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RESUMO

Haemophilus influenzae tipo b € uma bactéria Gram-negativa responsavel por infectar
e ocasionar meningite € pneumonia em criancas menores de cinco anos e adultos
imunologicamente debilitados. Seu polissacarideo capsular, o poliribosilribitol fosfato, ¢ o
responsavel pela sua viruléncia e componente principal da vacina conjugada contra Hib. No
entanto, o processo de producdo ¢ demasiadamente custoso tendo em vista as numerosas
etapas envolvidas e a perda de material ao longo delas. Diante do exposto, faz-se necessario
investigar os gargalos de processo e identificar as melhores estratégias para aperfeicoar a
producdo. Portanto, este estudo teve por objetivo coletar toda producdo cientifica referente ao
estado da arte do cultivo de Hib, identificar possiveis melhorias de processo no que diz
respeito a2 maximiza¢do da concentragdao, produtividade e qualidade de polissacarideo
capsular. Diante das estratégias listadas, o uso de linhagens selvagens com miltiplas copias

do locus cap, otimizagdo do meio de cultivo e cultivo continuo demonstraram ser alternativas

promissoras.

Palavras chaves: Haemophilus influenzae tipo b, polissacarideo capsular, estado da arte,

vacinas, estratégias de otimizagao.
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1. INTRODUCAO

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) ¢ uma bactéria Gram-negativa de extrema
relevancia médica responsavel por provocar diversas infec¢des graves em criangas menores
que cinco anos e individuos com vulnerabilidade imunologica. As patologias causadas por
este agente etiologico sdo inGimeras, sendo a meningite € a pneumonia as mais recorrentes.
Seu principal fator de viruléncia é o polissacarideo capsular, contudo, demais componentes
celulares também sdo importantes para sua permanéncia, a colonizagdo e invasdo nos seres
humanos. As infec¢des por Hib foi controlada em alguns paises (Figura 1) em meados de
1980 com a introducdo da vacina conjugada Hib, constituida do polissacarideo capsular

conjugado com uma proteina carreadora toxoide (CHANDRAN et al,, 2013).

-

Figura 1. Paises que introduziram a vacina contra Hib em seu programa de vacinagéo infantil.
Verde — presente; Branco — ausente.
Fonte: MORRIS et al. (2008).

Mesmo com as taxas de infeccdo baixas em alguns paises, destaca-se uma grande
maioria de paises cuja populagdo ainda ndo foi totalmente beneficiada. Por exemplo, a taxa de
infeccdo no continente africano e asiatico ¢ de aproximadamente 1000 casos por 100000
criancas menores de 5 anos de idade. Atualmente, os paises com maior incidéncia e mortes
causadas por H. influenzae tipo b ¢ a India, Nigéria, Etiopia, Reptiblica Democratica do
Congo, China, Afeganistdo, Paraguai, Bangladesh, Angola e Niger (MORRIS et al., 2008;
CHANDRAN et al.,, 2013).

As vacinas contra Hib sdo fornecidas em uma formulacdo conjunta com a DTP-Hib

(difteria-tetanus-pertussis), DTP-Hib-HepB (difteria-tetatnus-pertussis-heptatitae B) ou



hexavalente, com a incorporacdo da vacina inativa d poliomielite. Interessantemente, o
constituinte mais custoso de todas as vacinas citadas acima ¢ o referente ao Hib (UNICEF,
2013). Portanto, a diminui¢ao de custos de produ¢do da vacina se torna fundamental para uma
maior abrangéncia da vacina. Dentre as estratégias levantadas, faz-se a identifica¢do de
gargalos de processo para posteriormente tragar estratégias de maximizacdo da produtividade

e reducgdo de perdas e gastos com insumos de produgao.

1.1  Objetivo

O presente trabalho teve por objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre o estado
da arte da producdo de poliribosil ribitol fosfato por Haemophilus influenzae tipo b,
mapeando a trajetoria e a distribui¢do da producdo cientifica, e discorrer sobre possiveis

estratégias para otimizar a producdo e qualidade do bioproduto.
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2.  METODOLOGIA

A metodologia empregada na sintese do presente material fundamentou-se nas
reflexdes de Ferreira (2002). Primeiramente, um levantamento bibliografico na base de
periddicos nacionais e internacionais da CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior) foi conduzido de modo a mapear as principais publica¢cdes
referentes as palavras chaves: Haemophilus influenzae, sorotipo b, histdrico, vacina conjugada
Hib, poliribosil ribitol fosfato, metabolismo, fisiologia, etiologia, incidéncia, cultivo aerdbico,
producdo de exopolissacarideo bacteriano e estratégias de otimizacdo de processos
bioquimicos. O material coletado foi catalogado, estudado e avaliado para posteriormente ser
compilado em um resumo sistematico sobre a rede de pensamentos e conceitos que articulam
os principais saberes envolvendo H. influenzae tipo b e a producgdo de polissacarideo capsular,
a citar: o histérico do microrganismo, sua importancia médica, microbiologia, incidéncia,
vacina conjugada, fatores de viruléncia, metabolismo central, polissacarideo capsular e o
estado da arte da producao da capsula polissacaridica antigénica em biorreatores.

Apbs a avaliagdo do resumo, foram identificadas as limitagdes dos processos
estabelecidos: inibi¢do do crescimento pelo acimulo de bioproduto, exigéncias nutricionais,
particularidades metabolicas e instabilidade de polissacarideo. Tais conteudos foram extraidos
em uma revisdo interativa referente a biossintese de polissacarideo capsular em bactérias
patogénicas, apresentados sob forma de uma revisdo bem detalhada. Por fim, essas
informagdes foram contrastadas com as particularidades de Haemophilus influenzae tipo b
para discorrer sobre possiveis alternativas para maximiza¢do da produtividade, concentragao,

rendimento e qualidade em cultivos em biorreatores.

14



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1  Haemophilus influenzae: da descoberta a vacina

Haemophilus influenzae foi primeiramente descrito pelo microbiologista alemao
Robert Koch no ano de 1883 em um estudo realizado no Egito com pacientes com
conjuntivite. Koch observou que a enfermidade era causada por dois agentes distintos e
descreveu que uma pequena bactéria coco bacilar gram-negativa - atualmente conhecida como
H. influenza biogrupo aegyptius — era responsavel pelo tipo mais brando de infec¢do. Em
1892, seu estudante, o renomado bacteriologista Richard Pfeiffer, isolou H. influenzae,
naquela época intitulado como bacilo de Pfeiffer ou Bacillus influenza, de amostras da saliva e
do pulmdo de pacientes infectados com gripe durante a pandemia de influenza de 1889 e
sugeriu que ele era o agente etiologico da doenga (HARRISON et al., 1989; JORDENS e
SLACK, 1995; TOGNOTTI, 2003; CHANDRAN et al., 2013).

Mesmo diante da incapacidade de Pfeiffer infectar animais com este isolado, a
comunidade cientifica da época pouco questionou os seus resultados e aceitou o achado como
verdadeiro por quase 25 anos. No entanto, durante outra pandemia de influenza em 1917,
estudos evidenciaram que o H. influenzae possuia nenhuma conexao com os surtos de gripe
passados e que ele compunha a flora normal do trato respiratério superior de humanos.
Estudos subsequentes envolvendo o cultivo in vitro do bacilo de Pfeiffer provaram a
dependéncia de dois fatores do sangue (X e IV) para seu crescimento. Tais resultados
acrescentam justificativas suficientes para considera-lo como uma entidade distinta,
reconhecendo-o taxonomicamente como Haemophilus influenzae — do latim, afinidade pelo
sangue (THJOTTA e AVERY, 1921; HARRISON et al., 1989; JORDENS e SLACK, 1995;
HEDEGAARD et al., 2001; TOGNOTTI, 2003; CHANDRAN et al., 2013).

No inicio da década de 1930, a pesquisadora Margaret Pittman revolucionou o
combate contra doencas infecciosas tipicas da infincia com suas descobertas relacionadas ao
H. influenzae. Pittman (1931) categorizou o H. influenzae em dois subgrupos: capsulares e
acapsulares. No que diz respeito a linhagem capsular, esta foi caracterizada em seis sorotipos
antigenicamente distintos (a ao f), sendo o sorotipo b (Haemophilus infuenzae tipo b — Hib) o
mais prevalente em infecgdes invasivas em criangas mundialmente — aproximadamente 95%
dos casos. Estudos posteriores demonstraram que coelhos infectados com Hib produziam

anticorpos que conferiam protecdo especifica contra o microrganismo. As descobertas de
15



Margaret Pittman contribuiram para os primeiros tratamentos de criangas com meningite com
uso de soros anti-Hib e sulfonamidas em meados de 1930, o que resultou em uma queda
significativa na mortalidade infantil (PITTMAN, 1931; LIGON, 1998; CHANDRAN et al.,
2013).

Em 1933, Fothergill e Wright investigaram a relacdo entre o poder bactericida do
sangue humano de diferentes faixas etdrias contra Hib e incidéncia de idade de casos de
meningite bacteriana. Os autores observaram que os casos de infec¢do de Hib estdo presentes
majoritariamente em grupos de criangas com até cinco anos de idade. Demonstraram também
que sangue de individuos adultos apresenta propriedades bactericidas contra Hib em fung¢do
de uma atividade humoral especifica ao polissacarideo capsular (FOTHERGILL e WRIGHT,
1933; CHANDRAN et al., 2013).

Ao longo dos anos seguintes, diversos eventos cientificos amadureceram estratégias de
combate a infecgdes causadas por Hib e resultaram na elaboracdo das primeiras vacinas contra
Hib em 1970. A sua primeira geracdo consistiu no polissacarideo capsular purificado
(poliribosil-ribitol fosfato) e foi introduzida em meados de 1980 nos EUA, Finlandia, Canada
e Arabia Saudita. Esta vacina apresentou 90% de eficiéncia em criancas na faixa etaria de 18 a
71 meses, contudo, sua eficdcia em criangas com menos de 18 meses de idade, o grupo mais
susceptivel a infeccdo, foi quase nula (PELTOLA, 2000; CHANDRAN et al., 2013).

A limitag@o quanto ao espectro de aplicacdo da primeira geracdo de vacina contra Hib
foi sobrepujada somente em 1987 com o emprego de vacinas conjugadas, as quais eram
compostas do polissacarideo capsular associado quimicamente a uma proteina carreadora
imunogénica como os toxodides diftérico e tetdnico. A habilidade de potencializar a
imunogenicidade de polissacarideos via conjugacdo havia sido descrita na literatura desde
1929, sendo aplicada pela primeira vez na elabora¢dao de uma vacina glicoconjugada contra
Hib em 1975 (PELTOLA et al., 1992; GOLDBLATT, 2000; CHANDRAN et al., 2013).

Em virtude de sua eficiéncia comparada com a primeira geracdo, diversas vacinas
conjugadas com diferentes proteinas carreadoras foram desenvolvidas e registradas
comercialmente ao longo dos anos. Desse modo, os casos de infeccdes por Hib foram
significativamente reduzidos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento que assimilaram
vacinas conjugadas em seus programas de imunizacdo infantil. Contudo, apesar de o niimero
de vacinas ter crescido mundialmente, muitas criangas ainda ndo possuem o devido acesso a
elas, principalmente aquelas provenientes de paises subdesenvolvidos como a Nigéria, Etidpia

e outros (CHANDRAN et al., 2013).
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3.2 Microbiologia de Haemophilus influenzae e seu sorotipo tipo b

H. influenzae é uma bactéria Gram-negativa coco-bacilar, ndo formadora de esporos e
de flagelos, pertencente a familia Pasteurallaceae, que inclui os membros do género
Pasteurella e Actinobacillus. Esse microrganismo apresenta metabolismo respiro-
fermentativo e, dentre suas exigéncias nutricionais, a presenca de porfirinas (Fator X), como a
hemina, e de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD - Fator V). A presenca de tais fatores
¢ crucial para o seu crescimento in vitro, de modo que podem ser utilizados como método de
diferenciagdo entre as espécies do género Haemophilus (Tabela 1) (TEBBUTT, 1983;
CHANDRAN et al., 2013).

Devido ao seu metabolismo fastidioso, o H. influenzae ¢ um patdgeno obrigatorio de
seres humanos, sendo membro da microbiota do trato respiratério superior de criangas e
adultos, juntamente com Moraxella cattarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Staphylococcus aureus e outros. As linhagens capsulares de H. influenzae sao
invasivas e provocam infec¢des mais graves comparadas com as acapsulares, uma vez que o
polissacarideo capsular esta associado com o principal fator de viruléncia do organismo.
Dentre os seis sorotipos existentes, o Hib ¢ a linhagem mais virulenta e responsavel pelas
formas de infec¢do mais perigosas, aparecendo em ate 90% dos casos de infec¢do por H.
influenzae (YOVEG et al., 1990; BOGAERT et al., 2004; WHO, 2011; CHANDRAN et al.,
2013).

As infecgdes causadas por Hib em criangas incluem meningite, epiglotite, bacteremia
e doencas no trato respiratorio, como pneumonia, otite, sinusite e bronquite. Segundo a Figura
2, meningite, pneumonia e epiglotite sdo sindromes clinicas mais frequentes durante a
infancia. Ademais, elas sdo também as mais invasivas € compde um alto indice de
mortalidade e consequéncias permanentes apos a infec¢do. Por esses motivos bem como pela
incidéncia de casos (3 milhdes de casos ao ano), o Hib € o agente infeccioso de maior atengdo
nas politicas de satude publica de alguns paises em desenvolvimento, entre eles o Brasil

(WHO, 2011; CHANDRAN et al., 2013; CDC, 2015).

3.3 Fatores de Viruléncia

As bactérias patogénicas detém diversos mecanismos de viruléncia especificos que,
em suma, conferem habilidade de mediar interacdes com seus hospedeiros. Dentre eles,
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destacam-se: resisténcia ao sistema imunologico, infec¢do de tecidos, inducdo da resposta
inflamatoria e reprodu¢do de uma maquinaria bioldgica para manipulacdo da célula-alvo

(ROSADINI 2011; KOSTYANEV e SECHANOVA, 2012).

Tabela 1 - Fatores de crescimento e diferenciagdo bioquimica das espécies do género Haemophilus.

Espécies Fator X Fator V (NAD) Hemdlise em sangue de
(Hemina) rato
H. aegyptius + + -
H. ducreyi - - -
H. influenzae + + _
H. haemolyticus + + +
H. parainfluenzae - + -
H. parahaemolyticus - + +

Fonte: Adaptado de NORSKOV-LAURITSEN (2014) e TEBBUTT (1983).

B Meningite M Pneumonia M Epiglotite M Septicemia M Outras

Figura 2. Distribuigdo das sindromes clinicas associadas com doengas invasivas de Hib mundialmente.
Fonte: Adaptado de CHANDRAN et al. (2013).

3.3.1 Lipopolissacarideos

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo os maiores componentes da membrana externa de

bactérias gram-negativas e sdo polimeros de polissacarideos e lipidio (Figura 3.a).
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Figura 3. (a) Arquitetura da parede celular e (b) estrutura quimica do LPS das bactérias gram-
negativas.

Abreviagoes: GIcN, glucosamina; Kdo, acido 2-ceto-3-deoxio-octulosénico (acido 3-dioxi-D-mano-
octulosoénico); Hep, D-glicero-D-mano-heptose.
Fonte: Retirado de ALEXANDER e RIETSCHEL (2001).

Conforme ilustrado pela Figura 4.b, o LPS ¢ constituido de trés dominios: lipidio A,
oligossacarideo central e polissacarideo-O. O primeiro componente ¢ uma regido altamente
conservada e composta por dois residuos unidos por ligacdes B-1,6 via grupos hidroxilas
presentes nos acidos graxos. A regido central consiste em duas subregides: a externa,
composta de hexoses que se estende a superficie da bactéria, e a interna, cuja estrutura
compde agucares incomuns - como a hexose 3-desoxi-D-mano-octulosanato - que une a
subregido externa ao lipidio A. Por fim, o polissacarideo-O, também conhecido como

antigeno-0O, ¢ a regido mais externa do LPS e ¢ composto por unidades repetidas de quatro a
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seis agucares cuja sequéncia, ligagdo quimica, quantidade de aclcares e outros fatores
dependem da linhagem da bactéria (WHITE et al., 2011).

Sua estrutura complexa confere uma caracteristica anfipética, cuja por¢ao hidrofobica
(lipidio) estd embebida na membrana externa da bactéria e a porcdo hidrofilica
(polissacarideo) estd exposta para o exterior da célula. A camada de LPS ¢ estabilizada por
ions bivalentes, resultando em membrana semipermedvel de nutrientes e como uma barreira
fisica para moléculas potencialmente toxicas (ALEXANDER e RIETSCHEL, 2001;
ROSADINI, 2001; WHITE et al., 2011).

Em linhagens de H. influenzae acapsulares, o LPS ¢ desprovido de um polissacarideo-
O de cadeia longa e desempenham um papel crucial em sua patogénese. Isso ¢ possivel gracas
ao sistema de enzimas que sintetizam e modificam o LPS durante a variacdo de fase do
microrganismo (ROSADINI, 2001).

De modo geral, as modificacdes sdo pontuais e conferem resisténcia aos mecanismos
de defesa do hospedeiro, seja pela inibigdo por morte mediada pelo sistema complemento ou
na resisténcia contra anticorpos. Diversas modificagcdes de LPS em H. influenza foram
elucidadas até o presente momento e as principais vias sdo: acetilagdo do lipidio A expressao
de glicosiltransferases e galactosiltransferases especificas e incorporagdo de acido sidlico na
regido oligossacaridica central interior (ALEXANDER e RIETSCHEL, 2001; ROSADINI,
2001; HERBERT et al., 2003).

3.3.2 Polissacarideo Capsular

Os polissacarideos capsulares sdo polimeros altamente hidratados de monossacarideos
unidos por ligagdes glicosidicas que constituem a estrutura mais externa da superficie
bacteriana. Suas repeticdes monoméricas podem ser de natureza homo ou heteropolimérica, e
ainda possuir residuos de moléculas organicas e inorginicas em sua cadeia. Como
consequéncia, a diversidade estrutural dos polissacarideos capsulares proporciona
propriedades fisico-quimicas Unicas e criticas para sobrevivéncia do organismo em seu
habitat natural, a citar: prote¢do contra dessecacdo, adesdo a superficie, formagdo de
biofilmes, resisténcia as respostas imunoldgicas (ROBERTS, 1995; 1996; WHITE et al.,
2011; KOSTYANEV e SECHANOVA, 2012).

As linhagens capsuladas de H. influenzae podem apresentar um entre seis tipos de

capsulas polissacaridicas antigenicamente distintas - a, b, c, d, e, f (Figura 4). O tipo b
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constitui o principal fator de viruléncia de infeccdes causadas pelo Hib e confere ao
microrganismo resisténcia a fagocitose e protecdo contra digestdo intracelular em neutréfilos

(KOSTYANEYV e SECHANOVA, 2012).
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Figura 4. Estrutura molecular do monoémero dos seis sorotipos de H. influenzae capsular.
Fonte: Retirado de HERBERT et al. (2003).

Com relagdo a sua estrutura quimica, o polissacarideo b ¢ um polimero de poliribosil-
ribitol fosfato (PRP) e ¢ formada por unidades equimoleculares de ribitol, ribose e fosfato.

(CRISEL et al., 1975).

3.3.3 IgA proteases

Imunoglobulinas A (IgA) sdo glicoproteinas sintetizadas e secretadas por linfocitos B
em tecidos linfaticos periféricos e mucosos. Sabe-se que a IgA possui um papel importante na
preven¢do da ativagdo do sistema complemento, remog¢do de substancias antigé€nicas sem a
geracdo de uma resposta inflamatoria e na mediagdo da resposta imune frente a infeccdo em

superficies mucosas (KERR, 1990).
21



Algumas bactérias altamente patogénicas, como Neisseria gonorrhoeae, N.
meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae, apresentam proteases
altamente especificas para a IgA. A produg¢do de IgA proteases por H. influenzae esta
intimamente ligada a sobrevivéncia do microrganismo na superficie mucosa do trato
respiratdrio superior do hospedeiro e, consequentemente, altos niveis de atividade enzimatica
contribuem na sua patogenicidade e capacidade de colonizar o hospedeiro (KERR, 1990;

ROSADINI, 2011).

3.4 Bioquimica e Fisiologia do H. influenzae tipo b

H. influenzae € uma bactéria respiro-fermentativa de crescimento fastidioso que habita
diferentes ambientes no corpo humano, que variam em fonte de carbono, pH e disponibilidade
de oxigénio. A sua habilidade em persistir no ser humano est4 intimamente relacionada ao seu
repertorio de vias metabolicas complexas e na capacidade em alterar a composi¢ao e atividade
enzimdtica durante sua partenogénese. No entanto, informacdes sobre o fluxo metabodlico de
Hib ainda sdo escassas devido a inexisténcia de estudos especificos para essa linhagem. Desse
modo, optou-se por sintetizar as informacgdes referentes as linhagens acapsulares e capsulares
de H. influenzae de modo a configurar uma idéia geral sobre o metabolismo central de Hib

(OTHMAN et al., 2014).

3.4.1 Sistema de Captacdo de Carboidratos

A rede metabodlica complexa de H. influenzae torna-o capaz de assimilar diversas
fontes de carbono, a citar: glicose, frutose, fucose, acido sidlico, glicerol, ribose, galacatose,
xilose e lactato. Essa flexibilidade ¢ uma caracteristica evolutiva das bactérias em competir
por nutrientes com outros organismos € na sua adaptagdo frente as mudangas no ambiente
durante sua patogénese. Para esse fim, faz-se necessdrio um mecanismo que regule
efetivamente a aquisicao preferencial de metabolitos de acordo com sinais externos a célula,
como por exemplo, a escassez de nutriente e a disponibilidade de oxigénio (POSTMA et al.,
1993; MACFADYEN et al., 1996; MACFADYEN e REDFIELD, 1996).

Os sistemas fosfotransferases de actcares do fosfoenolpiruvato (PTS) sdo responsaveis
pela captacdo de carboidratos e sdo conservados na grande maioria das bactérias, atuando no

transporte e fosforilacdo de carboidratos, na quimiotaxia e na regulacdo de outras vias
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metabolicas. O PTS basicamente catalisa a fosforilacdo concomitante a translacdo do
carboidrato através da membrana com o fosfoenolpiruvato, um metabolito da via glicolitica,
como doador de fosfato/energia e as proteinas EI, HPr, EII e EIIl como intermediarios da
reacdo. As reacdes envolvidas no PTS de um determinado carboidrato sdo ilustradas abaixo

(GOTTSCHALK, 1985; POSTMA et al., 1993).

PEP + Enzima I (EI) S P — EI + Piruvato (Eq. 1)
P—ElI+HPr S P—HPr+EI (Eq. 2)

P—HPr+EIl SP—EIl+HPr (Eq. 3)

P—EII+EIIl SP—-EII+EI (Eq. 4)

P — EIIl + Carboidratoeyiracerviar S P — Carboidratoi,raceruiar + E111 (Eq. 5)

A enzima EI e a proteina carreadora HPr (Eq. 1 e 2) sdo soltveis no citoplasma da
célula e estdo presentes em sistemas de transporte de todos os carboidratos em E. coli e outros
microrganismos. As demais enzimas (EIl e EIIl) sdo especificas para cada carboidrato e
atuam, respectivamente, na fosforilacdo (Eq. 3 e 4) e na formacdo de um canal de
translocacdo (Eq. 5) do actcar em questdo (GOTTSCHALK, 1985; POSTMA et al., 1993). A
Figura 5 exemplifica o PTS especifico de glicose.

membrane

glucose-6-P

/ Gle HPr PEP

Emn -
. Glc
phospho-E - - phospho-HPr pyruvate

Figura 5. Transporte de glicose via sistema de fosfotransferase.
Fonte: Retirado de GOTTSCHALK (1985).

A linha KW20 Rd de H. influenzae teve seu genoma sequenciado por Fleischmann e
colaboradores (1995) e identificou-se genes (pts! e ptsH) que expressam as proteinas EI e HPr
do sistema PTS. Os autores também observaram a presenga de um sistema PTS completo e
especifico para frutose completo homoélogo aos genes frud e fruB de E. coli. Estudos de

Macfadyen et al. (1996) demonstraram o influxo de frutose na célula via sistema PTS e
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confirmaram este agucar como a fonte de carbono preferida do microrganismo
(FLEISCHMANN et al., 1995; MACFADYEN et al., 1996)

Ja as demais fontes de carbono independem do sistema PTS e sugere-se que esses
acUcares sdo transportados via ndo-PTS permeases dependentes de cAMP. A aquisi¢do de
glicose ocorre via quinase dependente de ATP e pelo sistema de transporte de galactose (mg/)
uma vez que o gene que codifica a enzima EIl-glicose especifica estd ausente no genoma. O
glicerol e o glicerol-3-fosfato podem ter sua difusdo facilitada por proteinas transportadoras
glpF e glpT, respectivamente, podendo ser inseridos diretamente na via glicolitica. Ademais,
H. influenzae apresenta genes que codificam os sistemas de influxo (mgL) e produtos do
catabolismo (galTK) de galactose bem como o gene que codifica a fucose permease (fucP)
(FLEISCHMANN et al., 1995; MACFADYEN et al., 1996; MACFADYEN e REDFIELD,
1996).

No que diz respeito ao metabolismo de ribose e xilose, foi identificada uma alta
homologia dos seus respectivos sistemas de transporte e catabolismo entre H. influenzae e E.
coli. O microrganismo também fermenta acido sidlico livre devido a presenga de permease
especifica e N-acetil manosamina liase, que cliva o dcido em piruvato e N-acetil manosamina
para posteriormente ser metabolizado como frutose-6-fosfato ou assimilado a biossintese de
LPS (MACFADYEN et al., 1996; MACFADYEN e REDFIELD, 1996; SONG et al., 1998;
SEVERI et al., 2005).

Por fim, Lichtenegger e colaboradores cultivaram cepas selvagens de Hib utilizando L-
lactato como fonte de carbono e observaram a presenga de L-lactato desidrogenase (/ctD) e
permease (/ctP). Resultados in vitro demonstram a importancia de lactato como uma fonte de
carbono importante e que atua como um substrato sinalizador no mecanismo de resisténcia do
microrganismo aos anticorpos do hospedeiro, mediando altera¢des fenotipicas da composi¢ao

do LPS e aumento na expressdo de polissacarideo capsular (LICHTENEGGER et al., 2014).

3.4.2 Via glicolitica e Metabolismo do Piruvato

A glicolise € o processo em que uma molécula glicose ¢ convertida em duas moléculas
de piruvato via uma seqiiéncia de dez reagdes enzimaticas especificas (Figura 6). Além de
gerar pequenas quantidades de ATP e de cofatores reduzidos (NADH), essa via sintetiza
importantes precursores metabolicos, como gliceraldeido-3-fosfato, fosfoenolpiruvato,
piruvato e frutose-6-fosfato (LEHNINGER, 2000; KEGG, 2010).
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Andlises genomicas das linhagens KW20 Rd e 10810 (sorotipo b) mostraram que os
genes que codificam enzimas da glicélise sdo altamente conservados em H. influenzae e que a
glicolise ¢ acionada preferencialmente para metabolizar acicares durante os crescimentos
microaerdbico e anaerdbico. Raghunathan et al. (2004) observou também que a piruvato
quinase (2.7.1.40) exibiu-se cerca de nove vezes mais ativa em microaerobiose, indicando
uma supressdo no fluxo de carbono do PEP para piruvato em condigdes de anaerobiose
(FLEISCHMANN et al., 1995; TATUSOV, et al. 1996; RAGHUNATHAN et al., 2004).

O 4cido pirvico esta presente em todas as vias catabdlicas de acglcares, podendo ser
considerado como o eixo central do metabolismo de carboidratos (Figura 7). A partir dele,
diversas biomoléculas podem ser sintetizadas por meio de diferentes vias. O destino
preferencial da molécula de piruvato depende das condig¢des fisiologicas e, portanto, das
enzimas presentes. Geralmente tal condicdo fisiologica ¢ uma resposta as condi¢des
ambientais. Com relagdo ao H. influenzae, o piruvato pode ser metabolizado em acetato,
formato, acetil-CoA, lactato, CO,, oxalacetato e alguns aminoacidos (KEGG, 2010; WHITE
etal., 2011; OTHMAN et al., 2014).

O gene fpr, que codifica a enzima ferrodoxina-NADP redutase, estd ausente no
genoma de H. influenzae, resultando na ocorréncia da oxidag¢do de piruvato a acetil-CoA
somente pela acdo de piruvato-formato liase (2.3.1.54) e complexo piruvato desidrogenase
(1.2.4.1,1.8.1.4 ¢ 2.3.1.12) (KEGG, 2010).

O H. influenzae também converte acetil-CoA, oriundo do complexo piruvato
desidrogenase e pela piruvato-formato liase (2.3.1.54) a acetato pela a¢do das enzimas fosfato
acetiltransferase (2.3.1.8) e acetato quinase (2.7.2.1). Ambas as enzimas estdo ativas tanto em
microaerobiose quanto em anaerobiose, sendo a acetato quinase a mais expressa na presenca
de oxigénio. Ademais, as duas enzimas podem atuar na direcdo reversa, o que possibilita o
acetato ser produto final ou substrato dependendo das condigdes de cultivo
(RAGHUNATHAN et al., 2004; WHITE et al., 2011).

Nota-se que a enzima piruvato descarboxilase (6.4.1.1) estd ausente no microrganismo,
o que indica que carboidratos sdo oxidados parcialmente pela via glicolitica, nunca chegando
a entrar no ramo oxidativo do ciclo de Krebs. Contudo, a presenga da fosfoenolpiruvato
carboxilase (4.1.1.31) possibilita a formag¢do de oxalacetato a partir de PEP, interligando a via
glicolitica com a porg¢ado redutiva do ciclo do &cido citrico (KEGG, 2010).

Por fim, piruvato pode ser reduzido a D-lactato via ag¢do de duas lactato

desidrogenases (1.1.1.28 e 1.1.5.12) (KEGG, 2010).
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Figura 6. Mapa metabdlito da via glicolitica de H. influenzae 10810 (sorotipo b).

Os quadrados correspondem as enzimas envolvidas na reaco, sendo a cor branca e verde indica¢des
da auséncia e presenga da enzima, respectivamente. Legenda: 2.7.1.199 - glicose transferase; 5.3.1.9 -
glucose-6-fosfato isomerase; 3.1.3.11 - frutose-bisfosfatase; 2.7.1.11 - 6-fosfofrutoquinase; 5.1.3.15 -
glicose-6-fosfato epimerase; 5.1.3.3 - aldo 1 epimerase; 2.7.1 - fosfotransferase com um grupo alcool

como aceptor; 4.1.2.13 - frutose-bisfosfato aldolase; 5.3.1.1 - triose-fosfato isomerase; 1.2.1.12 -
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 2.7.2.3 - fosfoglicerato quinase; 5.4.2.11 - fosfoglicerato

mutase; 4.2.1.11 - fosfopiruvato hidratase; 2.7.1.40 - piruvato quinase.

Fonte: KEGG (2010).

3.4.3 Ciclo do Acido Citrico Redutivo

O Ciclo do Acido Citrico (CAC), também conhecido como Ciclo de Krebs, é uma via

multifuncional usada para oxida¢do do acetil-CoA em CO,, H' e cofatores reduzidos e
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também para disponibiliza precursores de 10 dos 20 aminoacidos encontrados nas proteinas
(Figura 8). H. influenzae abstém de trés genes que codificam enzimas do CAC, a citrato
sintetase (2.3.3.1), aconitase (4.2.1.3) e isocitrato desidrogenase (1.1.1.41 e 1.1.1.42). Como
consequéncia, o fluxo de carbono do catabolismo de carboidratos ndo consegue alcancar a
regido oxidativa do CAC, favorecendo o acimulo de metabdlitos de oxidagdo incompleta
como o acetato, lactato e formato (FLEISCHMANN et al., 1995; KEGG, 2010; WHITE et
al, 2011).
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Figura 7. Mapa metabdlito do metabolismo de piruvato de H. influenzae 10810 (sorotipo b).

Os quadrados correspondem as enzimas envolvidas na reago, sendo a cor branca e verde indica¢des
da auséncia e presenga da enzima, respectivamente. Legenda: 4.1.1.31 — fosfoenolpiruvato
carboxilase; 4.1.1.49 — fosfoenolpiruvato carboxilase; 4.4.1.5 - lactosil glutationa liase; 3.1.2.6 —
hidroxiacil glutationa hidrolase; 2.7.1.40 — piruvato quinase; 1.1.1.28 — D-lactato desidrogenase;
1.1.5.12 — D-lactato desidrogenase; 1.1.2.3 — L-lactato desidrogenase; 2.7.2.1 — acetato quinase;
2.3.1.8 — fosfato acetil transferase; 1.2.4.1 — piruvato desidrogenase; 1.8.1.4 — diidrolipoil
desidrogenase; 2.3.1.12 — diidrolipoil acetil transferase; 1.1.1.40 — malato desidrogenase; 2.3.1.54 —
formato C-acetil transferase; 4.2.1.2 — fumarato hidratase; 1.1.1.37 — malato desidrogenase; 1.3.5.4 —
fumarato redutase; 2.3.3.13 — 2-isopropil malato sintetase; 2.3.1.9 — acetil-CoA acetil transferase;
6.4.1.2 — acetil-CoA carboxilase.

Fonte: KEGG (2010).
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Figura 8. Mapa metabdlito do ciclo do acido citrico de H. influenzae 10810 (sorotipo b).

Os quadrados correspondem as enzimas envolvidas na reacdo, sendo a cor cinza e branca indicagdes
da auséncia e presenga da enzima, respectivamente. Legenda: 4.1.1.49 — fosfoenolpiruvato carboxi
quinase; 1.1.1.37 - malato desidrogenase; 4.2.1.2 — fumarato hidratase; 1.3.5.4 — fumarato redutase;

1.2.4.2 — oxoglutarato desidrogenase; 6.2.1.5 — succinato-CoA ligase; 2.3.1.61 — diidrolipoil lisina
succinil transferase; 1.2.4.2 — piruvato desidrogenase; 2.3.1.12 diidrolipoil lisina acetil transferase;
1.2.4.1 — piruvato desidrogenase; 1.8.1.4 — diidrolipoil desidrogenase.
Fonte: KEGG (2010).

As delegdes de alguns genes envolvidos no CAC possibilitam a existéncia somente da
porcdo redutora do CAC. White et al. (2011) explicam que essa modificacdo no CAC é um
alternativa metabolica encontrada em organismos anaerobicos para ndo produzir cofatores
reduzidos NADH e FADH> em demasia e assim possibilitar o balango redox acordado com a
oxidagdo incompleta dos substratos (FLEISCHMANN et al., 1995; KEGG, 2010, WHITE et
al., 2011).

A porcdo redutora do CAC aparece ativa em H. influenzae tanto em condi¢des de
microaerobiose como em anaerobiose. O glutamato pode ser assimilado ao CAC via
conversdao em o-cetoglutarato (2-oxo-glutarate) pela acdo da enzima glutamato desidrogenase,
atuando como fonte alternativa de energia e de carbono para biossintese de aminodcidos. Nao

obstante, observa-se que a fumarato redutase estd ativa igualmente em ambas condigdes,
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indicando que o fumarato possa ser um receptor final de elétrons no balanco redox,
principalmente durante o cultivo de Hib em fonte de carbono de origem ndo sacaridica

(FLEISCHMANN et al., 1995; RAGHUNATHAN et al., 2004; KEGG, 2010).

3.4.4 Cadeia Transportadora de Elétrons

A cadeia transportadora de elétrons (CTE) fundamenta-se na regeneragdo dos
cofatores reduzidos durante o catabolismo de uma determinada fonte de carbono e na
manuten¢do do potencial redox da célula. O H. influenzae apresenta semelhancas com o CTE
de organismos anaerobicos, como a presenca de menaquinonas em vez das ubiquinonas no
transporte de elétrons (TATUSOV et al., 1996; RAGHUNATHAN et al., 2004; OTHMAN et
al, 2014).

A CTE de linhagens de H. influenzae mostra-se incrivelmente versatil, com cinco
desidrogenases, que transferem elétrons do L,D-lactato, formado e NADH para menaquinona,
que por sua vez ¢ regenerado por pelo menos seis redutases que transferem elétrons para
diversos aceptores finais de elétrons, como o oxigénio, dimetilsulfoxido, fumarato e outros
compostos nitrogenados (TATUSOV et al., 1996; RAGHUNATHAN et al., 2004; OTHMAN
et al, 2014).

3.4.5 Viadas Pentoses Fosfato

A via das pentoses fosfato ¢ uma rede de reagdes alternativas para metabolizar
carboidratos em diversos microrganismos, incluindo o H. influenzae (Figura 9). Ela fornece
precursores necessarios para biossintese de diversos componentes celulares bem como na
geracdo de duas moléculas de NADPH para cada molécula de glicose-6-fosfato processada
(KEGG, 2010, WHITE et al., 2011).

Os genes que codificam enzimas envolvidas na via estdo conservados no genoma do
H. influenzae. A via das pentoses fosfato estd ativa tanto em microaerobiose quanto em
anaerobiose, contribuindo na geragdo de cofatores reduzidos e na producdo de substratos -
ribitol-5-fosfato, ribulose-5-fosfato, 5-fosfo-alfa-D-ribose difosfato, outros - para sintese de
histidina, nucleotideos e polissacarideo capsular (TATUSOV, ef al. 1996; RAGHUNATHAN
et al., 2004; KEGG, 2010, OTHMAN et al., 2014).
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Figura 9. Mapa metabélito da via das pentoses fosfato de H. influenzae 10810 (sorotipo b).

Os quadrados correspondem as enzimas envolvidas na reago, sendo a cor branca e verde indica¢des
da auséncia e presenga da enzima, respectivamente. Legenda: 1.1.1.49 glicose-6-fosfato
desidrogenase; 1.1.1.363 — glicose-6-fosfato desidrogenase; 5.3.1.9 — glicose-6-fosfato isomerase;
3.1.3.11 — frutose-bifosfatase; 2.7.1.11 — 6-fosfofrutoquinase; 4.1.2.13 — frutose-6-bifosfato aldolase;
4.1.2.4 — deoxiribose-fosfato aldolase; 2.7.1.15 — riboquinase; 2.2.1.1 — transcetolase; 2.2.1.2 —
transaldolase; 5.1.3.1 — ribulose-fosfato 3-epimerase; 2.7.6.1 — ribose-fosfato difosfoquinase; 5.3.1.6
ribose-5-fosfato isomerase; 2.7.1.15 riboquinase; 1.1.1.44 — fosfogluconato desidrogenase; 1.1.1.343 —
fosfogluconato desidrogenase.

Fonte: KEGG (2010).

3.4.6 Sintese de poliribosil-ribitolfosfato

A biossintese de PRP ¢ codificada por um cacete especifico denominado locus cap,
dividido funcionalmente em trés regides distintas: I, II e III (Figura 10). As regides I
(bexDCBA) e 111 (hsAB) expressam genes responsaveis pelo transporte assistido por ATP do
PRP através da membrana celular e exportagdo do mesmo a superficie da célula,
respectivamente. Na regido 11, quatro genes (bcs234) associados a sintese do polissacarideo
capsular estdo presentes (KROLL e MOXON, 1988; VAN ELDERE et al., 1995; SATOLA et
al., 2003).

As regides 1 e III sdo altamente conservadas nos demais sorotipos € homoélogas aos
genes que sintetizam polissacarideos capsulares em Escherichia coli, Neisseria meningitidis,

Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e Mannheimia haemolytica, sendo a
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regido II especifica para as demais linhagens capsulares de H. influenzae (KROLL e

MOXON, 1988; VAN ELDERE et al., 1995; SATOLA et al., 2003).

Fungdo Exportagao dependente de ATP Biossintese de PRP Pds-polimerizagdo
Regido | Regido ll Regido lll
Genes  bexA | bexB | bexC | bexd | bsi bs2 | bs3 | bsa | hsA hsB

Figura 10. Organizacdo geral do 16cus cap do H. influenzae capsular.
Fonte: Adaptado de SATOLA et al. (2003).

A caracterizagdo genética de isolados clinicos de Hib de diversas regides do mundo
mostrou que o elemento locus cap estd parcialmente duplicado em 98% das linhagens
existentes, resultando em duas copias da regido II e III e uma cépia truncada entre as regides
dos genes bexA e IS1016. Segundo Kroll e Moxon (1988), apenas uma cépia do ldcus €
necessaria para biossintese do polissacarideo e os autores especulam que a duplicacdo das
regides confere maior estabilidade contra delecdo espontanea das sequéncias. Ademais,
estudos envolvendo a amplificagdo do locus cap em cepas de Hib demonstraram que o
nimero de copias do elemento estd intimamente relacionado a produtividade de material
capsular, sendo inversamente proporcional a susceptibilidade a lise celular e opsonizagao via
sistema complemento, maior resisténcia a resposta imunologica e menor aderéncia em células
epiteliais humanas (NOEL e/ al., 1996; KROLL e MOXON, 1998; SATOLA et al., 2003).

Com relagdo a formacdo de PRP, seu mecanismo de biossintese e regulagdo
metabolica ainda ndo foram completamente elucidados. Van Eldere e colaboradores (1995)
sequenciaram a regido Il do locus cap e notaram que o gene bcs/ expressa uma enzima vital
para a formacdo do polissacarideo, a CDP-ribitol sintetase. Estudos subsequentes de Pereira e
Brown (2004) e Zolliet al. (2001) observaram que a CDP-ribitolsintetase apresenta atividade
enzimatica bifuncional, atuando na sintese de CDP-ribitol via redugdo de ribulose-5-fosfato a
ribitol-5-fosfato e, posteriormente, transferéncia de um grupo citidil (Figura 11). Apesar do
mecanismo de polimerizagdo de PRP ndo ser completamente conhecido, sugere-se que o
mesmo ¢ formado pela unido alternada de grupos ribose e ribitol e que a biossintese esta
associada a via das pentoses fosfato, uma vez que ela envolve intermediarios dessa via (VAN

ELDERE et al., 1995; ZOLLI et al., 2001; PEREIRE e BROWN, 2004).
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Figura 11. (a) Redugdo e transferéncia de citidil e (b) sitio ativos da enzima CDP-ribitol sintetase.
Fonte: Retirado de PEREIRA ¢ BORWN (2004); ZOLLI et al.(2001).

3.4.7 Exigéncias Nutricionais

A versatilidade metabolica de H. influenzae exige a presenga de fatores de
crescimentos especificos, como heme e NAD, para viabilizar sua propagacdo. Delecdes
naturais em genes que codificam enzimas da via de novo da sintese da piridina-nucleotideos
incapacita o microrganismo de sintetizar NAD, exceto se nicotinamida mononucleotideo
esteja presente no meio. Com relacdo a hemina, o H. influenzae nao apresenta parte das
enzimas necessarias para conversao de acido aminolevulinico em protoportirina, necessitando
de heme para aquisi¢do de ferro. Ademais, cultivos in silico de H. influenzae demonstraram
que o microrganismo demanda também de arginina, glutamato, cisteina, 4cido pantoténico

tiamina e uracila (TATUSOV et al., 1996).

3.5 Producio de polissacarideo capsular por Haemophilus influenzae tipo b

O processo de producdo da vacina conjugada de Hib é constituido das seguintes
etapas: upstream (producdao do lote semente, preparo do indculo e crescimento celular),

downstream (inativacdo, precipitacdo seletiva, sistema de filtragdo tangencial) e conjugacao
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(modificagdo do tamanho da cadeia do polissacarideo capsular e sua conjuga¢do quimica com
um carreador proteico e purificagdo) (HAMIDI et al., 2016). A seguir, faz-se uma revisdo da
literatura do estado da arte do cultivo de Hib em biorreatores e as vacinas comercializadas

atualmente.

3.5.1 O estado da arte do cultivo de Haemophilus influenzae tipo b em biorreatores

Produgdes técnicas envolvendo a biossintese de polissacarideo capsular pelo
Haemophilus influenzae sao raras na literatura. De modo geral, todos os autores propagam
Hib in vitro em meios de cultura complexos constituido de aminoacidos essenciais (isolados,
extrato de levedura ou peptona), cloreto de sodio e tampao fosfato, suplementados com NAD
e hemina. O crescimento celular foi conduzido em reatores aerdbicos, sob regime batelada
simples ou alimentada, e em condi¢des de operacdo semelhantes ao estado fisioldégico humano
- temperatura 30-37°C e pH 6-8 — onde o polissacarideo capsular ¢ naturalmente desprendido
da superficie bacteriana para o sobrenadante (ANDERSON et al., 1976; TAKAGI et al.,
2007). Portanto, faz-se abaixo um resumo do amadurecimento técnico-cientifico do cultivo de
Hib em biorreatores das ultimas décadas.

Estudos de Cart ef al. (1985) relatam o uso do meio composto de peptona de soja e
extrato de levedura, denominado pela sigla MP, para producdo de polissacarideo. Os autores
cultivaram o Hib em batelada simples contendo meio MP sem controle de pH e vazado
especifica de ar de 0,25 vvm sob dois regimes de aeragdo superficial e submersa com agitacido
constante de 750 e 200 rpm, respectivamente. A concentracdo maxima de PRP obtida foi em
em aeracdo superficial (260 mg/L). Anderson e Smith (1976) incrementaram o rendimento de
biomassa e de PRP pela concentragdo do tampao fosfato e pela variacdo da concentragdo e
tipo de hexoses (glicose, ribitol e ribose) (ANDERSON et al., 1976; CART et al., 1985).

As pesquisas sobre o cultivo de Hib retornaram somente anos mais tardes com estudos
de Merrit et al. (2000). Um processo batelada alimentada foi proposto com intuito de
maximizar a producdo de biomassa e PRP. O cultivo foi conduzido em pH controlado a 7,3,
temperatura a 36,5°C e oxigénio dissolvido foi mantido a 50%, alterando-se a vazdo
especifica de ar (0,6-0,8 vvm) e a agitagdo (400-900 rpm). O meio de alimenta¢do era
composto por extrato de levedura 100 g/L. e glicose 200 g/L e a taxa de alimentagdo foi
ajustada de modo a manter o extrato de levedura residual a 1-2 g/L e garantir que taxa de

crescimento especifico seja 0,5 h''. As concentracdes de biomassa e PRP obtidas para o
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regime alimentado foram de 5,3 g/L e 1190 mg/L, respectivamente, em reatores de 2 L
durante 16 horas de cultivo, e seus resultados foram reprodutiveis no escalonamento do
processo para reatores de 500 L (MERRIT et al., 2000).

Takagi et al. (2003) avaliou a influéncia de trés condi¢cdes de regimes, simples,
descontinua com pulso de glicose e descontinua repetida, na produ¢do de PRP. Os cultivos
foram conduzidos por 24 horas em reatores de 13 L a 37°C,contendo meio MP modificado,
sem controle de pH, aera¢do superficial sob vazdo de 2 L/min e agitacdo entre 100-600 rpm.
Apesar de coeficiente de rendimento P/X ter sido diferente para cada estratégia de cultivo, as
concentragdes de biomassa e PRP foram as mesmas em todos os regimes, 1,8 g/L e 132 mg/L,
respectivamente. Ademais, observou-se que a producdo de polissacarideo estd associada ao
crescimento do microrganismo (TAKAGI et al., 2003).

A partir das informacdes coletadas ao longo dos anos, Takagi et al. (2006) relataram
que a otimizagdo da produtividade de PRP estd associada principalmente com trés fatores:
composi¢do do meio, sistema de aeragdo empregado e pH. Para tanto, os autores estudaram o
efeito da aeragdo superficial e submersa, da concentragdo de oxigénio dissolvido controlado a
10 e 30% da saturacdo do ar e a influéncia do controle de pH a 7,6 na producdo de biomassa e
PRP em meio complexo MP. Constatou-se que o controle de pH seguido do sistema de
aeragdo foram primordiais para o aumento da produtividade de PRP ao passo que a
concentragdo de oxigénio dissolvido pouco influenciou no processo. As condi¢des otimizadas
pelos autores foram de aeracdo submersa com saturacdo de oxigénio a 30%, sendo capaz de
atingir uma produgdo acima de 950 mg PRP/L durante 24 horas de cultivo (TAKAGI et al.,
2006; 2007).

Ja Silva (2010) explorou os resultados de Takagi et al. (2006, 2007) aplicando outras
estratégias de cultivo descontinuo alimentado que resultam em maior produgdo PRP, a citar:
adicdo intermitente de glicose, vazdo constante, vazdo exponencial e reciclo de células
seguido de perfusdo. A ultima estratégia apresentou maior concentracdo e produtividade de
PRP (1800 mg PRP/L e 129 mg PRP/L.h) comparada com as demais relatadas até entdo. No
entanto, constatou-se que a estratégia de melhor viabilidade econdémica foi o cultivo
descontinuo alimentado com vazao constante (1600 mg PRP/L e 88 mg PRP/L.h) (SILVA,
2010).

Além de aperfeicoar o regime do processo, o autor buscou avaliar a distribui¢do da
massa molecular e do tamanho da cadeia do polissacarideo nos processos com intuito de

atentar as recomendagdes de controle de qualidade estabelecidas pela Organizacdo Mundial
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da Satde. Observou-se que o tempo de cultivo influencia negativamente na massa molecular
do polissacarideo. Ademais, Silva observou que o acimulo de acetato ao longo do cultivo
atuou inibitoriamente ao crescimento celular (WHO; 2000; SILVA, 2010).

Ultimos relatos de cultivo de Hib referem-se aos trabalhos de Cintra (2014), que
objetivou aperfeigoar as condicdes estabelecidas (pH e temperatura) por Silva (2010),
considerando a produtividade de PRP e sua massa molecular como referéncias. Observou-se
altas temperatura e pH alcalinos favorecem a despolimerizagdo espontanea do polissacarideo,
podendo ser potencializada com a presenga de cations mono ou bivalentes. Portanto, de
acordo com seus resultados, a melhor condi¢do de cultivo foi de pH 7,1 e temperatura de
30°C, atingindo concentragdo de PRP na ordem de 1400 mg/L e massa molecular de 78%
maior que a descrita na literatura - pH 7,5 e 37°C (CINTRA, 2014; CINTRA e TAKAGI,
2015).

3.6 Estratégias de otimizacdo de crescimento microbiano e formacido de

produto

Em tecnologia de fermentacdes, as estratégias de otimizacdo de processos
fundamentam-se no ajuste das condi¢cdes de cultivo de modo a garantir propriedades
fisiologicas otimas do microrganismo. Essas informagdes sdo traduzidas quantitativamente na
maximizagdo de quatro pardmetros operacionais: produtividade volumétrica, concentracdo de
produto, coeficiente de rendimento e reprodutibilidade do processo (COONEY, 1983).

Sob uma otica econdmica, a manutengdo de uma alta produtividade volumétrica
repercute diretamente na maximizagao do retorno do capital de investimento, principalmente
em projetos de desenvolvimento de novos bioprocessos. Além disso, altos coeficientes de
rendimento minimizam o custo de matéria prima, como meio de cultivo. Por fim, a
reprodutibilidade ¢ um elemento essencial no alcance de metas de processo bem como na
reducdo de custo de operacdo (COONEY, 1983).

Com intuito de atender as condi¢des otimizadas, faz-se necessario analisar a demanda
metabolica do microrganismo em questdo por meio de diversas ferramentas do conhecimento,
a citar: engenharia genética, fisiologia do microrganismo, design do biorreatores, modelagem
matematica e estatistica, entre outros (COONEY, 1983). Para o presente trabalho, faz-se um
resumo interativo sobre as principais estratégias de otimizagdo que se mostraram efetivas e
reprodutiveis em bioprocessos, em especial no aperfeigoamento da produgdo de
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exopolissacarideos bacteriano, a citar: selecdo de linhagens selvagens, elaboragdo de meio de

cultura definido e regimes de processo.

3.6.1 Uso de linhagens selvagens com multiplas copias do l6cus cap

A busca por linhagens de H. influenzae tipo b mais eficientes na biossintese de
polissacarideo capsular pode ser destacada com uma alternativa viavel para maximizagao da
produtividade volumétrica e concentragdo final de produto. Conforme descrito no item 3.4.7,
estudos demonstram que mais de 98% das linhagens de Hib existentes apresentam o l6cus cap
parcialmente multiplicado e que a amplificacdo desse elemento genético contribui na
produtividade do material capsular. Kroll € Moxon (1988) observaram que a produtividade
(ng PRP/10° UFC) de linhagens contendo multiplas copias do cap foi proporcional ao niimero
de copias quando comparadas as linhagens contendo somente um locus cap (KROLL e
MOXON, 1988).

A literatura produzida até o presente momento contém somente com cultivos de H.
influenzae tipo b Eagan e GB 3291. Sabe-se que o genoma da primeira apresenta duas copias
do 16cus cap, porém, nenhuma informagdo referente ao nimero de copias da segunda ainda
foi relatado, muito menos se isso influencia efetivamente na produtividade final do processo.
Desse modo, torna-se atrativo um estudo que investigue se a amplificagdo do 16cus cap pode
refletir na producdo de PRP em biorreatores, tendo em vista a existéncia de linhagens com o
locus cap com multiplas copias, a citar a cepa rara contendo seis copias que fora isolada por
Cerquetti e colaboradores (2006) (MERRIT et al., 2000; TAKAGI et al., 2003; 2006; 2007;
CERQUETTI et al., 2006).

Ademais, apesar de pouco encorajado pelas instituicdes de biosseguranca, destaca-se a
possibilidade de transformar o Hib em linhagens recombinante contendo ldcus cap
amplificado. A técnica ¢ bem descrita na literatura pelas metodologias propostas por Moxon
et al. (1984) e Herriot et al. (1970) e corriqueiramente usada no estudo da viruléncia do
polissacarideo na partenogéneses de Haemophilus. Contudo, as regulamentacdes de uso de
microrganismos geneticamente modificados sdo demasiadamente rigorosas para empregar o
uso da tecnologia de DNA recombinante em patdogenos e sua aplicagdo na producdo de
vacina. Tal circunstincia exigiria uma avaliacdo de risco bem criteriosa e, ndo menos

importante, uma unidade de producdo bem sofisticada para sua viabiliza¢do, tornando essa
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abordagem alternativa legalmente burocratica e economicamente custosa (HERRIOTT et al.,
1970; MOXON et al., 1984).

3.6.2 Otimizacao do meio de cultivo

A formulag¢do de meios de cultivo quimicamente definidos ¢ apresentada como uma
alternativa eficaz na otimiza¢@o de processos fermentativos. Seu emprego possibilita modular
a maquinaria biolégica do microrganismo para um determinado foco, como producdo de um
bioproduto ou maximizagao do crescimento celular. Assim, um aumento na produtividade do
processo e, consequentemente a reducdo do custo final de matérias-primas, podem ser
alcancados (SINGH et al., 2017).

Ademais, o uso de formulagdes definidas ¢ simples para o aumento de escala e
também permite uma maior conformidade no processo, uma vez que a variagdo de lote ¢
reduzida quando comparada com os meios complexos. Contudo, a sua elaboracdo ¢
demasiadamente trabalhosa, pois sua eficiéncia dependente de um conhecimento profundo
sobre as exigéncias nutricionais do organismo bem como da quantidade e qualidade desses
componentes. Portanto, faz-se necessario uma abordagem estratégica em planejar os
experimentos de modo que a quantidade de ensaios e o custo sejam minimizados (SINGH et
al.,2017).

Os meios empregados no cultivo de Hib para producdo de PRP descritos na literatura
sdo majoritariamente complexos, constituidos de extrato de levedura e caseina hidrolisada
como fontes de nitrogénio, glicose ou glutamato como fonte de carbono, tampao fosfato,
hemina e NAD. Alguns trabalhos sobre meios quimicamente definidos para cultivo de H.
influenzae foram publicados, contudo, sua aplicacdo foi restrita a outros objetivos sem ser a
de sintetizar polissacarideo capsular. Entre todos os componentes inseridos, nota-se a
presenca de valina, leucina, isoleucina, serina, acido aspartinico, acido glutamico, arginina,
fenilalanina, tirosina, triptofano, histidina, cisteina, adenina, tween 80, uracila, piridoxina,
tiamina, pantotenato de calcio, glutamina, ZnSO4, MgSO4, FeSO4, NaCl, hemina e NAD.
Considerando as demandas metabodlicas do H. influenzae descritas no topico 4.4.7, observa-se
que a elaboracdo do meio quimicamente definido devera conter impreterivelmente arginina,
cisteina, glutamato, 4cido pantoténico, tiamina, uracila, NAD, hemina e alguma fonte de
carbono — frutose, lactose, glicose, entre outros. (BUTLER, 1962; HERRIOTT et al., 1970;
MERRITT et al., 2000; COLEMAN et al., 2003; TAKAGI et al., 2006; 2007; SILVA, 2010).
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Para tanto, a avaliacdo da significancia do componente bem como a determinacdo da
sua concentracdo ideal podem ser definidas por métodos hibridos envolvendo metodologias
estatisticas, como o planejamento experimental Plakett-Burman ou Taguchi, associado com
uma técnica de otimizagdo, a citar: redes neurais artificiais ou superficie de resposta. A
primeira técnica fundamenta-se na avaliagdo da significancia estatistica das varidveis em
determinado componente, por exemplo, o efeito de uma determinada vitamina na
concentracdo final de produto. Apos o refinamento dos dados e a retirada das variaveis
estatisticamente nao interferentes, aplica-se métodos de otimizagdo que relacionam os
parametros estudados e posteriormente retorna as melhores condi¢des para o fim estudado.
Castro e colaboradores (1992) aumentaram cerca de 45% da produtividade de interferon gama
em cultivo de células CHO somente com a definicdo do meio. J4& Wang et al. (2005) reduziu
significativamente o custo de producdo de polissacarideo por Pleurotus citrinopilaetus

(CASTRO et al., 1992; WANG et al., 2005; SINGH et al., 2017).

3.6.3 Cultivo continuo para produc¢do de polissacarideo de origem bacteriana

A transi¢do da metodologia batelada para o sistema continuo na cadeia produtiva da
industria de transformagdo foi efetivamente executada por diversos setores, como a
petroquimica, de alimentos e, mais recentemente, a farmacéutica. A flexibilidade na operacao,
a alta produtividade bem como a exigéncia de facilities menores estdo entre as principais
vantagens da sua implantagdo em comparacdo com a metodologia batelada. Apesar de seu
emprego ainda ser escasso em plataformas biotecnologicas, o crescimento na demanda de
produtos biologicos e o aumento das pressdes econdmicas na redugdo de custo de produgdo
estdo contribuindo na busca de tecnologias que operem bioprocessos continuamente
(JUNBAUER, 2013; RATHORE et al., 2016).

Com relacdo as estratégias de upstream, o cultivo continuo € corriqueiramente
apresentado como uma tendéncia no desenvolvimento e aprimoramento de processos da
industria biotecnologica. O sistema continuo em biorreatores, também conhecido como
quimiostato, tem sido estudado pela academia por mais de 75 anos, a citar: estudos de
modelos cinéticos de crescimento por Monod (1942), cultivo de Aerobactere cloacae por
Herbert et al. (1956), fermentacdo alcodlica continua por Saccharomyces cerevisiae Aiba et
al. (1968) e outros. Ademais, bioprocessos continuos nao estao restritos somente a academia,

por exemplo, data-se o emprego industrial do cultivo em perfusdo de culturas de hibridoma
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para producdo de biofarmacos desde 1980, antes da sua substituicao por métodos de producao
utilizando microrganismo recombinante (RATHORE et al., 2016).

Via de regra, o cultivo continuo caracteriza-se por possuir uma continua alimentagdo
de meio de cultivo e retirada do caldo de fermentacdo, mantendo-se constante o volume do
reator. Essa configuracdo possibilita manter a célula em um estado fisioldégico constante
mediado pelas intera¢des fisico-quimicas com o ambiente (taxa de dilui¢do e composi¢do do
meio de alimentagdo, por exemplo), implicando no estabelecimento do estado estacionario, ou
quasi-estacionario, apos um tempo curto de cultivo. Além das vantagens em bioprocessos,
que serdo descritas mais abaixo, o cultivo continuo ¢ considerado como uma metodologia
crucial para o entendimento da fisiologia do microrganismo e, mais recentemente, como uma
ferramenta na biologia molecular (ZIV et al., 2013; RATHORE et al., 2016).

Conforme mencionado anteriormente, a principal vantagem que sobrepde o cultivo
continuo em relagdo aos demais regimes descontinuos simples ou alimentados diz respeito a
operagdo do processo em estado estacionario (SCHMIDEL et al., 2001). Em decorréncia

disso, diversos beneficios podem também ser considerados, a citar:

e Redug¢do dos tempos ndo-produtivos e consequente aumento da produtividade;

e Obtencdo de conformidade ao longo processo;

e Minimizagdo dos efeitos inibitdrios de metabolitos secundarios;

e Manuten¢do do estado fisioldgico das células;

e Integragdo com demais etapas da cadeia produtiva, minimizando a interfase
upstream/downstream;

o Menor necessidade de mao-de-obra e outros.

Em contrapartida, a literatura técnica de processos fermentativos continuos aponta
alguns problemas praticos que sobrepdem suas inimeras vantagens, podendo limitar o
emprego desse regime em escala industrial. Dentre eles, pode-se destacar o investimento
inicial da planta, possibilidade de ocorréncia de mutacdes genéticas espontaneas, ocorréncia
de contaminagdes, sendo este o maior desafio operacional em processos assépticos. Contudo,
a frequéncia e a gravidade de problemas de contaminacdo sdo decorrentes de programas de
manejo de culturas celulares ineficientes que podem ser reduzidos seguindo os passos: uso de

boas praticas de assepsia, reducdo de acidentes de trabalho, manutengdo da limpeza do
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laboratério/unidade, monitoramento rotineiro de contaminagdo, uso estratégico de repositorio
de células congeladas e uso de antibidticos (SCHMIDEL et al., 2001; RYAN, 2008).

Para fins praticos, faz-se um breve estudo da dindmica de um processo fermentativo
genérico sob regime continuo. Admite mistura perfeita de modo que o sistema possa ser
considerado homogéneo, que o meio de alimentacdo seja estéril, que as vazdes de alimentagao
e de saida de meio (F) sejam iguais e constantes.

Assim o balango de massa do sistema continuo ¢ dado por

[Acimulo] = [Entrada] — [Saida] + [Geracido] + [Consumo] (Eq. 6)
d(X.V) (Eq. 7)
= —FX+u-X
Onde,

X = concentra¢@o de biomassa (g/L)

S = concentracdo de substrato (g/L)

V =volume (L)

n = velocidade especifica de crescimento (h™!)

Y = fator de conversdo de substrato a célula (gcetula/Esubstrato)

Assumindo que volume constante durante todo o processo e definindo a variavel vazao
especifica de alimentacao (D) como a relacdo entre a vazao volumétrica de alimentagdo e o

volume de reator.

(Eq. 8)

S|
I
<|=

dX) _ (Eq. 9)
3 —w—D)-X

Onde,
D = taxa de diluigdo (h™)

No estado estaciondrio, as varidveis de processo sdo constantes e no estado de

equilibrio ¢ assumido. Logo,
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0 (Eq. 10)
(Eq. 11)

(u—D)-

T
Il

Onde

X = concentracdo de biomassa no estado estacionario (g/L)

A equacdo acima enuncia que, sob regime permanente, a velocidade de crescimento
celular e a velocidade de retirada de célula do fermentador sdo equivalentes de modo que a
concentracdo celular no reator ¢ mantida constante. Além disso, ela indica também que a
velocidade especifica de crescimento celular ¢ modulada pela vazdo especifica de
alimentacgdo. Tal informagdo ¢ muito relevante, pois a partir da taxa de diluigdo ¢ possivel
fixar um estado fisioldgico desejavel das células.

Segundo a literatura consultada, o uUnico trabalho envolvendo a producdo de
polissacarideo capsular por Hib em regime continuo foi de Silva (2010). O autor cultivou Hib
em perfusdo, obtendo concentracdo final e produtividade de PRP na ordem de 1800 mg/L e
129 mg/L.h, respectivamente. O processo estabelecido apresentou melhores resultados
comparado com os da literatura, apesar de nenhum estudo quanto a qualidade do material
produzido ou sobre o efeito da taxa de diluicdo na fisiologia de Hib ter sido investigado
(SILVA, 2010).

Comparativamente, poucas publicagdes sobre producdo de polissacarideo capsular
bacteriano em regime continuo estdo disponiveis na literatura. De modo geral, ¢ possivel
observar que ndo existe um comportamento comum quanto ao efeito da taxa de dilui¢do na
produtividade, concentracdo, qualidade e rendimento do bioproduto. Portanto, sugere-se que a
expressdo de polissacarideo ¢ modulada pela taxa de diluicdo e, principalmente, pela
fisiologia do microrganismo em questao se encontra quando o regime foi iniciado.

Gogola-Kolling e colaboradores (2014) compararam duas estratégias de cultivo de
Streptococcus pneumoniae sorotipo 14 (umax = 1,20 h') para producdo de polissacarideo
capsular. Os autores observaram que a produtividade de biomassa e de polissacarideo bem
como a conversdo de glicose foram maiores em cultivo continuo que em regime batelada,
apesar dos coeficientes de rendimento Y,s € Yxs ndo terem variado significativamente entre
eles. Tais fatores evoluiram proporcionalmente com o aumento da taxa de diluicao at¢ D = 0,8
h! (65% de pmax), atingindo valores de produtividade de bioproduto 300% maiores que o
observado no regime batelada, e decresceu até atingir Dc (D > pmax), no qual ocorreu um
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arraste das células do reator. O consumo de glicose diminuiu com o aumento de D ao passo
que a conversdo de células, metabolitos secunddrios e bioproduto cresceram. Os resultados
obtidos foram satisfatérios e os autores demonstraram sua reprodutibilidade em escalas
industriais para produ¢do de vacina contra pneumococo (GOGOLA, 2011; GOGOLA-
KOLLING et al., 2014).

No entanto, estudos envolvendo o cultivo continuo de Klebsiella pneumoniae K1
mostraram um efeito retrogrado frente ao aumento da taxa de dilui¢do. Mengistu e
colaboradores (1993) investigaram a sintese de exopolissacarideo pelo organismo em regime
continuo e observaram que a produtividade maxima foi presenciada em taxas de dilui¢ao
baixas. Os autores refutam que baixos tempos de retencdo hidraulicos resultam em uma maior
oportunidade de o microrganismo usar o excesso da fonte de carbono para biossintese de
polissacarideo. Ademais, devido a baixa velocidade de crescimento especifica de Klebsiella
pneumoniae K1, a producdo de outros componentes da superficie externa da célula, como
peptidoglicano e lipopolissacarideos, sdo favorecidos em oposi¢do ao polissacarideo. Tais
resultados também foram observados nos cultivos continuos de Pseudomonas NCIB11264 ¢
Alcaligenes faecalis (WILLIAMS e WIMPENNY, 1978; PHILLIPS et al, 1983;
MENGISTU et al., 1993).

Paoletti e colaboradores (1996) conjecturaram que a expressdo de polissacarideo
capsular em bactérias patogénicas ¢ modulada por um mecanismo complexo que envolve a
velocidade de crescimento celular do microrganismo e sua patogé€nese. Para os autores, as
bactérias patogénicas produtoras de polissacarideo com baixa velocidade de crescimento
expressam majoritariamente componentes celulares (LPS e proteinas de membrana)
associados a sua adesdo ao hospedeiro, facilitando a fase de colonizagdo. Em contrapartida, se
tais microrganismos crescem em taxas maiores, a biossintese de polissacarideo capsular serd
favorecida em comparagdo aos demais componentes, caracterizando a condi¢do de invasao.
(PAOLETTI et al., 1996; GOGOLA, 2011).

Diante do exposto, as informacdes discorridas acima podem ser interligadas as
particularidades fisiologicas de Hib frente ao efeito da taxa de diluigdo. A diferenciacdo de
fase ¢ uma caracteristica marcante da partenogénese do microrganismo. Sabe-se que a
composi¢do celular do microrganismo ¢ modulada pela sua velocidade de crescimento e,
principalmente, pela condicdo do microambiente onde ele se encontra. Durante a colonizagado
do trato respiratorio superior, componentes celulares associados ao mecanismo de adesdo —

LPS, proteinas de adesdo, polissacarideo capsular e proteinas de membrana - sdo favorecidos.
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Observa-se também a espessura do polissacarideo capsular apresenta uma menor espessura
que durante a fase inicial de infec¢@o. Apods a invasdo e disseminacdo da bactéria na corrente
sanguinea, a fisiologia de Hib é remodelada e a biossintese de capsular de maior espessura
bem como mudanca no fendtipo de LPS sdo favorecidos, permitindo sua adaptagdo e
resisténcia ao sistema imune do hospedeiro, principalmente ao sistema complemento e
fagocitose por células especializadas. Langfor e Moxon (1992) estudaram o efeito da
velocidade de crescimento de Hib na expressdo de LPS e proteinas de membranas em um
quimiostato. Os autores observaram uma mudang¢a na composicdo de LPS com o aumento da
taxa de diluicdo que a producdo de LPS de massa moleculares baixa acompanha em
velocidades de crescimento (D) alto. Portanto, sugere-se que as hipoteses de Paoletti e
colaboradores sejam possivelmente aplicaveis para Haemophilus influenzae tipo b e que a
producao de polissacarideo capsular em cultivo continuo possa ser favorecida pelo incremento
da velocidade de crescimento, ou em termos operacionais, com o aumento de D (TURK,
1984; LANGFOR e MOXON, 1992; CHANDRAN et al., 2013).

No que diz respeito a dinamica da massa molecular de polissacarideo bacteriano,
nenhuma informacdo genérica sobre do efeito da taxa de dilui¢do em cultivo continua foi
encontrada na literatura consultada. Contudo, diante a instabilidade da molécula frente ao
acimulo de cations monovalentes, a constante renova¢do de meio no biorreator possibilita o
arraste desses ions para fora do sistema, podendo minimizar a despolimerizacdo do
polissacarideo.

Uma estratégia promissora aos cultivos em geral ¢ a realiza¢do de processos com alta
densidade celular por meio do reciclo de células. Tal proposta ¢ frequentemente aplicada em
bioprocessos cujo produto estd associado ao crescimento. Ela fundamenta-se na seguinte
metodologia: cultivar em regime batelada alimentada o microrganismo até o crescimento
microbiano comegar a ser inibido pelo acumulo de metabdlicos secundarios antes de iniciar o
regime continuo. Nessas condicdes, a fisiologia e a concentracdo celular do organismo sdo
estabelecidas e mediadas pela taxa de diluicdo do reator, e a produtividade do bioproduto
passiva de ser favorecida devida a alta densidade de células no sistema. Silva (2010) executou
tal estratégia para cultivo de Hib para producdo de PRP e, conforme explicitado acima, o
autor obteve resultados satisfatérios comparada aos trabalhos publicados consultados.
Contudo, muito ainda pode ser explorado. Xu e colaboradores (2006) desenvolveram um
processo continuo com reciclo de células em alta densidade para produgdo de acido latico por

Lactobacillus paracasei e observaram que tal estratégia aumentou a produtividade em 10
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vezes comparada aos resultados tradicionais de processo. Desse modo, o emprego do processo
continuo com reciclo de células em alta densidade para biossintese de PRP por Hib seria uma
estratégia atraente tendo em vista o aumento da produtividade de PRP em funcdo da

manutenc¢ao de uma alta densidade celular.
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4., CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho resultaram nas seguintes conclusdes:

e A inibi¢do do crescimento celular pelo acimulo de metabdlicos secundarios bem
como a instabilidade do poliribosilribitol fosfato diante aos cations mono ou
bivalentes sdo os gargalos de processos relatados na literatura;

e O uso de linhagens com multiplas cépias do locus cap, a otimizacdo do meio de
cultivo e o cultivo em regime continuo demonstraram ser excelentes estratégias para
otimizagdo da concentracdo, produtividade e qualidade do produto;

e A dindmica de regimes continuos pode possibilitar a consisténcia da massa molecular
do polissacarideo ao longo do processo devido ao ndo acimulo de ions mono ou
bivalente bem como contribuir na produtividade de biomassa tendo em vista a

minimizagdo dos metabdlitos secundarios no reator.

Portanto, as informacdes a busca por regimes de processos que minimizem os efeitos
inibitorios de produtos metabolitos de Hib, considerando a instabilidade quimica de PRP
frente ao acimulo de Na e a dindmica da massa molecular de PRP ao longo de cultivos
descontinuos tornam as informagdes apresentadas no presente trabalho tecnicamente atrativos

para um aperfeicoamento do processo de produ¢do da vacina conjugada Hib.
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