80-160 deaths/100,000). Moreover
Argentina and Uruguay showed low mortality rates (ca of 10 deaths/100,000) and an incidence
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average of 1,000 cases/100,000 inhabitants. Chile was the only country with low rates of mortality (5
deaths/100,000) and disease incidence (250 cases/100,000) (www.preventpneumo.orq) in that year.
Nowadays Brazil shows 15% of bacterial meningitis caused by S. pneumoniae. In this country,
pneumococcal meningitis has presented an incidence coefficient of 7.5 per 100,000 inhabitants in
children under five years, in the last 10 years (www.saude.gov.br/svs). Data from Vaccine Regional
System 1l in 2009 for pneumococcus disease in Latin America, show the serotype 14 as the most
prevalent in 58% of the countries. In Brazil it has been accounted almost 40% of pneumoccocal
infections in children below 5 years of age caused by serotype 14. Penicillin resistance is detected in
29% of meningitis isolates (Organizacién Panamericana de la Salud, 2010).

The bacterial capsule has been used as an antigen in pneumococcal vaccines since the 1980s which
led to the development of a 23-valent polysaccharide vaccine that have proven to be efficacious
against pneumococcal disease in adults (Institut Merieux, 1980). However, pneumococcus
polysaccharide vaccines are not effective in young children and have a low efficacy in older adults.
Because polysaccharide antigens are T-independent molecules, they do not induce immunological
memory and long-lasting immune response (Weintraub, 2003). Therefore, these antigens will likely be
replaced by new, conjugated vaccines whose efficacy depends on the inclusion of prevalent regional
serotypes to be successful in protection. Pneumococcal conjugated vaccines have been licensed
around the world, beginning with a seven-valent from Pfizer (formerly Wyeth) against serotypes 4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F and 23F (Jefferies et al. 2010). More recently, a 10- valent from GSK (Sinflorix) and
13 valent from Pfizer (Prevnar 13) vaccines were licensed in Brazil.

Although S. pneumoniae disease and new vaccineshas been extensively studied, few publications
have focused on different fermentation processes and bioreactor up-scale cultivation currently used in
vaccine antigens production. Considering that the serotype 14 is one of the most prevalent in Brazil
and in other South American countries, this study estimated the kinetic parameters and evaluated the
PSC production yield of serotype 14 cultivation in 2.5 liter-bioreactor.

MATERIALS AND METHODS
Microorganism and stock cultures

S. pneumoniae serotype 14 strain St 113/95 was clinically isolated and is deposited in the Instituto
Adolfo Lutz, Secdo de Bacteriologia, SP, Brazil. Stock cultures of S. pneumoniae 14 were grown in
non-animal Trypict soy broth (TSB) for 5 hrs at 37°C with 5% CO, and maintained in a deep freezer (-
70°C) in the same medium, supplied with 20% (v/v) glycerol.

Medium composition and preparation

A modified Catlin medium (Catlin Bio) was specially developed for this study. The original Catlin 6 (Fu
et al. 1995) was added by Fe,(S0O4)s; (2.31 mg/L) instead of iron citrate. The other components added
were: 10 mg of choline, 625 mg of L-glutamine, 100 mg of asparagine, 360 mg of MnS0O4.7H,0, 1 mL
of thioglycolic acid (10% v/v) and 1 g NaHCOg3 in 1 L of the final medium. The other components added
were: 10 mg of choline, 625 mg of L-glutamine, 100 mg of asparagine, 360 mg of MnSQO..7H,0 and 50
mL of dialyzed yeast extract solution (90 g/L) in 1 L of the final medium. The lower molecular weight
fraction obtained from yeast extract dialysis was prepared using membrane cut-off 12-14 kDa in
distilled water. All medium components were sterilized by passage through a 0.22 ym polyetersulfone
membrane.

Bioreactor batch cultivation

To prepare the inoculum for the experiment in bioreactor, a frozen stock (1 mL) of S. pneumoniae
culture was used to inoculate a TSA (trypticase soy agar) Roux bottle, supplemented with 5% (v/v)
sheep blood and incubate at 37°C with 5% CO, for 16 hrs. After incubation, the cells were transferred
to two 125 mL flasks containing 62,5 mL of Catlin Bio medium at an optical density (ODssonm) of 0.4 as
the first pre-culture. After 4 hrs of growth, the flasks were used to prepare the second pre-culture in 250
mL flasks containing 125 mL of Catlin Bio medium. The second pre-culture, after 4 hrs of incubation,
was used to inoculate a 2.5 L bioreactor. A 10% v/v of inoculum was used in the bioreactor step. Batch
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cultures were carried out in 2.5-L bioreactor (Bioflo 110, New Brunswick, USA) with 1.5 L of medium, at
37°C and 100 rpm. Comparative studies without and with pH control (pH 7.2) were performed by
addition of 5 M NaOH (Institut Merieux 1980). Glucose was added (20 mL of a 50% wi/v solution) after
5 hrs and 30 min of growth.

Analytical methods

The culture broth samples were centrifuged at 9,500 g for 30 min at 4°C. Then, the cell-free
supernatants were filtered through 0.20-um membrane filter and used for chemical analyses of
glucose, lactic acid and PSC concentrations. The glucose and lactic acid concentrations were
measured using the enzymatic-colorimetric assay oxidase enzyme kit (Laborlab, Brazil) and lactate
dehydrogenase enzyme kit (Katal Biotecnolégica, Brazil), respectively. The CPS production, in each
one hour of growth, was determined by the method of Dubois (Dubois et al. 1956), after extensive
dialysis against distilled water. A model mixture of the hexoses in the same molar ratio as in the
polysaccharide structure was used as the standard for the calibration curve (Cuesta et al. 2003). A
correlation between dry cell concentration and optical density (550 nm) was previously done to be used
to evaluate the bacteria growth in the bioreactor.

RESULTS AND DISCUSSION

Accordingly to kinetic profiles of bioreactor cultures showed in Figure 1, the polysaccharide production
was associated to cell growth without pH control. There was no lag phase, because the cells
immediately entered the exponential phase growth, indicating that they were adapted to the culture
conditions. The cell growth profiles were similar in the shaker flask and bioreactor scales, displaying
the same specific growth rate (ux = 0.75 h'l) (data not shown).
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Fig. 1 Kinetic profile of growth, polysaccharide production, glucose consumption and lactic acid formation
in Catlin Bio medium. Bioreactor without pH control. Strain 113/95. Number of repetitions: 02.

The glucose consumption and the lactic acid production, the main byproduct of pneumococci glucose
metabolism (Hoskins et al. 2001), ceased after 4 hrs of fermentation. The production of lactic acid
caused a decrease in pH (pH = 4.7), which may have led to a halt in glucose uptake. The amount of
glucose reached a residual level of 70% of the initial concentration, indicating the importance of pH
control during bacterial growth.



Leal et al.

The results of the experiment with pH control are depicted in Figure 2, which shows that the rate of
polysaccharide production is clearly associated with cell growth. The value of specific growth rate (ux =
0.853 h'l) was greater than the one obtained without pH control, reinforcing the importance of this
variable. In contrast to the results of culture condition without pH control, in 10 hrs of pH-controlled
fermentation, the glucose was entirely consumed, even after cell growth had ceased. The secretion of
lactic acid was only partially associated with cell growth, as indicated by its continued production even
after cell growth cessation. This type of kinetic behaviour of lactic acid fermentation has been
previously reported (Gongalves et al. 2002).
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Fig. 2 Kinetic profile of growth, polysaccharide production, glucose consumption and lactate formation in
modified Catlin Bio medium. Bioreactor with pH control. Strain 113/95. Number of repetitions: 02.

The polysaccharide volumetric productivity (Qp) at 16 hrs of fermentation with pH control was
approximately four times higher than the fermentation without pH control.

With the goal of improving the production of PSC, a pulse of glucose was fed into the bioreactor at 5.5
hrs of batch fermentation. Usually, glucose is added glucose in fed batch fermentation when the
substrate is completely consumed; however, we fed the bioreactor at the end of the exponential growth
phase because at the stage, the cell metabolic activity had not yet been reduced. To avoid a change in
the working volume in the bioreactor, the feeding medium contained a 50% w/v concentration of
glucose. Thus, the variation in volume resulting from the addition of glucose was negligible (20 mL).

Using pH control, the glucose was completely consumed (Figure 3) in 24 hrs, at which time the lactate
concentration was 12.1 g/L.

Cell growth has ceased when the concentration of lactic acid reached approximately 4 to 5 g/L, as was
observed in batchwise experiment, which suggests that this metabolite may inhibit bacterial growth. By
employing acid casein hydrolysate and dialyzed yeast extract in the growth of S. pneumoniae serotype
23F, Goncalves et al. (2002) observed that the lactic acid-inhibiting concentration of bacterial growth
was close to 10 g/L. In contrast, with a glucose pulse and pH control, we found that polysaccharide
production continued even after cell growth has ceased, as is typical of a process whose production
kinetic is partially associated with cell growth. Under certain conditions of growth, several factors that
are not well understood in growing population display a particularly effective quorum sensing system
that activates several potent autolysins (Restrepo et al. 2005). Among various autolysins LytA seems
to be the major pneumococcal lysin. This enzyme is an amidase that cleaves the N-acetyl-muramoyl-L-
alanine bound of pneumococcal peptidoglycan (Balachandran et al. 2001; Kadioglu et al. 2008). The

4
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cell lysis, which has been described as a phenomenon that occurs around the last part of the
exponential phase of growth, accelerated the CPS liberation. Gongalves et al. (2006) found that a
portion of the polysaccharide by serotype 23F was trapped in the cell wall, and its release was also
linked to cell lyses. The patent of the Merieux Institut (1980) also describes cell lyses as a way to
increase the amount of polysaccharides recovered. In the downstream process of CPS recover the
rapid lysis upon exposure to sodium deoxycholate is based on its capacity of triggering the LytA activity
(Garcia et al. 1999).
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Fig. 3 Kinetic profile of growth, polysaccharide production, glucose consumption and lactate formation in
Catlin Bio medium. Bioreactor with pH control and glucose addition time 5 hrs and 30 min. Strain 113/95.

It is shown in Figure 3 that cell growth declined even after the addition of glucose, probably due to the
complete consumption of an essential nutrient. The results suggest that other nutrients could be
essential to prevent bacterial lysis. Choline chloride added to the growth medium has been shown to
inhibit LytA pneumococcal autolysin. This amino alcohol prevents the LytA attachment to wall teicoic
acids avoiding cell lysis. Culture media added of 2% of choline induces the loss of autolitytic properties
of autolysin that is detected normally in the last part of exponential phase of pneumococcus growth.
The lack of choline in S. pneumoniae culture media modifies the peptidoglycana synthesis (Garcia et
al. 1999). In our study the choline concentration in Catlin Bio medium was 0,1% which seems to be
lower than the amount described in the literature to bacterial lysis inhibition. Nonetheless, the growth
limitation by essential nutrients in Catlin Bio medium and also the avoidance of bacterial lysis should be
better studied in future experiments.

The increasing polysaccharide concentration after cell growth cessation may be ascribed to cell lyses,
which led to a greater release of polysaccharide into the culture medium. The total amount of
polysaccharide after cell growth is partially related to the release by cell lyses and also the production
of viable cells, still consuming the glucose as nutrient. In the present work, the final polysaccharide
concentration after a glucose pulse and pH control was 185.2 mg polysaccharide/L. Other groups have
reported a polysaccharide concentration produced by S. pneumoniae serotype 23F in the same order
of magnitude as that obtained in this work. Gongalves et al. (2002) and Cruz-Leal et al. (2006) worked
with the same polysaccharide and reported concentrations of 240 mg/L and 250 mg/L, respectively. In
addition Sheng-De et al. (2009) found 255 mg/L of serotype 3. The variables related to serotype 14
CPS production of the study are in accordance to the literature and are in Table 1.
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The volumetric productivity of polysaccharide was 10.25 mg/L.h at 16 hrs of fermentation with pH
control and the addition of glucose. This productivity corresponded to increases of 1.3 and 5.2 fold
when compared to the experiment operated batchwise without and with pH control, respectively.

CONCLUDING REMARKS

The pH proved to be an important variable in batch culture for the production of polysaccharide by S.
pneumoniae. An approximately four-fold increase in volumetric productivity was achieved by using pH
control during fermentation. The addition of glucose to the fermentation broth had a significant effect on
polysaccharide productivity, corresponding to an increase of 30% over the productivity of simple
batchwise fermentation. It is noteworthy that cell lyses was related to an increase in polysaccharide
release, which may also be ascribed to CPS production by the remaining viable cells because glucose
continued to be consumed after cell growth has ceased. The results are of interests because strategies
for increasing polysaccharide recuperation in downstream step are vital for lowering the process costs
of obtaining a capsular polysaccharide for use as a vaccine against pneumococcal disease.

Table 1. Results of response variables for cultivation of S. pneumoniae Catlin Bio medium. Strain: 113/95.
Results obtained between the initial time and 16 hrs of cultivation.

SEpEmat ohAS) (manhl o (e
without pH control 10.02 1.96 117 3.21 39.19
with pH control 12.85 7.73 e 6.50 132.34

with pulse of glucose 5,5h" 10.29 10.25 1.25 13.36 185.22

Xmax: maximum cell concentration; Lma: maximum lactate concentration; Pma: maximum polysaccharide concentration; Yps: cell
yield; Qp: volumetric productivity. a: Calculation of coefficients Yps and Qp with 16 hrs of culture. b: Experiment with pH = 7,2
control.
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