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RESUMO

GARCIA, M. W. Vesiculas de Membrana Externa (OMV) de Neisseria lactamica:
Processo de Obtencao e Avaliacdao do Potencial Adjuvante. 2018. 162f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Vesiculas de membrana externa, OMV, sdo formadas a partir de evaginacbes da
membrana externa de bactérias Gram-negativas e tém ganhado interesse em suas
funcdes biologicas por serem uma alternativa ao desenvolvimento de novas
estratégias e combinacdes vacinais. OMV da bactéria comensal Neisseria lactamica
induzem anticorpos que possuem reatividade cruzada com N. meningitidis e podem
ser, além de antigeno para a doenca meningocécica, um potencial adjuvante de
mucosa. O objetivo deste trabalho é estabelecer condices de cultivo de N. lactamica
para a obtencdo de OMV e avaliar a funcéo adjuvante destas OMV em combinacao
com o antigeno de superficie, PspA5, de Streptococcus pneumoniae. Foram
realizados cultivos descontinuos em biorreatores de 5L por 10-15h. O meio de Catlin,
MC, teve a concentracdo do substrato fonte de carbono (lactato) e aminoacidos
modificada, além do acréscimo de extrato de levedura. Foram monitorados
temperatura, pH, agitacdo e oxigénio dissolvido. Amostras foram coletadas a cada
hora para andlise de biomassa, consumo de nutrientes, producdo de &cidos e
rendimento das OMV. Foram determinados os parametros cinéticos de produtividade
maxima de células (ProdXmax) e de produto (ProdPmax), fatores de conversao (Yws, Ypis
e Ypix) e velocidade de crescimento (UXmax). O meio MC3LA2AA2YE (12h), com 18,0
g/L de lactato e o dobro da concentracéo original dos aminoacidos do MC foi o melhor,
guando comparado aos demais para a obtencdo de OMV. N. lactamica, cultivada
nesta condicdo, apresentou produtividade méaxima de OMV de 30,66 mg OMV/L.h, e
concentragdo de OMV de 340,43 mg/L, na 112 hora de cultivo. Os ensaios
imunologicos foram realizados com a formulagédo de OMV puras ou OMV tratadas com
detergente, para a retirada de parte do lipooligossacarideo (LOS), em combinacéo
com a proteina PspA5 de S. pneumoniae. O esquema de imunizacao foi de duas
doses via intranasal, em modelo murino. Foram avaliados a indugdo de anticorpos IgG

anti-PspAb5 e o potencial protetor das formulac¢des. Os grupos vacinais com adjuvante



apresentaram inducéo de anticorpos IgG anti-PspA5 de aproximadamente 10°ng/mL
e sobrevivéncia de 100%, 75% e 66,7%, respectivamente, para PspA5-OMVp, PspA5-
OMVis%n, € PspA5-OMViwsw Os resultados evidenciam atividade adjuvante
determinante das OMV em combinac¢do com a proteina heteréloga PsSpA5 e protecdo

contra o desafio de Streptococcus pneumoniae em modelo murino.

Palavras-chave: Neisseria lactamica. Cinética de Cultivo. Vesiculas de Membrana

Externa. OMV. Funcéo Adjuvante. Streptococcus pneumoniae.



ABSTRACT

GARCIA, M. W. Outer Membrane Vesicles (OMV) from Neisseria lactamica:
Cultivation Process and Evaluation of Adjuvant Potential. 2018. 162p. Thesis
(Doctorate in Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2018.

Outer membrane vesicles, OMV, are formed and released from all Gram-negative
bacteria’s outer membrane and have gained interest due to their biological functions,
as they can be a potential alternative to the development of new vaccine strategies
and formulations. OMV from the commensal bacteria Neisseria lactamica induce
antibodies that present cross reactivity with N. meningitidis and may be a potential
mucosal adjuvant in addition to antigen for a meningococcal disease. The objective of
this work is to define culture conditions of N. lactamica in order to obtain OMV, and
evaluate the adjuvant function of their OMV in combination to the surface antigen,
PspAb, from Streptococcus pneumoniae. Discontinuous batches cultures were carried
out in 5L bioreactors for 10-15h. The medium of Catlin, MC, had its carbon substrate
concentration (lactate) and its amino acids concentration modified according to each
experiment, plus the addition of yeast extracts. Temperature, pH, agitation and
dissolved oxygen were monitored. Samples were collected hourly for analysis of
biomass, nutrient consumption, acid production and OMV yield. Maximal cell
production products (ProdXmax) and product (ProdPmax), conversion factors (Yxs, Ypis€
Ypix) and growth rate (UXmax) were obtained. The MC3LA2AA2YE medium (12h), with
18.0 g / L lactate and double the original MC amino acid concentrations, was the best
formulation to obtain OMV. N. lactamica, cultivated in this condition, presented
maximum OMV productivity of 30.66 mg OMV/L.h and OMV concentration of 340.43
mg/L, at the 11" hour of cultivation. Immunological assays were performed with
formulations with native OMV or OMV treated with detergent to remove part of the
lipooligosaccharide (LOS), in combination with S. pneumoniae PspA5 protein. Two-
dose of intranasal immunization were administered in mice. An induction of anti-PspA5
IgG antibodies and the protective potential of the formulations were evaluated.
Adjuvanted vaccine groups showed induction of anti-PspA5 IgG antibodies of

approximately 10° ng/mL and 100%, 75% and 66.7% survival, respectively for PsSpA5-



OMVp, PspA5-OMVio 5%, € PSpA5-OMVio,3%. The results obtained in this project show
a significant adjuvant activity of Neisseria lactamica OMV in combination with
heterologous protein PspA5 and protection against Streptococcus pneumoniae
challenge in mice model.

Keywords: Neisseria lactamica. Kinetics. Outer Membrane Vesicles. OMV. Adjuvant.

Streptococcus pneumoniae.
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MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82 hora. Grupo F. MC 3LA2AA2YE com pulso de
lactato e aminoacidos na 82 hora. Grupo G. MC 3LA2AA2YE com borbulhamento de ar e pulso
de lactato e aminoacidos na 62 hora. MC — meio de Catlin sem ferro. LA — lactato. YE — extrato
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1. INTRODUCAO

1.1. OMV: Estrutura e Composicéao

Vesiculas de membrana externa, ou OMV (Outer Membrane Vesicles), séo
estruturas em geral esféricas, podendo ter formato irregular e de tamanho variavel de
20-250 nm de diametro. Sdo formadas a partir da evaginacdo da membrana externa
de todas as bactérias Gram-negativas durante o crescimento do microrganismo
(Devoe e Gilchrist, 1973; Schwechheimer et al., 2013).

O envelope celular de bactérias Gram-negativas consiste de duas membranas:
a membrana externa e a membrana citoplasmatica, intermediadas pelo espaco
periplasmatico (Pp), que contém uma camada de peptidioglicano (PG). A membrana
externa € uma barreira periférica das células composta por uma camada interna de
fosfolipidios e uma camada de lipopolissacarideo (LPS, também conhecido como
endotoxina). A membrana citoplasmatica consiste em uma bicamada de fosfolipidio
gue serve como barreira eletroquimica. O periplasma € um ambiente oxidativo que
possui proteinas, mas nao contém nucleotideos fonte de energia, como ATP ou GTP.
A camada de PG liquida, dentro do periplasma, da forma a bactéria e a protege de
pressfes osmoéticas e mecanicas (Kuehn e Kesty, 2005; Schwechheimer et al., 2013)
(Figura 1).

As proteinas do envelope-sao proteinas periplasméticas solaveis, proteinas
associadas a membrana e lipoproteinas, em sua maioria. O limen da vesicula pode
conter compostos do periplasma ou citoplasma, tais como proteinas, peptidioglicano
(PG), e, em alguns casos, RNA e DNA (Kuehn e Kesty, 2005; Mashburn-Warren et
al., 2008; Schwechheimer et al., 2013; Van Der Pol et al., 2015).

Estudos de protedmica, utilizando espectrometria de massa, verificaram que o
namero total de proteinas em uma OMYV varia de 50-338, dependendo da técnica e da
espécie de bactéria. 40-80% das proteinas foram identificadas como proteinas de
membrana externa, destacando-se as porinas, proteinas de transporte, adesinas,

enzimas como fosfolipases e proteases e proteinas do flagelo ou pilus, quando estes
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estédo presentes nos microrganismos (Van Der Ley et al., 1991; Lappann et al., 2013;
Kulkarni e Jagannadham, 2014; Van Der Pol et al., 2015). Além destas proteinas,
outras toxinas e enzimas como proteases e ureases, proteinas desconhecidas
provenientes de outros compartimentos celulares, e proteinas contaminantes,
também foram identificadas (Kulp e Kuehn, 2010; Van Der Pol et al., 2015).

Em um estudo analisando proteinas nas OMV de Neisseria meningitidis,
Lappan (2013) identificou 155 proteinas, incluindo antigenos de membrana utilizados
para o desenvolvimento da vacina MenB, tais como a porina A (PorA), a proteina de
ligacdo do fator H (fHbp), a Neisserial Adesina A (NadA) e a proteina associada a
opacidade C (Opc). Ja Salustiano (2015), por espectrometria de massa, identificou
243 proteinas na OMV de N. meningitidis, sendo 54 proteinas de membrana, e 229
proteinas em OMV de N. lactamica, sendo 77 proteinas de membrana.

As vesiculas de membrana externa (OMV) também podem ser encontradas
com as nomenclaturas: proteolipossomos, proteossomos ou nanoparticulas (Acevedo
et al., 2014)

Figura 1 — Modelo de origem das vesiculas a partir da membrana externa de bactérias
Gram-negativas. LPS - lipopolissacarideo. Pp - espaco periplasmatico. OM - membrana
externa. PG - peptidioglicano. IM - membrana interna. Cyt - espaco citoplasmatico.

Fonte: Adaptado de Kuehn e Kesty (2005)
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1.2. OMV: Biogénese

A vesiculacdo é uma caracteristica de todas as bactérias Gram-negativas e a
presenca de vesiculas de membrana externa em cultivos bacterianos é notada ha
mais de 50 anos (Kulkarni e Jagannadham, 2014). No entanto, durante muito tempo
sustentou-se a ideia de que a presenca de material vesicular estava diretamente
relacionada a presenca de detritos celulares, e ndo havia distincdo entre vesiculas
gue eram resultado de lise bacteriana e OMV intactas (Schwechheimer et al., 2013;
Schwechheimer e Kuehn, 2015). Estudos posteriores dessas vesiculas revelaram que
o contetdo das OMV (tais como lipidios e proteinas), poderia ser maior ou menor
dependendo da prevaléncia do mesmo no envelope bacteriano, e que 0 processo de
formacao das vesiculas ocorre ndo necessariamente somente durante a lise celular.
Além disso, observou-se que o processo de formacéo das vesiculas requer um alto
gasto de energia implicito na perda de lipidios e proteinas (Kulp e Kuehn, 2010).
Cultivos de diferentes bactérias Gram-negativas mostraram que a taxa de vesiculacéo
pode ser alterada por fatores tais como temperatura, disponibilidade de nutrientes no
meio, processos de oxidacdo e pela presenca de antibidticos que tenham como alvo
o envelope celular, entre outros (Mcbroom e Kuehn, 2007; Macdonald e Kuehn, 2013;
Schwechheimer e Kuehn, 2015). Essas observacfes contribuiram para apoiar o
conceito de que a vesiculacdo é um processo possivelmente conservado em
diferentes espécies bacterianas, e talvez seja essencial ao microrganismo, uma vez
que possui origem de formacgéo regulada (Horstman e Kuehn, 2000; Kulp e Kuehn,
2010; Schwechheimer et al., 2013).

O processo exato da biogénese das OMV nao é conhecido atualmente. No
entanto, alguns mecanismos foram propostos e, pode ser possivel, que todos eles
trabalhem juntos para a formagéo de OMV (Kulkarni e Jagannadham, 2014).

Nos anos 70, quando estudos da origem de formagé&o das OMV se iniciaram,
as primeiras observacoes foram de que as OMV evaginavam a partir da membrana
externa, apesar da presenca de ligacbes covalentes entre a camada de
peptidioglicano e a membrana externa (Burdett e Murray, 1974; Hoekstra et al., 1976).

Nos anos 80, em estudos com E. coli, verificou-se que as OMV continham quantidade
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de lipoproteinas relativamente menor quando comparadas a membrana externa,
sugerindo que determinadas proteinas poderiam desempenhar um papel importante
na formacgéo das vesiculas e que as OMV poderiam ser formadas em resposta a um
crescimento acelerado da membrana externa em relacdo a parede celular e as
lipoproteinas associadas (Wensink e Witholt, 1981). Zhou et al. (1998), propds que a
producdo das OMV era resultado de uma regeneracdo da parede celular. De acordo
com suas observacgdes, durante a sintese da parede celular, peptidoglicanos e &cido
muramico exercem uma pressao de turgor contra a membrana externa. A producao
das vesiculas seria entdo uma estratégia da célula em aliviar a pressao causada pelo
excesso de materiais na parede. A critica atual a esse modelo se da pelo fato de néo
explicar a presenca de componentes do citoplasma e eventualmente de &cidos
nucléicos no limen das OMV, tal como foi comprovado em estudos posteriores
(Haurat et al., 2011; Kulkarni e Jagannadham, 2014).

Uma das hipéteses mais aceitas sobre a origem das OMV é a sua producao
em resposta a um estresse sofrido pela célula. Pesquisas sobre o surgimento e a
evolucédo das OMV defendem que o processo de vesiculagéo possa ter se iniciado em
resposta a um estresse interno ou externo ao microrganismo e, ao longo da evolucgéo
das OMV, este processo tenha sido adaptado a outras funcbdes biologicas e se
conservado nas populacdes subsequentes (Kulp e Kuehn, 2010; Kulkarni e
Jagannadham, 2014; Schwechheimer e Kuehn, 2015; Pathirana e Kaparakis-Liaskos,
2016).

1.3. OMV: Funcdes Biolégicas

Estudos sobre a funcdo biolégica das OMV para 0s microrganismos tém
ganhado relevancia principalmente pela importancia na sobrevivéncia de bactérias
tanto patogénicas quanto ndo patogénicas ou comensais, € pelo interesse em
possiveis aplicagbes biotecnologicas (Kulkarni e Jagannadham, 2014;
Schwechheimer e Kuehn, 2015; Pathirana e Kaparakis-Liaskos, 2016; Roier et al.,
2016).
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Pesquisas tém demonstrado que as OMV, dentre outras funcbes, podem
auxiliar na defesa e resisténcia bacteriana, possibilitar o transporte e secrecdo de
moléculas ativas para sitios distantes e facilitar a aquisicdo de nutrientes (Kuehn e
Kesty, 2005; Kulp e Kuehn, 2010).

Estudos com OMV de Pseudomonas putida mostraram que estresse
proveniente de fontes quimicas bem como fisicas, tais como a presenca de
concentracbes toxicas de determinadas substancias, como variacdo da pressao
osmaética e de temperatura, causam uma maior liberacdo de OMV para 0 meio
(Baumgarten et al., 2012). Interessantemente, McBroom e Kuehn (2007) observaram
gue mutantes que apresentavam maiores taxas de vesiculacdo, eram mais resistentes

a estresse por variacdes térmicas.

Outra observacao interessante realizada por Manning e Kuehn (2011) foi o
aumento da taxa de liberacdo de OMV em resposta a acao de antibiéticos que atuam
diretamente na membrana externa de bactérias Gram-negativas. Nesse caso, as OMV
conferiram protecdo as bactérias através de um mecanismo de adsor¢cdo do
antibiético, diminuindo a concentracdo da droga que atacaria as bactérias. Também
foi verificado que OMV fortemente associadas a comunidades bacterianas (biofilmes)
também contribuem significativamente para a resisténcia aos antibioticos (Loeb e
Kilner, 1978).

Foi constatado que durante um ataque de fagos, as bactérias liberam maior
quantidade de OMV para o meio. Esse mecanismo ajudaria as bactérias a evitar a
infeccdo, liberando imediatamente o fago antes que o DNA deste fosse injetado.
Dessa forma, com uma maior quantidade de OMV dispersas no meio, estas
“‘mimetizariam” as bactérias durante o ataque, protegendo-as (Loeb e Kilner, 1978;
Kulp e Kuehn, 2010).

Além de seu papel na defesa e resisténcia bacteriana, as OMV também séo
consideradas um sistema de secre¢do e transporte do qual podem disseminar
produtos bacterianos ativos que irdo interagir com o meio. As OMV possuem trés

caracteristicas principais e Unicas, que tornam a secrec¢ao via OMV efetiva, apesar do
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alto gasto energético envolvido neste processo. A primeira caracteristica € possibilitar
a secrecao de lipidios bacterianos, proteinas de membrana, e outros compostos
insollveis. Essa caracteristica pode ser extremamente favoradvel a bactérias
patogénicas, por exemplo, durante a formacao de biofilmes, quando a presenca de
proteinas de membrana externa, biologicamente ativas, como as adesinas, séo
indispensaveis neste processo (Grenier e Mayrand, 1987; Beveridge, 1999; Kulp e
Kuehn, 2010). A segunda caracteristica é possibilitar a secre¢cdo de proteinas
soluveis, que podem ser transportadas a nichos distantes dentro de um ambiente
protegido do ataque de proteases, no lamen das OMV (Grenier e Mayrand, 1987; Kulp
e Kuehn, 2010). E a terceira caracteristica é possibilitar o transporte e secrecéo de
proteinas em altas concentraces até atingirem proximidade ao sitio-alvo de atuacéo
(Kulp e Kuehn, 2010).

O conteudo solavel das OMV quando atinge o sitio-alvo pode ser liberado nas
células alvo e desencadear processos bioguimicos através trés mecanismos: (1) lise

proximal, difusdo e internalizagéo; (2) fusao; (3) endocitose (Kulp e Kuehn, 2010).

No primeiro mecanismo, as OMV sofreriam uma lise espontanea, permitindo
gue o seu conteudo se difundisse e, por conseguinte, se internalizasse na célula-alvo.
Embora lise espontanea seja rara, estudos demonstraram gue esse processo pode
ser desencadeado quando proximo a um sitio-alvo. Além disso, autores defendem que
a liberacédo de auto-lisinas pelas OMV pode estar relacionada a um mecanismo de
competicdo bacteriana pela colonizagdo de determinados nichos (Kadurugamuwa e
Beveridge, 1996; Li et al., 1998).

Em relacdo ao mecanismo de fusdo, Kadurugamuwa e Beveridge (1999)
observaram em um experimento que rastreava as OMV, que o conteudo das vesiculas
foi diretamente depositado em células alvo e estava presente na membrana externa
de bactérias e células hospedeiras. No entanto, embora as observacdes deste
experimento evidenciem a fusdo de OMV e deposi¢do de seu conteudo em células
alvo, ainda nao esta claro por que as OMV séo capazes de se fusionarem com células
alvo, enquanto células bacterianas n&o se fusionam entre si e nem com outras células

eucaridticas. Algumas hipdteses apontam que haja fatores de inibicdo de fuséo na
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superficie das células que estdo ausentes na superficie das OMV, ou, que a curvatura
das OMV possa facilitar a fusdo das membranas (Kuehn e Kesty, 2005; Kulp e Kuehn,
2010).

O terceiro mecanismo é a endocitose em células eucaridticas, que resulta na
entrada total das OMV no interior das células (Kulp e Kuehn, 2010). As consequéncias
desse mecanismo sdo particularmente observadas em microrganismos patogénicos,
por exemplo, a endocitose de OMV por células apresentadoras de antigenos resultaria
na apresentacdo de epitopos bacterianos ao sistema imune, desencadeando

respostas pro-inflamatérias (Kuehn e Kesty, 2005; Alaniz et al., 2007).

Outro mecanismo de sobrevivéncia observado em experimentos com OMV é a
capacidade de lisar células intra e interespécies que sofram de ma nutricdo ou que
estejam com o crescimento comprometido (Kadurugamuwa e Beveridge, 1996; Li et
al., 1998). Foi verificado que OMV podem atacar tanto bactérias Gram-positivas
guanto Gram-negativas, contudo, o mecanismo de ataque € diferente. Nas Gram-
positivas, as OMV aderem a parede celular da bactéria e depositam o contetdo de
seu lumen — rico em PGase, hidrolisando a camada de peptidioglicano e causando
uma lesdo pontual na parede celular. Nas Gram-negativas, as OMV aderem a
membrana externa das bactérias e fusionam-se a elas. Dessa forma, o conteudo
luminal é liberado dentro do espaco periplasmatico, causando lesbes em diferentes
locais (Li et al., 1998; Beveridge, 1999). Varios autores sustentam o conceito que tal
mecanismo ocorre para a aquisicao de nutrientes, uma vez que as OMV sao ricas em
ions, lipidios, polipeptidios e outros componentes que podem ser essenciais ao
crescimento e que estejam ausentes no meio (Li et al., 1998; Beveridge, 1999; Kulp e
Kuehn, 2010).

Portanto, as OMV podem ser consideradas um mecanismo bacteriano de
resposta a estresses. Contudo, sendo a biogénese um fenbmeno que ocorre mesmo
na auséncia de estresse, outros fatores bioldgicos relacionados a sobrevivéncia e
adaptacdo dos microrganismos ao meio — como secrec¢ao, transporte, aquisicao de

nutrientes — também desempenham papel importante para o estabelecimento e
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manutencdo deste mecanismo de defesa e resisténcia bacteriana (Kulkarni e
Jagannadham, 2014).

1.4. OMV: Aplicagdo — Antigeno

As OMV, por todas as suas caracteristicas de formacdo, estrutura e
composicdo, além de suas funcdes bioldgicas ja descritas, naturalmente contém
componentes imunomoduladores (por exemplo, LPS, proteinas) e moléculas
antigénicas que podem ser apresentadas a células competentes do sistema imune,
desencadear a ativacdo de sinais e estimular a resposta imune humoral e mediada

por células (Bachmann e Jennings, 2010; Ellis e Kuehn, 2010; Acevedo et al., 2014).

Vacinas de OMV vém sendo desenvolvidas h& mais de 20 anos e a inducédo de
anticorpos e respostas de protecdo ja foram observadas contra diferentes antigenos
de Bordetella pertussis, patdégenos entéricos tais como Vibrio cholerae, Salmonella
spp., Shigella spp. e Escherichia coli; contra a micobactéria causadora da tuberculose,
Mycobacterium tuberculosis, utiizando OMV da bactéria ndo patogénica
Mycobacterium smegmatis, entre outros. O caso classico de maior destaque é o0 uso
de vacinas de OMV de Neisseria meningitidis contra a doenga meningocécica
(Acevedo et al., 2014).

Desde 1960, vacinas polissacaridicas foram desenvolvidas contra meningite
sorogrupos A e C; e desde 1980, contra os sorogrupos A, C, Y e W em criangas
menores de dois anos de idade (Miller et al., 2011; Holst et al., 2013). No entanto,
essas vacinas polissacaridicas falhavam na indugéo de anticorpos bactericidas contra
0 sorogrupo B, devido a similaridade estrutural do monémero de acido sialico presente
no polissacarideo capsular do sorogrupo B e em células neuronais humanas (Finne
et al.,, 1983; Zollinger e Moran, 1991). Desse modo, uma vacina composta pelo
polissacarideo de N. meningitidis B foi questionada em relacéo a possiveis efeitos de

tolerancia imunoldgica ou rea¢des autoimunes (Finne et al., 1983).
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Uma estratégia alternativa para a vacina contra o sorogrupo B foi o
desenvolvimento de vacinas proteicas, com foco nas OMV. O uso das vacinas de OMV
tem sido a Unica formulacdo eficaz contra o sorogrupo B (Holst et al., 2009),
mostrando-se efetivo no controle de surtos epidemiolégicos em Cuba, Noruega, Chile,
Brasil e Nova Zelandia em jovens e adultos na regido onde a cepa circulante
predominante foi a mesma utilizada na composicao da vacina (Fredriksen et al., 1991,
Sierra et al., 1991; Martin et al., 1998; Thornton et al., 2006; Holst et al., 2013).

Os antigenos imunodominantes da OMV de N. meningitidis sdo as porinas,
principalmente PorA e PorB (Feavers e Pizza, 2009). Devido ao fato que existe uma
alta variabilidade entre essas proteinas em cepas do mesmo sorogrupo, alguns
pesquisadores comecaram a adotar no final dos anos 90, a “vacinologia reversa” como
estratégia para desenvolver vacinas multivalentes, na tentativa de aumentar o
espectro de cobertura das mesmas (Claassen et al., 1996; Peeters et al., 1996;
Rappuoli, 2001; Giuliani et al., 2006; Santolaya et al., 2012).

O termo “vacinologia reversa”, denominado por Rappuoli (2001), refere-se a
técnica de identificar as proteinas que estdo expostas a superficie do patdgeno,
utilizando informacdes do préprio genoma sequenciado do microrganismo, sem a
necessidade de cultiva-lo (Seib et al., 2012). O primeiro patégeno utilizado para o
estudo dessa abordagem foi 0 meningococo B. Cerca de 600 proteinas (proteinas de
membrana externa, proteinas de superficie e lipoproteinas associadas a superficie)
foram identificadas como potenciais antigenos ou candidatos vacinais e tiveram suas
sequéncias expressas em E. coli (Giuliani et al., 2006). Analises de sequéncias
proteicas foram realizadas para verificar a antigenicidade das mesmas e poucas
puderam ser consideradas como boas candidatas a vacina, uma vez que nao
induziram a produgé&o de anticorpos com atividade bactericida associada a imunidade
protetora contra cepas de meningite B (Ginsberg, 2004). Dessa forma, a adicao de
OMV detoxificadas (dOMV, do inglés, detergent ou detoxified OMV) aos antigenos
selecionados através do genoma do patdégeno se fez necessaria para se obter uma
resposta imune abrangente a diversas cepas de N. meningitidis (Santolaya et al.,
2012). As dOMV adicionadas a formulagdo da vacina foram as mesmas utilizadas

como componente ativo principal na vacina para o controle de surto epidemioldgico
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na Nova Zelandia (Van Der Pol et al., 2015). Esta primeira vacina desenvolvida com
base em “vacinologia reversa” € comercialmente conhecida como Bexsero (Novartis)
e esti atualmente aprovada para uso humano pelo EMA, FDA e pelo governo da
Australia (O'ryan et al., 2014; Klimentova e Stulik, 2015; Van Der Pol et al., 2015).

A Tabela 1 a segquir, adaptada de Van Der Pol et al. (2015), Acevedo et al.
(2014), de Kleijn (2000), e Gorringe (2009) mostra as vacinas desenvolvidas com OMV
de N. meningitidis tipo B ou N. lactamica atualmente licenciadas e/ou testadas em

ensaios clinicos.

Tabela 1 - Vacinas desenvolvidas com OMV de N. meningitidis tipo B ou N. lactamica
atualmente licenciadas e/ou testadas em ensaios clinicos (adaptada de Van Der Pol et

al. (2015), Acevedo et al. (2014), de Kleijn (2000), e Gorringe (2009).

Vacina

Desenvolvimento

Informacéao adicional

VA-MENGOC-BC®

Desenvolvimento: 1987 a 1989 (Cuba)
Componentes: Multiplos (dOMV) —
OMP (PorA), polissacarideo do
meningococo C, LPS; AIOH
(adjuvante).

Eficacia: 83%

Vacina licenciada. Parte do
Programa Nacional de
Imunizagdo de Cuba por mais
de 20 anos

Desenvolvimento: 1988 a 1991
(Noruega)

Vacina licenciada. A tecnologia
utilizada permitiu o

MenBvac® g%r;;;\)/ggteer;tes: Multiplos (dOMV); AIOH desenvolvimento das vacinas
Eficacia: 57% MeNZB® e Bexsero®
Desenvolvimento: 2004 a 2008 (Nova Vacina licenciada. Parcerias

- com WHO, governo da Nova
Zelandia) Zelandia, Universidade de
MeNZB® Componentes: Multiplos (dOMV); AIOH Auckland, NIPH e Chiron
(adjuvante) ermitiu a realizacdo de varios
Eficacia; 73-85% permitiu a realizag
ensaios clinicos
Desenvolvimento: 2010 - Novartis Vacina licenciada. Desenvolvida
(Suica) por vacinologia reversa.
Componentes: dOMV da Nova Combinagédo de dOMV da Nova

Bexsero® Zelandia, NHBA, fHbp, NadA; AIOH Zelandia com trés antigenos
(adjuvante) recombinantes, dois dos quais
Eficacia: Inducéo de anticorpos sdo proteinas fusionadas
bactericidas (SBA) — 66 a 91% (NHBA e fHbp)

Ensaio clinico fase | e fase Il.
. L Foram desenvolvidas duas
Desenvolvimento: inicio 2000 ) .
vacinas de OMV trivalentes. A
(Holanda) combinacao das OMV na
Hexamen Componentes: 6 subtipos de PorA; s

AIPO, (adjuvante)
Eficacia: Inducédo de SBA

formulacdo das vacinas
expressa genes de PorA
prevalentes em 6 soro subtipos
diferentes
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Autores sugerem que esta
vacina pode fornecer uma base
segura e imunogénica para uma
vacina combinada contendo
outros antigenos, atuando como
adjuvante para os componentes
adicionais e proporcionando
protecdo contra algumas cepas.

Desenvolvimento: Inicio 2009 (UK)
Componentes: Multiplos; AIOH
(adjuvante)

N. lactamica, DOMV Eficacia: Aumentos no titulo de SBA
contra cepas de N. meningitidis B e
aumento na atividade OPA contra uma
maior variedade de cepas

A imunidade natural contra N. meningitidis é adquirida na infancia e juventude
através de colonizacdes sucessivas por espécies comensais do género Neisseria,;
sendo N. lactamica talvez a mais importante dentre elas, por ser uma das primeiras
espécies de bactéria a colonizar a nasofaringe de neonatos e por compartilhar
antigenos que apresentam reatividade cruzada com o meningococo (Troncoso et al.,
2000; Pollard e Frasch, 2001; Sanchez et al., 2001; Troncoso et al., 2002).

O desenvolvimento de vacinas de OMV de N. lactamica tem sido uma
abordagem promissora contra a doenca meningocoécica do sorogrupo B (Pollard e
Frasch, 2001; Fukasawa et al., 2003; Gorringe et al., 2005; Finney et al., 2008;
Gorringe e Van Alphen, 2009; Holst et al., 2013; Acevedo et al., 2014), uma vez que
a imunidade induzida por N. lactamica ndo é sorogrupo especifica, pois esta espécie
nao possui capsula polissacaridica, componente determinante do sorogrupo da

doenca meningocadcica (Gold et al., 1978).

Em diferentes estudos ja foi demonstrado que a imunizacao de camundongos
com OMV de N. lactamica induz anticorpos que apresentam reatividade cruzada
contra N. meningitidis (Troncoso et al., 2000; Sdnchez et al., 2001; Finney et al., 2008).
Salustiano (2015), realizou ensaios de imunoblote e ELISA, e demonstrou que o0s
soros gerados contra as proteinas isoladas PorB, Opa/Opc, e ComL de N. lactamica
foram reativos com proteinas ortélogas de N. meningitidis, assim como o soro anti-
OMV de N. lactamica reagiu com 6 proteinas de N. meningitidis: as proteinas App,
Omp85, PilQ, TbpB, PorA e PorB. Além disso, Olivier et al. (2002) mostrou em seu
estudo que a imunizacdo com OMV de N. lactamica gerou protecédo contra desafio
letal de varias cepas do meningococo em modelo animal para a doenca

meningocaocica.
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Recentemente. Estudos de casos controle da efetividade da vacina OMV de N.
meningitidis B usada na Nova Zelandia mostrou, pela primeira vez, protecao evidente
contra N. gonorrhoea. Nesse sentido, é interessante a perspectiva de que OMV de
Neisseria podem induzir imunidade cruzada contra infeccdo por diferentes espécies

deste género (Petousis-Harris et al., 2017).

As analises realizadas com OMV de N. lactamica e N. meningitidis
demonstraram que, nas condi¢Oes estudadas, o diametro e a carga diferem entre si,
sendo que a OMV de N. meningitidis tem carga negativa e diametro, em média, de
141,4nm e a OMV de N. lactamica tem carga neutra e diametro, em média, de
110,7nm, sendo estas caracteristicas vantajosas para o desenvolvimento de vacinas

por diminuir a interacdo inespecifica com diferentes células (Salustiano, 2015).

1.5. OMV: Aplicacédo — Adjuvante

Além da possibilidade de utilizacdo das OMV como antigeno, também tem sido
corroborada sua funcdo como adjuvante em vacinas. Adjuvante € uma substancia
adicionada a um antigeno com a finalidade de aumentar a resposta imune dos
individuos vacinados (FDA, 2014). Atualmente, a pesquisa em adjuvantes é um
elemento crucial no desenvolvimento de vacinas e a maioria dos adjuvantes classicos
tem histérico de causar reacdes de hipersensibilidade local ou sistémicas, e poucos

tém sido licenciados para uso em vacinas em humanos (Fateh et al., 2016).

OMV de Neisseria meningitidis do sorogrupo B € um dos componentes de
origem microbiana mais estudada no que diz respeito a aplicagdo como adjuvante
(Sharifat Salmani et al., 2009; Moshiri et al., 2012). A propriedade adjuvante de OMV
proveniente deste e de outros microrganismos vem sendo demonstrada em diversos
estudos de desenvolvimento de vacinas. Dentre os principais destacam-se vacinas
para a doenga causada pelo virus da influenza (Haneberg, 1998 — artigo do Salmani,
2009), virus sincicial respiratorio (Etchart et al., 2006), hepatite B (Sardifias et al.,

2006), brucelose (Sharifat Salmani et al., 2009), virus da herpes genital (Del Campo
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et al.,, 2010), para a doenca meningocdcica tipo B (Tamargo et al., 2013), HIV
(Aghasadeghi et al., 2011) e, mais recentemente, tém-se discutido sua aplicacao

como adjuvante para diferentes tipos de vacinas de cancer (Gujrati e Jon, 2014).

Tamargo et al. (2013) avaliou a formulagédo da vacina cubana VA-MENGOC-
BC® sem a presenca do adjuvante hidroxido de aluminio. O autor observou que as
OMV de N. meningitidis B, além de seu uso como antigeno, também apresentava
propriedade adjuvante. Esta nova formulagdo estimulou a resposta sistémica de
anticorpos bactericidas (SBA) contra o meningococo B, estimulou memoria
imunoldgica, similarmente a vacina atualmente licenciada, com menores dosagens de
OMV. Além disso, a formulacdo com OMV, sem hidréxido de aluminio apresentou
menos reacdes inflamatdrias no local da inje¢cdo. Sendo assim, as OMV por si s6

apresentam as duas atividades, de antigeno e de adjuvante.

Outro exemplo de sucesso € o desenvolvimento de uma vacina humana contra
brucelose. Atualmente ndo ha vacinas contra brucelose licenciadas para uso humano
e as vacinas para aplicacdo no controle de zoonoses mostram-se nédo efetivas na
protecdo a longo prazo (Sharifat Salmani et al., 2009). Um estudo liderado por Sharifat
Salmani et al. (2009), avaliou o uso de OMV de N. meningitidis B como potencial
adjuvante para o desenvolvimento da vacina humana de subunidade de LPS de
Brucella abortus. Os resultados foram comparados com adjuvantes completos e
incompletos de Freund (CFA e IFA). A vacina com OMV foi a que apresentou resposta
mais imunogénica quando comparada as outras combinacdes de adjuvantes, além de

ser considerada segura para imunizacdo subcutanea (Sharifat Salmani et al., 2009).

Sardifias et al. (2006) mostrou que OMV de N. lactamica podem ser utilizadas
como carreador para vacinas com antigenos heterélogos. Neste estudo, o antigeno
de superficie contra hepatite B (HBsAQ) foi utilizado como modelo de antigeno para
demonstrar a propriedade adjuvante de OMV de N. lactamica. OMV de N. lactamica e
N. meningitidis B, coadministradas intranasalmente com HBsAg, modificou o padréo
de subclasse e aumentou as respostas de IgG2a. Isto sugere que a utilizacao destas
OMV como adjuvante de mucosas pode favorecer a indugdo de anticorpos com
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atividade funcional aumentada contra o antigeno heterdlogo, exercendo um efeito

imunomodulador.

7

Uma outra aplicacdo importante, € o uso das OMV como carreadores de
antigenos polissacarideos. Atualmente, as vacinas comerciais existentes contra
Haemophilus influenza utilizam o seu polissacarideo (poli-ribitol-fosfato) como
antigeno conjugado com proteinas carreadoras, entre elas, a anatoxina diftérica
purificada, a toxina diftérica ndo toxica recombinante CRM197, a anatoxina tetanica e
as OMV de N. meningitidis B. (WHO, 2010).

OMV como vesiculas produzidas por bactérias Gram-negativas, ndo se
replicam. Além disso, contém propriedades imuno estimulatoérias intrinsecas devido
as suas caracteristicas naturais de formacdo e a sua composi¢cédo (Ellis e Kuehn,
2010). Enquanto muitas nanoparticulas sao capazes de transferir antigenos a células
apresentadoras de antigenos, a habilidade de propriamente estimular o sistema imune
nao é uma caracteristica naturalmente presente nas nanoparticulas. Por outro lado,
as OMV tém propriedades para apresentar antigenos, além de propriedades
adjuvantes, sendo uma estrutura com alto potencial para ser, o que hoje autores

denominam, uma plataforma vacinal completa (Gerritzen et al., 2017).

1.6. OMV: Processo de Obtencéo

A vesiculacdo é um processo regulado. Desse modo, a producdo de OMV com
a finalidade de utilizd-las como insumo biotecnolégico vem sendo controlada através
das condi¢des de cultivo do microrganismo, de inducdo de vias de resposta ao
estresse, de superexpressao de proteinas periplasmaticas e, mais recentemente, por

meio de controle genético (Kulp e Kuehn, 2010).

Na etapa de upstream, é essencial conhecer a cinética de cultivo, as exigéncias
metabdlicas, e o perfil de liberagcdo das OMV, que pode variar dependendo das

condicbes de cultivo e do meio de cultura (Van De Waterbeemd et al., 2010;
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Goncalves, 2012; Santos et al., 2012; Van Der Pol et al., 2015). Por exemplo, para
Neisseria meningitidis B, estudos mostraram que manter a cultura bacteriana até o
final da fase exponencial e inicio da fase estacionaria tem efeito positivo no rendimento
de OMV (Gongalves, 2012; Santos et al., 2012; Van De Waterbeemd et al., 2012;
Salustiano, 2015).

Apos o cultivo, as bactérias sdo removidas em geral por centrifugacao (2000 —
10000 xg). Etapas de filtragcdo também podem ser adicionadas ao processo de
clarificacdo dependendo da pureza requerida ou da eficiéncia do primeiro processo
(Klimentova e Stulik, 2015). A etapa seguinte € a concentracdo das OMV realizada
através da ultracentrifugacao (50.000 — 200.000 xg) do centrifugadof/filtrado da cultura.
(Van Der Pol et al., 2015).

Na etapa de purificacdo, proteinas ndo associadas as OMV, bem como
detergentes, caso estes sejam utilizados para extracdo das OMV, devem ser
removidos (Klimentova e Stulik, 2015). OMV purificadas em geral sdo ressuspendidas
em PBS e armazenadas a 4°C. Estabilidade em longo prazo em soluc¢des liquidas de
OMV foi demonstrada com uso de crioprotetor (Holst et al., 2009; Mullaney et al., 2009;
Asensio et al., 2011; Van De Waterbeemd et al., 2013).

Existem diferentes classificacdes para as OMV dependendo do modo que as
vesiculas sdo extraidas e/ou purificadas. OMV obtidas por processo que utiliza
detergente para sua extracao, com o objetivo de diminuir a quantidade de LPS téxico
nas vesiculas, sdo denominadas dOMV (do inglés, detergent ou detoxified OMV) (Van
De Waterbeemd et al., 2010). Nesse processo de purificacdo, em geral utiliza-se o
detergente deoxicolato (DOC) na presenca de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) (Zoolinger et al., (1979). No processo de purificacdo de nOMV (do inglés,
native OMV), somente o0 agente quelante, como o EDTA, € utilizado para
desestabilizar a membrana externa, estimulando a liberagdo de nOMV para 0 meio
(Prachayasittikul et al., 2007). O processo de purificagdo de sOMV (do inglés,
supernatant ou spontaneous released OMV) utiliza ultrafiltragéo ou ultracentrifugacéo
para purificar OMV liberadas espontaneamente para o meio, sem que haja extracao

especifica (Van De Waterbeemd et al., 2010).
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Vacinas com OMV em sua composicdo purificadas com uso de detergente
(dOMV) tiveram sucesso no controle de surtos contra meningite B em paises como
Noruega, Cuba e Nova Zelandia (Fredriksen et al., 1991; Sierra et al., 1991; Martin et
al., 1998; Thornton et al., 2006). Vacinas produzidas com nOMV tém apresentado
resultados promissores, contudo, a alta concentracdo de LPS em sua composicao,
tem limitado a sua aplicacéo para vacinas (Drabick et al., 1999; Saunders et al., 1999;
Katial et al., 2002; Guthrie et al., 2004). Em contrapartida, o desafio em utilizar SOMV,
esta no baixo rendimento dos processos de obtencdo, o que acaba inviabilizando
economicamente o desenvolvimento de vacinas com OMV e outras aplicacdes (Post
et al., 2005; Ferrari et al., 2006)

Pesquisadores também tém desenvolvido técnicas de engenharia genética
para otimizar o processo de obtengdo de OMV livres de tratamento com detergentes.
Como por exemplo, foi estabelecido que a delecdo de genes especificos envolvidos
com a biossintese do lipidio A, como IpxL1, resultou na atenuac¢éo da toxicidade do
LPS. Dessa forma, OMV provenientes de cepas com LPS atenuado n&do requerem
extragdo com detergente, o que possibilitou recentemente o desenvolvimento de
diferentes abordagens de obtencdo de OMV livres de detergente (Van Der Ley et al.,
2001; Van De Waterbeemd et al., 2012).

Caracteristicas morfolégicas das OMV, como o tamanho das vesiculas obtidas,
também devem ser levados em consideragcdo uma vez que podem influenciar no
desempenho e na eficiéncia das OMV em formulac¢des vacinais (Xiang et al., 2006;
Gerritzen et al., 2017). Por exemplo, na ativacdo do sistema imune, células
apresentadoras de antigenos (APCs) como os macrofagos preferencialmente
fagocitam particulas maiores (0,5 a 5 um); enquanto que as células dendriticas (DCs)
absorvem particulas no intervalo de tamanho de OMV e de virus-like particles (VLP),
entre 20 e 200 nm (Xiang et al., 2006). Kumar et al. (2015), em um estudo com
nanoparticulas de diferentes tamanhos e formatos, observou que particulas menores
(até 193 nm) apresentavam em geral reposta imune com tendéncia Thl, enquanto

particulas maiores (1530 nm) provocavam uma resposta imune com tendéncia Th2.
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1.7. N.lactamica: Estudos do Cultivo, Producédo de OMV e Aplicacao

Biotecnoldgica

O Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan de Sao Paulo — SP (IBu), nas
ultimas décadas, vem colaborando com o desenvolvimento de vacinas contra a
doenca meningococica (Neisseria meningitidis B) e contra a pneumonia

(Streptococcus pneumoniae), entre outras.

Atualmente, estudos direcionados a compreensdo do metabolismo e das
exigéncias nutricionais de Neisseria sdo escassos; sendo a maioria deles focada em
pesquisas e cultivo de N. meningitidis B, espécie patogénica de importancia global por
ser responsavel por causar a doenca meningococica, sepse, podendo levar os
individuos & morte além de sequelas neurolégicas importantes (Gold et al., 1978;
Baart et al., 2007; Bennett et al., 2010). Diante deste contexto, o grupo de pesquisa
do IBu - Laboratério de Bioprocessos Il, liderado pela Dra. Rocilda Schenkman,
estudou nos anos 2000 o cultivo de N. meningitidis sorogrupo B em biorreatores,
contribuindo para uma melhor compreensdo da cinética de crescimento deste

microrganismo e do perfil de liberagdo das suas OMV (Santos et al., 2012).

Paralelamente, a versatilidade das OMV da espécie comensal N. lactamica e
sua aplicacdo como antigeno potencial para o desenvolvimento de uma vacina contra
meningite B comecou a gerar interesse da comunidade cientifica (Oliver et al., 2002;
Gorringe et al., 2005; Gorringe et al., 2009; Salustiano, 2010a; Garcia, 2011a;
Goncalves, 2012). A partir de entdo, N. lactamica passou a ser cultivada pelo grupo
da Dra. Schenkman em agitadores rotativos para a definicdo de parametros gerais de
cultivo, estabelecimento de protocolos de preparo de inéculo, e definicdo de
componentes essenciais do meio de cultura ao crescimento bacteriano. Com
resultados promissores, foi possivel iniciar cultivos em biorreatores (Gongalves, 2008;
Salustiano, 2010b; a; Garcia, 2011b; a). Esses ensaios possibilitaram conhecer
melhor as exigéncias nutricionais de N. lactamica e estabelecer novas estratégias de
cultivo que visassem a otimizagao da produtividade das OMV (Gongalves, 2012). Com
o melhoramento do rendimento das OMV, foi possivel iniciar ensaios imunolégicos

comparativos de sua funcéo antigénica contra a doenca meningocaocica do sorogrupo
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B (Salustiano et al., 2014). Nesta mesma época, surgiram na literatura trabalhos
evidenciando o potencial uso das OMV de N. meningitidis e lactamica como adjuvante

para vacinas (Sardifas et al., 2006; Acevedo et al., 2014).

No inicio de 2015, com o objetivo de avaliar o potencial adjuvante das OMV de
N. lactamica, o grupo da Dra. Schenkman, em parceria com o Laboratdrio de Biologia
Molecular do IBu, liderado pela Dra. Maria Leonor Sarno de Oliveira, estabeleceu
metodologia para avaliar a funcdo adjuvante das OMV de N. lactamica em
combinacdo com a proteina de superficie PspA5 de Streptococcus pneumoniae.

Streptococcus pneumoniae € a causa de infeccbes ndo invasivas como a
pneumonia, a otite média e de doencas invasivas como a bacteremia e a meningite
pneumocadcica. Dados mais recente demonstram que criangcas menores de cinco anos
de idade representam o grupo mais afetado pela doenga pneumocécica e estimativas
apontam que o numero de morte nesta faixa etaria se mantém em torno de 476.000
em 2008 (WHO, 2012). Um efetivo meio de controle da doenca é através da
vacinagdo. Vacinas polissacaridicas, conjugadas ou ndo a componentes proteicos,
tém apresentado protecdo somente contra infec¢des causadas por sorotipos incluidos
em sua composicao, gerando uma pressao seletiva que tem levado a substituicdo dos
sorotipos circulantes por outros néo incluidos na formulagéo vacinal. Além disso, as
vacinas polissacaridicas tém apresentado problemas de eficacia em criancas e em
idosos, grupos de maior risco (Dagan, 2009). Dessa forma, nos ultimos anos, diversos
antigenos proteicos tém sido propostos como candidatos vacinais e a proteina de
superficie A do pneumococo (do inglés Pneumococcal Surface Protein A, PspA) é

possivelmente a mais bem estudada (Tai, 2006).

A PspA é um antigeno bem caracterizado, cuja protecdo contra 0 pneumococo
em modelos animais ja foi verificada (Ferreira et al., 2009; Moreno et al., 2010). No
entanto, abordagens de uso como antigeno no desenvolvimento de vacinas contra a
doenca pneumocdcica, até o momento, estdo longe de ser consideradas ideais.
Vacinas de subunidades proteicas apesar de oferecerem vantagens consideraveis em

relacdo as tradicionais em termos de seguranca e de custo de produgcdo, na maioria
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dos casos possuem baixa imunogenicidade e requerem a adicdo de adjuvantes em

sua composicao (Reed et al., 2009).

Até recentemente o0 uso de sais de aluminio, ou genericamente alum,
representava o Unico adjuvante aprovado nos Estados Unidos (Mbow et al., 2010).
Sais de aluminio possuem bons niveis de seguranca quando utilizados como
adjuvantes para diversos antigenos, no entanto, estudos comparativos tém mostrado
que este componente € um fraco adjuvante para a inducdo de anticorpos contra
algumas subunidades proteicas e para imunidade mediada por células (Gupta, 1998).

Como o primeiro contato de S. pneumoniae e de N. lactamica com o individuo
€ pela mucosa nasal, espera-se que a formulacdo vacinal administrada via intranasal
utilizando como adjuvante OMV de N. lactamica em baixa concentragdo de LOS, em
combinacdo com a proteina PspA do clado 5 (PspA5) de S. pneumoniae, possa
aumentar a resposta imune sistémica contra o antigeno PspA, melhorando a protecéo

contra o pneumococo em desafios letais de morte.
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2. OBJETIVO

2.1. Geral

Analisar a cinética de cultivo de Neisseria lactamica em cultivos descontinuos
com a finalidade de melhorar o rendimento das vesiculas de membrana externa
(OMV) para utiliza-las em testes imunoldgicos para a avaliacdo da funcao adjuvante

em combinacdo com a proteina de superficie PspA5 de Streptococcus pneumoniae.

2.2. Especifico

e Analisar a cinética de crescimento de N. lactamica em cultivos descontinuos;

e Avaliar o perfil de liberacdo das vesiculas de membrana externa (OMV) com a
finalidade de melhorar o seu rendimento através de modificacdes no meio de

cultura (fonte de carbono e de nitrogénio) ou nas condi¢cdes de cultivo;

e Quantificar a concentracdo de produtos provenientes do metabolismo
bacteriano tais como acetato e citrato, e também do substrato fonte de carbono

(lactato);

¢ Definir a melhor condicao de cultivo de N. lactamica para producdo de OMV;

e Estabelecer as condi¢cdes de remocdo do excesso de lipooligossacarideos
(LOS), em diferentes concentracdes de detergente, para utiliza-las em testes

imunoldgicos;

e Avaliar o potencial adjuvante das OMV através da inducdo de anticorpos IgG e

subclasses de IgGs (IgG1 e IgG2a) anti-PspA5 das formulacdes;
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Verificar a capacidade de ligagdo de anticorpos IgGs anti-PspA5 a superficie
do pneumococo;

Analisar a sobrevivéncia dos camundongos imunizados apos desafio com S.
pneumoniae.
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3. MATERIAL E METODOS

O fluxograma a seguir (Figura 2) ilustra as etapas desde o cultivo de N. lactamica
até o uso de suas OMV em testes imunoldgicos sobre funcdo adjuvante.

Figura 2 - Fluxograma das etapas realizadas.
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Fonte: Adaptado de Goncalves (2012).
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3.1. Cultivo de Neisseria lactamica

3.1.1. Microrganismo

Em todos os cultivos realizados utilizou-se Neisseria lactamica, cepa N.799/98,
liofilizadas em ampolas, provenientes do banco de cultura da Sec¢do de Bacteriologia
do Instituto Adolf Lutz.

3.1.2. Meios de Cultura

O meio de agar Muller-Hinton (Muller e Hinton, 1941), com 1% de soro equino

foi utilizado para ativacéao inicial da cepa.

O meio de Catlin (Catlin, 1973), foi estabelecido como meio liquido “base” para
todos os ensaios em agitador rotativo e para o preparo de inéculo em ensaios em
biorreator. Este meio foi modificado, retirando o ferro de sua composic¢éo, porgue foi
demonstrado que a obtencdo de OMV de N. meningitidis B, que apresentam proteinas
reguladas pelo ferro em sua superficie, somente é possivel na auséncia deste ion
(Santos, 2007). Neste trabalho, esse meio modificado serd denominado MC e a

composi¢cdo do mesmo encontra-se no Apéndice 1.

O meio de Catlin também sofreu modificacdes na sua concentracéo de lactato
e aminoacidos de acordo com o0 objetivo de cada ensaio. Em todos os cultivos, a
concentragéo de lactato e de aminoacidos desse meio foi dobrada ou triplicada em
relacdo a sua concentracdo original, além do acréscimo de extrato de levedura
ultrafiltrado, BD/Difco™. No Apéndice 1 encontra-se uma tabela com os meios

utilizados e os valores correspondentes em g/L de cada componente modificado.
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Goncalves (2012) observou que N. lactamica ndo cresce somente em meio
definido de Catlin, necessitando da adi¢do de extrato de levedura em sua composicao.
Ressalta-se que embora o extrato de levedura seja uma substancia complexa, seu
uso é permitido na producéo industrial de insumos biotecnolégicos para uso humano.
A porcentagem de aminoacidos livres, e a quantidade deles presente em 1,0 g de

extrato de levedura sdo apresentados no Apéndice 2.

3.1.3. Lote Semente e Lote Trabalho

Lote semente: o conteludo de uma ampola com o material liofilizado foi
inoculado em placa de Petri com meio agar Miller-Hinton (Muller e Hinton, 1941) com
1% de soro equino normal. A placa foi incubada sob atmosfera de 6-8% de COz, a
36°C por 20 horas. Apos este periodo, as colbnias foram ressuspendidas em meio
Bacto Triptose Fosfato, marca BD (Franklin Lakes, New Jersey, EUA) e foi adicionado
30% de glicerol como crioprotetor, ao volume final. O material foi aliquotado em
criotubos, congelados a -20°C por 12 - 24h e transferidos e mantido em nitrogénio
liquido a -196°C.

Lote trabalho: a partir de um criotubo do lote semente foram feitas duas
passagens em meio semissolido de agar Muller-Hinton (Muller e Hinton, 1941) com
1% de soro equino normal. Na primeira passagem o cultivo foi de 18 horas e na
segunda passagem, de 24 horas. Em ambas as condi¢des, a temperatura foi de 36°C
e atmosfera de 6-8% de CO:2. Ao final do cultivo, o contetdo foi ressuspendido em
meio de Catlin sem adi¢céo de ferro (MC modificado — Apéndice 1), contendo 1,0 g/L
de extrato de levedura ultrafiltrado, YE, marca BD (Franklin Lakes, New Jersey, EUA),
e 30% de glicerol na concentracao final. O lote foi aliquotado em criotubos de 2,0 mL,
e conservados em nitrogénio liquido a -196°C.
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3.1.4. Ativacgéo Inicial das Cepas

Criotubos do lote trabalho foram descongelados a 36°C e aliquotas dos
mesmos foram inoculadas em tubos de tampa rosqueada, contendo meio de agar
Muller-Hinton com 1% de soro equino. Esses tubos foram incubados inclinados, por

30h a 36°C em camera Umida sob atmosfera de 6-8% de CO..

3.1.5. Preparo do In6culo

Apbs o periodo de 30h de incubacéo, o contetdo dos tubos foi ressuspendido
e transferido para meio liquido MC com 1,0 g/L de extrato de levedura, em
erlenmeyers com capacidade de 500 mL, contendo 100 mL de meio, e foram mantidos

em agitador rotativo a 200rpm, 36°C, por 12h.

3.1.6. Cultivos em Biorreator: Parametros Fisico-Quimicos

O in6culo preparado em agitador rotativo foi transferido para o biorreator em
volume suficiente para promover uma DOsaso inicial de 0,15. A dorna de 5L de
capacidade (Bioflo® 2000, New Brunswick Scientific, NBS) foi esterilizada com
tampéao fosfato (PBS) a 121°C por 30 minutos. Para o interior do biorreator foram
filtrados 4,2 L de meio utilizando-se o sistema de filtracdo esterilizante (Sistema
Opticap, membrana de PVDF, Merck Millipore®), com membrana de porosidade 0,22

um.

Durante o cultivo a temperatura, a agitacao, o oxigénio dissolvido e o pH foram
monitorados em tempo real a cada 30 segundos pelo programa LabView verséo 7.1.
Este programa foi desenvolvido pelo Laboratorio de Desenvolvimento e Automacao

de Bioprocessos (LaDABIo), da Universidade Federal de S&o Carlos. A temperatura
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foi programada para ser mantida a 36°C; a agitacdo foi controlada automaticamente,
variando de 250 a 850 rpm, de modo a manter a concentracédo de oxigénio em 30%.

A pressao no biorreator foi de 0,2 bar e o pH inicial do meio de cultura foi 7,0.

3.1.7. Concentragéo Celular e Massa Seca

A concentracdo bacteriana foi determinada por densidade Optica em
espectrofotometro com comprimento de onda de 540nm (DOss) em amostras
retiradas de hora em hora.

Para obtencdo da massa seca, amostras de 50 mL coletadas a cada hora foram
centrifugadas a 10.000rpm (15.417 x g), 10°C por 15 min. Os precipitados Umidos
(massa bacteriana) foram secos em estufa a 60°C por cerca de 48h e pesados em
balanca de precisdo. Com o objetivo de diminuir os efeitos da variabilidade que
ocorreu nas medidas de massa seca na balanca de preciséo, foram feitos gréaficos
correlacionando DOssonm € Mmassa seca, e tracadas linhas de tendéncia assumindo a
interseccao no ponto zero. Os graficos encontram-se ilustrados no Apéndice 4. Foram
considerados valores de R? maiores ou iguais a 0,9. A equacédo da reta de cada um
dos experimentos foi utilizada para estimar os valores de massa seca (g/L) a partir
dos valores de DOs40nm, que foram posteriormente utilizados para ilustrar a curva de

crescimento celular e calcular a velocidade de crescimento e os fatores de conversao.
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3.2. Delineamento dos Experimentos

3.2.1. Cultivo em Agitador Rotativo

Com a finalidade de verificar o crescimento bacteriano em diferentes
concentragdes de lactato no meio de Catlin, foi realizado, preliminarmente, um ensaio
em agitador rotativo em seis diferentes concentracdes de lactato, em duplicatas. O
cultivo foi realizado em meio de Catlin com o dobro da concentracdo de aminoacidos
(2AA) em relacdo a concentragdo original (vide Apéndice 1) e 2,0 g/L de extrato de
levedura ultrafiltrado (2YE). As concentragcdes de lactato utilizadas foram: a
concentracéao original de 6,0 g/L (1LA); 12,0 g/L (2LA); 18,0 g/L (3LA); 24,0 g/L (4LA);
30,0 g/L (5LA); e 36,0 g/L (6LA). As condicbes de cultivo foram 36°C, a 250 rpm, por
12h. A curva de crescimento foi estabelecida com base nos dados de DOsa4o obtidos a
cada hora. Ao término do cultivo, na 122h, o conteudo de cada duplicata foi misturado,

as OMV foram purificadas e dosadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).

3.2.2. Cultivos em Biorreator

Foram realizados 7 cultivos descontinuos, 0s quais tiveram a concentracao de
lactato e aminoacidos do meio de Catlin modificada e a adicdo de extrato de levedura.
A Tabela 2 mostra o meio de cultura e o tempo de cultivo utilizado em cada ensaio.

Os ensaios 1, 2, 5 e 6 foram realizados em duplicata.

Nos ensaios 3 a 6 foram dados pulsos de aminoacidos e/ou lactato na 82 hora
de cultivo. No ensaio 7, os pulsos ocorreram na 62 hora de cultivo. Os pulsos foram
administrados em volume final de 40mL de uma solug&o de aminoé&cidos ou de lactato
dissolvidos em solucédo dos sais do MC. A concentracdo dos componentes do pulso
foi a mesma da concentracao original do MC e considerou-se que no momento do

pulso havia um volume de 4L de meio de cultivo no biorreator.
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Tabela 2 - Meios de cultura utilizados em cada ensaio e tempo de cultivo. MC — meio de
Catlin sem ferro (Catlin, 1973). LA — lactato. YE — extrato de levedura ultrafiltrado. A
composicdo e a concentracdo de cada componente utilizado do meio utilizado nos
ensaios 1-6 esta ilustrada no Apéndice 1.

Ensaio Meio de Cultura Tempo de

Cultivo
1 MC 3LA 3AA 3YE 12h
2 MC 3LA 2AA 2YE 12h
3 MC 3LA 2AA 2YE + pulso com aminoacidos (82h) 12h
4 MC 3LA 2AA 2YE + pulso com lactato (82h) 12h
5 MC 3LA 2AA 2YE + pulso com lactato (82h) 15h
6 MC 3LA 2AA 2YE + pulso com lactato e amino&cidos (82h) 15h
7 MC 3LA 2AA 2YE + pulso com lactato e aminoacidos (62h) com 10h

borbulhamento de ar
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3.3. Vesiculas de Membrana Externa (OMV)

3.3.1. Purificacéo e Dosagem

ApGs a retirada da massa bacteriana por centrifugagéo a 10.000 rpm (15.417 x
g), 10°C, por 15 minutos, o sobrenadante contendo OMV, foi ultracentrifugado a
30.000 rpm (156.667 x g), 14°C, por 3h. O precipitado da ultracentrifugacao, isto €, as
OMV purificadas, foi ressuspendido em solucédo de 0,02% de azida. A concentracéo
de OMV foi medida indiretamente através da dosagem de proteinas pelo método
colorimétrico de Lowry (Lowry et al.,, 1951), sendo a absorbancia lida em
espectrofotometro com comprimento de onda de 750nm. O sobrenadante desse
processo foi aliquotado e armazenado a -20°C para posterior analise de acidos

organicos.

3.3.2. Eletroforese

Amostras de 30ug de proteina (OMV) obtidas nos cultivos foram
ressuspendidas em 10 pL de tampdo de amostra que continha como agente
denaturante 5% de mercaptoetanol e 4M de uréia. Foram preparados géis SDS-PAGE
com 12,5% de acrilamida/ bisacrilamida. O gel foi corado com azul de Coomassie para
verificar o perfil eletroforético das proteinas presentes nas OMV liberadas por

Neisseria lactamica e para compara-las com os dados existentes na literatura.

3.3.3. Tratamento com Detergente

Para obtencao de um unico lote de OMV para testes imunoldgicos, foi realizado
um cultivo descontinuo de N. lactamica em meio MC 3LA 2AA 2YE por 14h. Ao final

do cultivo, o contetdo da dorna foi utilizado para separacéo das células e obtencéo
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das OMV, por meio de centrifugacéo e ultracentrifugacéo respectivamente. Ao final do
processo, cerca de 8,0 mg/mL das OMV foram ressuspendidas em azida 0,02% em

volume final de 50mL.

Para remover o excesso de lipooligossacarideos (LOS) das OMV para posterior
avaliacdo em testes da funcdo adjuvante, amostras de 8,0 mg de OMV foram
ressuspendidas em volume final de 50mL de tampéo Tris EDTA pH 8,0 (TE, 20mM
Tris e 2mM EDTA) onde foi adicionado deoxicolato de sédio (DOC) nas concentracdes
de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5% e foram novamente ultracentrifugadas. Tris EDTA pH 8,0
foi utilizado como controle. As OMV obtidas desta ultracentrifugacdo foram
ressuspendidas em salina apirogénica em volume de 1,5mL e armazenadas em tubos

de microcentrifuga apirogénicos a -20°C.

A dosagem de LOS foi realizada indiretamente através da dosagem de KDO
(2-keto-3-deoxioctanato) das amostras tratadas. Para tanto, utilizou-se do método de
Osborn (Osborn, 1963). Este método colorimétrico consiste na dosagem de KDO das
amostras com base em uma curva padréo de KDO, feita por diluicdo seriada. Para
andlise da porcentagem de OMV recuperada apoés o tratamento, foi considerado 100%
o total de OMV obtido apés ultracentrifugacéo, na presenca do tampao Tris EDTA pH
8,0, porém sem adicdo de DOC. As demais porcentagens de recuperacao das OMV,

foram calculadas tomando-se por base este valor.

3.3.4. Analise Morfologica

A morfologia das OMV foi observada em microscépio eletrénico de
transmissao., inicialmente com a colaboracdo da Dra. Sylvia Mendes Carneiro do
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto Butantan e posteriormente, com a
colaboragédo da Dra. Aurora Marques Cianciarullo do Laboratério de Genética do

Instituto Butantan.
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Foram analisadas as OMV de N. lactamica tratadas com Tris EDTA pH 8,0
(controle) e com 0,5% de deoxicolato de sédio em Tris EDTA pH 8,0, a fim de observar
a morfologia das OMV tratadas com detergente, que foram utilizadas para ensaios

imunoldgicos iniciais da fungéo adjuvante.

Foi utilizada a técnica de contrastacdo negativa, seguindo o protocolo do
Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan. Em grades de cobre de 300
meshes, recobertas por pelicula de parlédio/carbono, foram aplicados 7uL de OMV
em suspensao, para adsorcdo das OMV a pelicula. Apés 3 min, o excesso de liquido
foi retirado com auxilio de papel de filtro e adicionou-se imediatamente 7uL de
molibdato de sédio, pH 7,2 durante 10 segundos. Em seguida, retirou-se todo o liquido
com papel filtro e deixou-se secar. As grades foram examinadas ao microscopio
eletronico de transmissao LEO 906E (Zeiss, Alemanha), operado a 80 kV. As imagens
foram capturadas por uma camera CCD MegaView lIl por meio do programa iTEM-
Universal TEM ImagingPlataform (Olympus Soft ImagingSolutionGMBh, Germany), e

salvas em extensao TIF.

OMYV de N. lactamica nao tratadas e OMV tratadas somente com Tris EDTA pH
8,0 (controle) e tratadas com Tris EDTA pH 8,0 com deoxicolato de sodio nas
concentracfes de 0,2; 0,3 e 0,5% foram analisadas posteriormente a realizacdo dos
ensaios imunoldgicos iniciais. Estas microscopias foram realizadas no Laboratorio de

Genética do Instituto Butantan.
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3.4. Anélise de Acidos Organicos

O sobrenadante da ultracentrifugacéo foi analisado em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) para quantificacdo de substrato fonte de carbono (acidos
organicos lactato, acetato e citrato), liberados no meio como produto do metabolismo.

Utilizou-se HPLC Shimadzu, modelo 10ADvp. As amostras obtidas durante o
cultivo foram diluidas de duas a dez vezes com acido sulfdrico 25 mM e filtradas em
membrana com porosidade de 0,22 ym. A coluna utilizada foi Aminex® HPX-87H
(BioRad, Hercules, California, EUA). Utilizou-se &cido sulfarico 5 mM como fase
movel, fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 60°C. O sistema de deteccao utilizado
foi UV com comprimento de onda de 210 nm. As concentracfes do lactato, acetato e
citrato foram calculadas através do software Class VP, verséo 6.2 utilizando uma curva

padrdo para lactato e para acidos organicos.
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3.5. Parametros Cinéticos

Determinou-se os fatores globais de converséo, produtividade em biomassa,

produtividade em produto e velocidade especifica de crescimento microbiano.
Os fatores de conversao foram definidos pelas seguintes expressoes:

1. Fator de conversao do substrato em produto (mg/g):
Yp/s = Pmax— Pi (1)
Si— Spméx

2. Fator de converséo do substrato em célula (g/9):
Yxis = Xmax — Xi (2)
Si— Spméx

3. Fator de converséo de célula em produto (mg/qg):
Ypix = Pmax— Pi (3)
Xmax — Xi

Onde:

Xmax: concentracao celular maxima;

Xi: concentracéo celular inicial;

Si: concentracado de lactato inicial;

Spmax: concentracdo de lactato quando a concentracdo de OMV é maxima,;
Sxmax. concentracdo de lactato quando a concentracao celular € maxima;
Pmax: concentracdo de OMV maxima;

Pi: concentragdo de OMV inicial.

Ressalta-se que os valores “iniciais” e “maximos” de cada variavel nas
equacdes 1-3 foram estabelecidos dentro do intervalo no qual o microrganismo
encontra-se em fase exponencial de crescimento, e portanto, em atividade metabdlica
méaxima. Esse intervalo, em todos os cultivos, ocorreu entre o instante inicial até a

terceira hora do cultivo.
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A produtividade global em biomassa e em produto foi calculada segundo as

expressoes:

4. Produtividade global em biomassa (g.cél/L.h):
Prod X = X — Xi (4)
tr-ti

5. Produtividade global em produto (mg.OMV/L.h):
Prod P = Pi—Pi (5)
tr-ti

Onde:

Xf. concentracao celular final;

Xi: concentracéo celular inicial,
Pr. concentracdo de OMV final,

Pi — concentragdo de OMV inicial;
tr — tempo de cultivo;

ti — tempo inicial igual a zero.

Foram calculadas também a produtividade maxima em biomassa e em produto
a cada hora de cultivo. Para este célculo, a produtividade foi calculada a cada instante,
considerando como instante inicial, Xo € Po. O maior valor obtido desta equagao refere-
se a quantidade maxima de OMV (mg) ou de célula (g) produzida por litro/hora de

cultivo.

A velocidade especifica de crescimento microbiano foi determinada a partir das

curvas de concentragéo celular, de acordo com equacao:

x=1 . dX (6)
X t

U
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Onde:

pX: velocidade especifica de formacéo de biomassa (h-1);
X: concentragao celular (g/L);

dX: biomassa formada no intervalo de tempo “dt” (g);

dX/dt: derivada dos valores de concentracao celular [g/(L.h)].

Foi calculado o logaritmo neperiano do crescimento bacteriano fn (X/Xo) e 0s
valores foram plotados em funcdo do tempo. No intervalo de tempo em que o
crescimento é exponencial (da hora zero a hora 3), e portanto, quando a velocidade
especifica de crescimento é constante, fez-se a regressao linear dos pontos e o
coeficiente angular da equacao da reta obtida corresponde a velocidade especifica

méaxima de crescimento (uxmax) No cultivo. Graficos ilustrados no Apéndice 4.

Para fins de analise e comparacdo entre os diferentes cultivos, foi feito um
grafico do perfil de formacédo de células (crescimento de N. lactamica) e de produto
(OMV) atraves do logaritmo neperiano do crescimento bacteriano fn (X/Xo) e de
formacao de OMV In (P/Po). Os valores foram plotados em fun¢éo do tempo. Gréficos

ilustrados no Apéndice 5.
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3.6. Ensaios Imunoldégicos

3.6.1. Solucgdes e Meios de Cultivo

As solucdes e meio de cultivo utilizados para andlise dos ensaios imunoldgicos

estdo descritos no Apéndice 3.

3.6.2. Experimento | e Il: Cronograma de Imunizagédo, Grupos e

Formulacdes

Para avaliacdo da propriedade adjuvante de mucosa das vesiculas de
membrana externa (OMV) de Neisseria lactamica em combinacdo com a proteina
heter6loga PspA do clado 5 de Streptococcus pneumoniae, foram realizados dois

experimentos: Experimento | e Experimento |l.

O protocolo de experimentagdo em animais deste projeto foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB),
sob numero 1152/13 (Experimento 1) e 4938070815 (Experimento II).

Em ambos os experimentos foram utilizados camundongos BALB/c fémeas,
“Specific Pathogen Free”, com 5 a 8 semanas de idade, produzidos pelo biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (FMUSP). O cronograma de

imunizacao, desafio e coleta de soro encontra-se resumido na Figura 3:
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Figura 3 - Esquema do cronograma de imunizacdo, desafio e coleta de soro.

Experimento | e Experimento II.

6 camundongos Anestesia via |.P. Imunizagao via I.N.
BALB/c por grupo (0,2% xilazina e 0,5% quetamina) (vol. 10uL)

Esquema de doses

0 14 15 35 36
I i | | | dias
12 dose I.N. Coleta
Coleta
Soro
Soro
22 dose I.N. Desafio letal

S. pneumoniae
(ATCC6303)

A Tabela 3 e a Tabela 4 a sequir, ilustra o esquema de grupos e formulagdes

para os experimentos | e II, respectivamente.

Tabela 3 — Esquema de Grupos e formulacdes. Experimento |I.
Grupo Formulacéo Descrigao Dose

1 Salina Salina apirogénica 10pL

OMV: Vesiculas de membrana externa
2 OMVto,s% . 5 Hg
de N. lactamica tratada com DOC 0,5%

PspA5: Proteina A da superficie de
3 PspA5 P S Hg
pneumococo, clado 5

PspA5: Proteina A da superficie de .
Mg
PspA5- pneumococo, clado 5
OMVio,5% OMV: Vesiculas de membrana externa

S Hg
de N. lactamica tratada com DOC 0,5%
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Tabela 4 — Esquema de grupos e formulacdes. Experimento Il.

Grupo  Formulacéo Descricéo Dose

1 Salina Salina apirogénica 10uL

OMV: Vesiculas de membrana externa de N.
2 OMVpura - S g
lactamica néo tratada

OMV: Vesiculas de membrana externa de N.
3 OMVio 3% . 5 ug
lactamica tratada com 0,3% DOC

PspAS5: Proteina A da superficie de
4 PspA5 P S Mg
pneumococo, clado 5

PspA5: Proteina A da superficie de 5 ug
PspA5- pneumococo, clado 5
OMVpura OMV: Vesiculas de membrana externa de N.

lactamica nao tratada 5 ug

PspA5: Proteina A da superficie de 5 ug
PspAb- pneumococo, clado 5
OMVio 3% OMV: Vesiculas de membrana externa de N.

lactamica tratada com 0,3% DOC 5 ug

O cronograma de imunizagao estabelecido foi de duas doses via nasal das
diferentes formulac6es em volume final de 10uL, administradas nos dias 0 e 15. Cada
dose da vacina foi composta por 5ug de PspA5 ou 5ug de OMV (pura ou tratada com
DOC) administradas sozinhas (grupos controle); ou formuladas com 5ug de OMV pura
(grupo controle); ou com 5ug de OMV tratada (0,3% ou 0,5% DOC). A imunizacéo via
nasal foi conduzida apés os animais serem anestesiados via intraperitoneal com
200pL de solucéo de 0,2% de xilazina (20 mg/kg) e 0,5% de quetamina (50 mg/kg) em

salina apirogénica (Figura 3).

A proteina PspAb, utilizada como antigeno, foi gentilmente cedida pela Dra.
Maria Leonor Sarno de Oliveira para a realizagdo deste projeto. De acordo com a
metodologia utilizada pelo laboratério da Dra. Oliveira, o fragmento que codifica a
regido N-terminal de PspA5 foi amplificado por PCR a partir do DNA gendmico da
linhagem de pneumococo 122/02 (da colecéo do Instituto Adolpho Lutz, S&o Paulo,

Brasil) e clonado no vetor plasmidial pAE (Ramos et al., 2004; Darrieux et al., 2008).
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Este vetor permite a expresséo da proteina heterdloga com uma cauda adicional de 6
residuos de histidina (6XHis) na extremidade N-terminal, a fim de facilitar a sua
purificacdo por cromatografia em resina quelante, previamente carregada com Ni2+
(Ramos et al., 2004).

O excesso de LPS proveniente de E. coli, presente nas preparacdes de PspA5
foi extraido com Triton X-114 (Aida e Pabst, 1990) e a dosagem de PspAb5 foi realizada
através do método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976), lida absorbancia em
espectrofotometro com comprimento de onda de 595 nm.

A linhagem bacteriana de S. pneumoniae ATCC6303 (sorotipo 3, PspA clado
5), utilizada no desafio letal, foi cultivada pelo Laboratério de Biotecnologia Molecular
| do Instituto Butantan (Oliveira et al., 2010) e uma amostra do estoque de linhagens
foi gentilmente cedida para a realizacdo desse projeto. A cepa de S. pneumoniae
ATCC6303 (sorotipo 3, PspA clado 5) foi cultivada em meio THY (meio Todd-Hewitt
acrescido de extrato de levedura) liquido até atingir a fase exponencial (ODsoonm 0,4).
As bactérias foram centrifugadas a 1500 g, por 20 min e suspensas em 1:10 do volume
inicial, em meio contendo 15% de glicerol. Aliquotas de 100 uL foram mantidas a -
80°C.

3.6.3. Soro

Apbs 14 dias da primeira dose e 20 dias da segunda dose de acordo com o
protocolo de imunizacao, o sangue foi coletado pelo plexo retrorbital, mantido a 37°C
por 1h e centrifugado a 350 x g por 10 min, para obtenc¢&o do soro. Este foi mantido a
-20°C.
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3.6.4. Resposta imune contra o antigeno PspA5

A fim de avaliar a concentracédo de anticorpos IgG contra PspA5 no soro dos
animais, utilizou-se o método de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).
Placas de poliestireno com 96 pogos (Maxisorp-Nunc, Rochester, NY, Estados
Unidos) foram sensibilizadas com 10ug/mL da proteina recombinante PspA5 diluida

em tampao carbonato-bicarbonato e mantidas a 4°C overnight.

Para célculo da concentracdo de anticorpos, curvas padrdo de IgG, 1gG1 ou
IlgG2a (Southern Biotech, Birmingham, AL, Estados Unidos) foram feitas em cada

placa de acordo com o tipo de antigeno analisado.

Ao inicio de cada etapa, as placas foram lavadas por 3 vezes com uma solucao
tampao salina fosfato e 0,1% de Tween®20 (PBS-T, pH 7,4). Ap6s o periodo de
incubacédo a 4°C overnight, as amostras foram bloqueadas com uma solucao de 10%
de leite desnatado em PBS-T e incubadas em estufa a 37°C por 1h. Em seguida, as
amostras de soro de cada animal foram diluidas, seriadamente, em PBS-T contendo
1% de albumina de soro bovino (BSA, Sigma Aldrich). As placas foram mantidas a
37°C por 1h30. Subsequentemente, foi feita a incubac¢do com anticorpos anti-IgG, anti-
IgG1 ou anti-lgG2a de camundongo produzido em cabras (Southern Biotech), por 1h
a 37°C. Por fim, anticorpo anti-lgG de cabra conjugado a peroxidase (Southern
Biotech) foi adicionado e apés a incubacéo por 1h a 37°C a reacdo foi revelada com
solucéo de 10mg de o-phenilenediamina (OPD, Sigma Aldrich) em 20mL de tampé&o
citrato fosfato, contendo 10uL de perdxido de hidrogénio. Entre as incubagdes, foram
realizadas 3-5 lavagens das placas com PBS-T para a remocdo de proteinas nao
ligadas as placas. A reacédo foi interrompida pela adicao de 50uL de acido sulfurico
8M por poco. As placas foram lidas em leitor de ELISA (Thermo Scientific — Multiskan
EX - Uniscience) a 492nm. A determinacdo da concentracdo dos anticorpos (em

ng/mL) foi realizada com base nas curvas padrao de cada placa.
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3.6.5. Resposta imune contra o antigeno OMV

Para avaliar se a formulacdo que utiliza OMV de N. lactamica também atua
promovendo a indugdo de anticorpos anti-OMV de N. meningitidis, foram dosados
anticorpos IgG provenientes do soro de camundongos do Experimento I/Grupo 2
(OMVio,5%) e Experimento 1/Grupo 4 (PspA5-OMVios%), € do Experimento II/Grupos 5
(PspA5-OMVpura) € Experimento 11/Grupo 6 (PSpA5-OMVio,3%).

A dosagem dos anticorpos anti-OMV de N. meningitidis foi realizada utilizando
o mesmo método de ELISA descrito no tépico anterior. A sensibilizacdo das placas
(coating) foi feita com 3ug/mL de OMV de N. meningitidis cepa 44/89. Para controle
positivo da reacao, foi feita a sensibilizacdo das placas com 3ug/mL de OMV de N.

lactamica cepa N.799/98.

3.6.6. Ligacao de anticorpos a superficie de S. pneumoniae

A capacidade da ligacdo dos anticorpos, presentes nos soros de camundongos
BALB/c imunizados por via nasal, a superficie do pneumococo foi analisada in vitro

por citometria de fluxo no Laboratério de Imunoquimica do Instituto Butantan.

S. pneumoniae da linhagem ATCC6303 foi cultivada em meio Todd-Hewitt
suplementado com 0,5% de extrato de levedura (THY) a 37°C até atingir DOsoonm de
0,5, conforme metodologia pré-estabelecida pelo Laboratério de Biotecnologia
Molecular | do Instituto Butantan (Oliveira et al., 2010). Em seguida, a mesma foi
centrifugada a 3200 x g por 10min e lavada com PBS. A bactéria foi ressuspendida
em PBS e 95uL desta suspenséao bacteriana foram incubados com 5L dos soros dos
camundongos imunizados (reunidos em pools de cada grupo), por 30min a 37°C. Logo
apos, foi novamente lavada com PBS e suspendida em 100uL de PBS contendo anti-
IgG de camundongos conjugados a FITC (isotiocianato de fluoresceina, MP
Biochemicals, Irvine, CA, Estados Unidos), na diluicdo de 1:100 (v/v). Por fim, as

amostras foram incubadas no gelo e no escuro por 30 min, lavadas com PBS e a
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bactéria foi fixada com 200ul de solucdo BD Cytofix TM (BD Biosciences). Anélises de
citometria de fluxo foram feitas em aparelho FACS Canto Il (BD Biosciences), com a
contagem de 10000 bactérias. Os dados foram analisados utilizando o programa Flow
Jo 7.6.1 (Tree Star). Este experimento foi realizado em colaboragédo com o Laboratorio
de Imunoquimica do Instituto Butantan, sob a supervisdo do Dr. Jorge Mario da Costa

Ferreira Jr.

3.6.7. Desafio respiratorio letal com S. pneumoniae

Vinte e um dias apds a imunizac¢do, os camundongos foram anestesiados por
via intraperitoneal com uma mistura de 0,2% (20 mg/kg) de xilazina e 1,0% (100
mg/kg) de quetamina e receberam por via nasal 50uL de suspenséo contendo 3.10°
de bactérias S. pneumoniae ATCC6303 (sorotipo 3, PspA clado 5). A sobrevivéncia

dos animais foi acompanhada por 10 dias.

3.6.8. Analises Estatisticas

A analise estatistica dos niveis de anticorpos foi realizada pelo teste de Mann-
Whitney. A sobrevivéncia foi analisada por curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer.
Em todos os casos, p< 0,05 foi considerado estatisticamente diferente. Os graficos e

analises foram realizados pelo programa Prism Graph-Pad 5.03.
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A Tabela 5 abaixo mostra um resumo de todos os cultivos deste estudo, com a

finalidade de facilitar a apresentacao dos resultados a seguir.

Tabela 5 — Resumo dos meios de cultura e tempo de cultivo dos ensaios em agitador

rotativo e biorreator.

Meio de Catlin

c — Tempo
Ensaio Grupo  Concentragéo onc%netragao Concentragéo Pulso de
de lactato aminoacidos de YE cultivo
Agitador .
Rotativo - Variado dobro (2AA) 2,0 g/L (2YE) - 12h
A 18,0 g/L (3LA)  triplo (3AA) 3,0 g/L (2YE) - 12h
B 18,0 g/L (3LA) dobro (2AA) 2,0 g/L (2YE) - 12h
C 18,0 g/L (3LA)  dobro (2AA) 2,0 g/L (2YE) Amégc;g;fos 12h
D  18,0g/L (3LA) dobro (2AA) 2,0 g/L (2YE) ;Z‘Chtg:g 12h
Biorreator | E 18,0 g/L (3LA) dobro (2AA) 2,0 g/L (2YE) 'é";‘%tg:g 15h
Lactato e
F 18,0 g/L (3LA) dobro (2AA) 2,09g/L (2YE) aminoéacidos 15h
82 hora
Lactato e
G 18,0 g/L (3LA) dobro (2AA) 2,09g/L (2YE) aminoéacidos 10h

62 hora
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4.1. Ensaio em Agitador Rotativo

Neste ensaio, foram realizados cultivos com o meio de Catlin com o dobro da
concentracdo de aminoacidos (2AA) em relacdo a concentracdo original (Apéndice
1) e 2,0 g/L de extrato de levedura ultrafiltrado (2YE). As concentracdes de lactato
utilizadas foram: a concentragéo original (1LA, 6,0 g/L), o dobro (2LA, 12,0 g/L), o triplo
(3LA, 18,0 g/L), quatro vezes (4LA, 24,0 g/L), cinco vezes (5LA, 30,0 g/L) e seis vezes
(6LA, 36,0 g/L). O tempo de cultivo foi de 12h. Os resultados de cada condicao
encontram-se na Tabela 6, Figura 4 e Figura 5.

Neste ensaio, o melhor crescimento de N. lactamica, e o melhor rendimento de
OMV obtido em 12h de cultivo, foi de 3,11 (DOsa40) na 112 hora de cultivo (Tabela 6),
e 79mg/L de OMV (Figura 5), observados na condicdo do meio MC 3LA2AA2YE.

Tabela 6 — Crescimento de N. lactamica (DOs4) em agitador rotativo. MC (meio de
Catlin); LA (lactato); AA (aminoéacidos); YE (extrato de levedura).

Tempo MC MC MC MC MC MC
(h) 1LA2AA2YE 2LA2AA2YE 3LA2AA2YE 4LA2AA2YE 5LA2AA2YE 6LA2AA2YE
0 0,14 0,15 0,15 0,14 0,14 0,14
1 0,30 0,34 0,35 0,30 0,29 0,27
2 0,59 0,72 0,69 0,65 0,62 0,57
3 0,97 1,15 1,13 1,10 1,05 0,95
4 1,30 1,51 1,58 1,35 1,41 1,39
5 1,66 1,79 1,74 1,71 1,68 1,73
6 1,93 1,93 1,95 1,93 1,81 1,87
7 2,14 2,26 2,14 2,07 2,04 1,93
8 2,44 2,48 2,35 2,27 2,23 2,04
9 2,42 2,52 2,49 2,31 2,31 2,22
10 2,52 2,79 2,84 2,63 2,49 2,44
11 2,68 2,86 3,11 2,89 3,01 2,80
12 2,15 2,84 2,87 2,49 2,52 2,48
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Figura 4 — Curva de crescimento de N. lactamica (DOss) em agitador rotativo. 1. MC
1LA2AA2YE; 2. MC 2LA2AA2YE; 3. MC 3LA2AA2YE; 4. MC 4LA2AA2YE; 5. MC
5LA2AA2YE; 6. MC 6LA2AA2YE.
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Figura 5 — Rendimento de OMV de N. lactamica (mg/L) em agitador rotativo. 1. MC
1LA2AA2YE; 2. MC 2LA2AA2YE; 3. MC 3LA2AA2YE; 4. MC 4LA2AA2YE; 5. MC
5LA2AA2YE; 6. MC 6LA2AA2YE.
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4.2. Ensaios em Biorreator

Com o objetivo de confirmar e dar continuidade aos estudos de crescimento de
N. lactamica e de rendimento das OMYV realizados em agitador rotativo, inicialmente
foram planejados os ensaios em biorreator dos Grupos A e B. Os ensaios do Grupo A
foram realizados em cultivo descontinuo por 12h, utilizando meio de Catlin (MC) com
o triplo da concentracdo original de lactato, o triplo da concentracdo original de
aminoacidos e 3,0 g/L de extrato de levedura (Apéndice 1). Esta condi¢do de cultivo
foi denominada MC 3LA3AA3YE (12h). Os ensaios do Grupo B foram realizados em
cultivo descontinuo por 12h, utilizando meio de Catlin (MC) com o triplo da
concentracdo original de lactato, o dobro da concentracéo original de aminoacidos e
2,0 g/L de extrato de levedura (Apéndice 1). Esta condicdo de cultivo serd
denominada MC 3LA2AA2YE (12h) no decorrer do texto. Em ambos os grupos, os

valores apresentados referem-se a média de dois ensaios cada.

4.2.1. Grupo A: MC 3LA3AA3YE (12h)

A Tabela 7 apresenta os valores experimentais médios de cada variavel
analisada a cada hora do cultivo. A Figura 6 a seguir apresenta a curva média dos
valores de biomassa (g/L), OMV (mg/L) e concentracdo de lactato (g/L), acetato e
citrato durante as 12h de cultivo e a Figura 7 ilustra os dados médios de agitacdo

(rpm), oxigénio dissolvido (%), temperatura (°C) e pH obtidos em tempo real.

Nesse experimento, 0 maior crescimento celular foi observado na 112 hora de
cultivo, atingindo 3,61 g/L de massa seca e 7,08 de DOs40. A maior concentracao de
OMV foi de 325,93 mg/L, na 122 hora. A concentracao inicial de lactato no meio foi de
17,05 g/L, este foi consumido durante todo o cultivo, atingindo valor minimo de 0,41
g/L na 112 hora. O acetato foi produzido ao longo do cultivo, partido de 0,3 g/L
atingindo concentragdo maxima de 5,55 g/L na 112 hora. A concentracdo de citrato foi
oscilante e de baixa amplitude, inicialmente 0,43 g/L, teve um pequeno aumento,

depois atingiu a concentracdo minima de 0,38 g/L na 72 hora, e voltou a subir para
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0,40 g/L. A agitacdo permaneceu no valor maximo estipulado, 850 rpm, entre a 32 e a
102 hora. O oxigénio dissolvido teve seus menores valores, 0,6-0,4% entre a 32 e a
102 hora e voltou a subir na 112 hora para 37%. O pH do meio ajustado inicialmente
em 7,0, atingiu 8,41 no final do cultivo

Tabela 7 — Resultados médios experimentais das variaveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade dptica (DOsao), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentracdes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo A: MC
3LA3AA3YE (12h).

massa
Tempo O.D OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOssp seca

(h) (%) (mg/t) (gL)  (@L)  (9/L)
(g/L)
00 713 36 298 191 017 009 189 1705 013 043
01 709 36 377 239 042 021 326 1582 020 041
02 708 36 624 250 102 052 403 1606 042 055
03 662 36 80 05 184 094 561 1531 078 045
04 712 36 80 06 269 137 1556 1401 117 041
05 706 36 81 05 348 178 2500 1261 169 041
06 719 36 850 04 439 223 3090 1154 258 044
07 730 36 850 04 472 240 6449 841 290 0,38
08 742 36 850 04 525 267 8923 6,69 381 0,39
09 750 36 850 04 602 307 11848 4,27 464 040
10 762 36 850 04 524 267 22899 188 536 0,40
11 804 36 778 375 7,08 361 26330 041 555 041
12 841 36 636 296 697 355 32593 043 513 0,40




75

Figura 6 — Curva média dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA3SAA3YE (12h).
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4.2.2. Grupo B: MC 3LA2AA2YE (12h)

A Tabela 8 apresenta os valores experimentais médios de cada variavel
analisada a cada hora do cultivo. A Figura 8 a seguir apresenta a curva média dos
valores de biomassa (g/L), OMV (mg/L) e concentragédo (g/L) de lactato, acetato e
citrato durante as 12h de cultivo e a Figura 9 ilustra os dados médios de agitacéo

(rpm), oxigénio dissolvido (%), temperatura (°C) e pH obtidos em tempo real.

O maior crescimento celular foi observado na 112 hora de cultivo, atingindo 3,71
g/L de massa seca e 6,66 de DOss. A maior concentragdo de OMV foi de 340,43
mg/L, também na 112 hora. A concentracao inicial de lactato no meio foi de 17,15 g/L,
este foi consumido durante o cultivo, atingindo valor minimo de 0,19 g/L na 112 hora.
O acetato foi produzido ao longo do cultivo, atingindo concentracdo maxima de 5,64
g/L na 122 hora. A concentracdo de citrato foi oscilante e de baixa amplitude,
inicialmente 0,44 g/L e na 72 hora teve sua concentracdo minima de 0,37 g/L, voltando
a subir até a 102h. A agitacdo permaneceu no valor maximo estipulado, 850 rpm, entre
a 22 e a 102 hora. O oxigénio dissolvido teve seu menor valor, 0,1%, entre a 32 e a 102
hora de cultivo e voltou a subir na 112 hora para cerca de 30%. O pH do meio ajustado

inicialmente em 7,0, atingiu 8,29 ao final do cultivo.
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Tabela 8 — Resultados médios experimentais das varidveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade dptica (DOsao), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentracdes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo B: MC
3LA2AA2YE (12h).

Tempo O.D massd OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOsy seca
(h) (%) (mg/L)  (g/L) (g/L)  (9/L)
(9/L)
00 713 36 265 11 0,18 0,10 3,22 17,15 0,14 0,44
01 712 36 390 259 0,39 0,21 10,29 15,13 0,20 0,45
02 712 36 582 32,8 0,88 0,49 7,42 15,79 0,42 0,48
03 693 36 851 01 143 0,80 7,86 15,74 0,67 0,48
04 695 36 850 0,1 233 1,30 13,19 14,33 1,24 0,43
05 707 36 850 01 281 156 21,49 12,25 1,59 0,40
06 716 36 850 0,1 3,32 1,85 65,16 11,43 2,54 0,43
07 724 36 851 0,1 4,26 2,38 142,29 7,96 2,91 0,37
08 737 36 850 0,1 4,9 2,73 172,87 5,92 4,09 0,42
09 747 36 850 0,1 559 3,11 204,26 2,90 4,91 0,46
10 770 36 852 0,1 5,08 2,83 24495 0,31 5,67 0,47
11 822 36 660 30,0 6,66 3,71 340,43 0,19 5,59 0,44
12 829 36 399 31,2 5,62 3,13 277,13 0,20 5,64 0,43
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Figura 8 — Curva média dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA2AA2YE (12h).
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4.2.3. Grupo C: MC 3LA2AA2YE (12h) + pulso AA 82h

O ensaio do Grupo C foi realizado em cultivo descontinuo por 12h, utilizando
meio de Catlin (MC) com o triplo da concentragc&o original de lactato, o dobro da
concentracéo original de aminoé&cidos e 2,0 g/L de extrato de levedura (Apéndice 1)
e com um pulso de aminoacidos na 82 hora de cultivo. Este experimento foi realizado
em paralelo com o ensaio do grupo D e ndo ha valores de duplicata nestes dois
ensaios. Esta condigcéo de cultivo sera denominada MC 3LA2AA2YE (12h) + pulso AA
82h no decorrer do texto.

A Tabela 9 apresenta os valores experimentais de cada variavel analisada a
cada hora do cultivo. A Figura 10 a seguir apresenta a curva dos valores de biomassa
(g/L), OMV (mg/L) e concentracao (g/L) de lactato, acetato e citrato durante as 12h de
cultivo e a Figura 11 ilustra os dados de agitacdo (rpm), oxigénio dissolvido (%),

temperatura (°C) e pH obtidos em tempo real.

Nesse experimento, 0 maior crescimento celular foi observado na 112 hora de
cultivo, atingindo 3,39 g/L de massa seca e 6,71 de DOs40. A maior concentracao de
OMV foi de 248,94 mg/L, na 122 hora. A concentragéo inicial de lactato foi de 17,26
g/L, e este foi consumido durante todo cultivo, atingindo valor minimo de 0,13 g/L na
122 hora. O acetato foi produzido ao longo do cultivo, atingindo concentracdo maxima
de 5,73 g/L na 112 hora. A concentracédo de citrato foi oscilante e com baixa amplitude,
variou de 0,44 g/L a 0,40 g/L. A agitacdo permaneceu no valor maximo estipulado,
850 rpm, entre a 22 e a 112 hora. O oxigénio dissolvido apresentou seus menores
valores, < 0,6%, entre a 32 - 102 hora de cultivo e voltou a subir na 112 hora para cerca

de 30%. O pH do meio ajustado inicialmente em 7,0, atingiu 7,43 ao final do cultivo.
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Tabela 9 — Resultados médios experimentais das variaveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade dptica (DOsao), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentracdes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo C: MC

3LA2AA2YE (12h) + pulso AA 8%h.

Tempo O.D massd OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOsy seca
(h) (%) (mg/L)  (g/L) (g/L)  (9/L)
(9/L)
00 725 36 284 01 0,16 0,08 2,6 17,26 0,15 0,44
01 713 36 444 315 0,37 0,19 2,4 17,15 0,19 0,44
02 703 36 701 21,8 0,80 0,40 55 16,56 0,32 0,43
03 6,98 36 847 03 1,49 0,75 4,2 15,69 0,66 0,41
04 704 36 849 02 2,22 1,12 8,4 14,67 1,10 0,41
05 715 36 848 03 2,68 1,35 13,1 12,78 1,58 0,40
06 727 36 80 04 321 1,62 39,0 11,30 2,22 0,41
07 73 36 849 06 3,63 1,84 66,0 8,99 2,87 0,40
08 743 36 850 0,6 4,14 2,10 87,2 7,08 3,49 0,40
09 757 36 849 05 6,15 3,11 1516 4,56 4,37 0,41
10 766 36 851 05 6,05 3,06 166,0 2,67 4,98 0,41
11 782 36 849 30,1 6,71 3,39 230,3 0,14 5,73 0,41
12 743 36 598 30,0 6,11 3,09 248,94 0,13 5,67 0,42
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Figura 10 — Curva dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA2AA2YE (12h) com pulso de

aminoacidos na 82 hora. A seta representa 0 momento em o pulso foi dado.

504 400
491 3504
40 -

_ 300 -

=

3.9 %

530 £250

g8 {2

52515200+

& 1]

297 1 150+
15 -

100
1,0 4
05] 90
00d o

tempo (h)

20 -8
—-18 it
16
] 6
14
{12
22 P
L
ot
108 44
J -
Td
4
] L
44
4o il
Jo

—*—~Acetato (g/L)

1
o
[=>]

—e— Citrato (g/L)

1
=4
~

Figura 11 — Dados de agitac&do (rpm), oxigénio dissolvido (%), temperatura (°C) e pH
obtidos em tempo real. MC 3LA2AA2YE (12h) com pulso de aminoéacidos na 82 hora. A

seta representa o momento em o pulso foi dado.

rpm)

(

Agitacéo

10005 100 -
8004 80
<
1e
=
=
600 S 60 -
@

(]
12
=
S
400 4 240 -
(@]
2004 ' 204
od o

tempo (h)

12

40

38

36

32

30

Temperatura (°C)

14

12

10



82

4.2.4. Grupo D: MC 3LA2AA2YE (12h) + pulso LA 82h

O ensaio do Grupo D foi realizado em cultivo descontinuo por 12h, utilizando
meio de Catlin (MC) com o triplo da concentracdo original de lactato, o dobro da
concentracéo original de aminoé&cidos e 2,0 g/L de extrato de levedura (Apéndice 1)
e com um pulso de lactato na 82 hora de cultivo. Este experimento foi realizado em
paralelo com o ensaio do grupo C, portanto ndo ha valores de duplicata nestes dois
ensaios. Esta condi¢do de cultivo serd denominada MC 3LA2AA2YE (12h) + pulso LA

82h no decorrer do texto.

A Tabela 10 apresenta os valores experimentais de cada variavel analisada a
cada hora do cultivo. A Figura 12 a seguir apresenta a curva dos valores de biomassa
(g/L), OMV (mg/L) e concentracao (g/L) de lactato, acetato e citrato durante as 12h de
cultivo e a Figura 13 ilustra os dados de agitacdo (rpm), oxigénio dissolvido (%),

temperatura (°C) e pH obtidos em tempo real.

Nesse experimento, 0 maior crescimento celular foi observado na 122 hora de
cultivo, atingindo 3,22 g/L de massa seca e 6,16 de DOs40. A maior concentracao de
OMV foi de 273,90 mg/L, também na 122 hora. A concentragdo inicial de lactato no
meio foi de 17,79 g/L, e este foi consumido durante todo cultivo. Foi administrado pulso
de 6,0 g/L de lactato logo ap6s a mensuracdo dos parametros da 82 hora. A
concentracdo na 92 hora atingiu 10,71 g/L, e o valor minimo de 3,80 g/L foi observado
na 122 hora. O acetato foi produzido ao longo do cultivo, atingindo concentracao
méaxima de 6,13 g/L na 122 hora. A concentracdo de citrato foi oscilante de 0,50
g/L(22h) a 0,37 g/L (72h). A agitacdo se manteve em 850 rpm a partir da 22 hora até o
final do cultivo. A partir da 32 hora de cultivo, a concentragdo de oxigénio caiu de
24,9% para 5,4% e manteve-se com valor médio de 4,2% até o final do cultivo. O pH

do meio ajustado inicialmente em 7,0, atingiu 7,48 ao final do cultivo.
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Tabela 10 — Resultados médios experimentais das variaveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade dptica (DOsao), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentracdes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo D: MC
3LA2AA2YE (12h) + pulso LA 82h.

Tempo 02D massd OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOs4q seca
(h) (%) (mg/L)  (g/L) (/L) (/L)
(g/L)
00 707 36 251 451 0,16 0,08 3,4 17,79 0,16 0,46
01 6,98 36 417 30,6 0,33 0,17 2,9 17,04 0,18 0,50
02 6,87 36 586 24,9 0,75 0,39 3,9 14,83 0,29 0,38
03 6,82 36,4 849 54 1,37 0,71 3,7 16,15 0,62 0,42
04 6,88 36 850 49 214 1,12 9,9 15,19 1,07 0,42
05 6,97 36 850 4,7 2,36 1,23 19,8 12,89 1,43 0,39
06 708 36 850 4,7 2,98 1,56 30,2 11,40 1,95 0,39
07 714 36 851 4,7 4,16 2,18 59,6 9,08 2,45 0,37
08 722 36 849 43 4,24 2,22 82,7 8,02 3,31 0,41
09 757 36 849 05 5,52 2,89 139,9 10,71 3,96 0,39
10 741 36,1 850 4,2 545 2,85 171,8 9,00 4,24 0,38
11 7,42 36,1 850 4,2 5,70 2,98 200,5 7,26 5,10 0,41
12 748 36 850 4,3 6,16 3,22 27390 3,80 6,13 0,43
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Figura 12 — Curva dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA2AA2YE (12h) com pulso de
lactato na 82 hora. A seta representa o momento em o pulso foi dado.
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4.2.5. Grupo E: MC 3LA2AA2YE (15h) + pulso LA 82h

Os ensaios do Grupo E foram realizados em cultivo descontinuo por 15h,
utilizando meio de Catlin (MC) com o triplo da concentracéo original de lactato, o dobro
da concentracédo original de aminoacidos e 2,0 g/L de extrato de levedura (Apéndice
1) e pulso de lactato na 82 hora de cultivo. Os valores apresentados referem-se a
meédia de dois ensaios. Esta condi¢do de cultivo serd denominada MC 3LA2AA2YE

(15h) + pulso LA 82h no decorrer do texto.

A Tabela 11 apresenta os valores experimentais de cada variavel analisada a
cada hora do cultivo. A Figura 14 a seguir apresenta a curva média dos valores de
biomassa (g/L), OMV (mg/L) e concentracao (g/L) de lactato, acetato e citrato durante
as 15h de cultivo e a Figura 15 ilustra os dados médios de agitacdo (rpm) e
temperatura (°C). A afericdo do pH foi feita manualmente nas amostras retiradas a
cada hora da dorna 1 e a sonda de oxigénio dissolvido da dorna 2 ndo estava
funcionando corretamente, portanto neste grafico foram considerados somente os

valores de oxigénio dissolvido da dorna 1.

Esses ensaios tiveram como objetivo acompanhar o crescimento de N.
lactamica, no meio MC 3LA2AA2YE com um pulso de lactato na 82 hora de cultivo,
até uma hora apos a taxa de oxigénio dissolvido no meio aumentar subitamente,
indicando diminuicdo da taxa de respiracdo celular. Como pode ser observado na
Figura 14, tal aumento ocorreu por volta da 142 hora, portanto o cultivo foi realizado

até a 152 hora.

Nesta condi¢do, houve crescimento bacteriano até a 132 hora de cultivo,
guando o crescimento celular foi de 3,49 g/L de massa seca e 6,87 de DOs40. A maior
concentracdo de OMV foi de 318,60 mg/L na 152 hora. A concentracdo inicial de
lactato no meio foi de 17,31 g/L, e este componente foi consumido durante todo cultivo.
Foi administrado pulso de 6,0 g/L de lactato logo apés a retirada de amostras da 82
hora. A concentracdo na 92 hora atingiu 15,67 g/L, e a partir da 142hora né&o foi
detectada concentracdo de lactato residual. O acetato foi produzido ao longo do
cultivo, atingindo concentragdo maxima de 7,36 g/L na 142 hora. A concentragéo de



86

citrato foi oscilante, inicialmente 0,46 g/L, atingiu concentracéo de 0,69 g/L na 92 hora,
na 102 hora houve um declinio para 0,03 g/L, e na 142 hora atingiu valor maximo de
1,26 g/L. A agitagdo permaneceu no valor maximo estipulado, 850 rpm, entre a 22 e a
122 hora. A concentracao de oxigénio dissolvido caiu de 23,7% na 22 hora para 3,1%
na 32 hora, e manteve-se baixa (< 1,1%) até a 92 hora, quando se observa um aumento
gradual desta concentracdo que atinge 30,1% na ultima hora do cultivo. O valor
maximo observado foi de 38,9% na 142 hora. O pH do meio ajustado inicialmente em
7,0, atingiu 8,46 ao final do cultivo.

Tabela 11 — Resultados médios experimentais das variaveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade éptica (DOsao), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentragdes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo E: MC
3LA2AA2YE (15h) + pulso LA 82h

massa
Tempo 02D OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOss  Seca

(h) (%) (mg/L)  (g/L) (glL)  (g/L)
(g/L)
00 710 36 430 9,7 0,19 0,10 6,60 17,31 0,15 0,46
01 703 36 813 23,7 0,38 0,19 6,36 16,81 0,22 0,57
02 696 36 851 3,1 0,80 0,40 6,97 16,40 0,40 0,61
03 701 36 851 08 1,49 0,76 6,72 15,23 0,67 0,62
04 711 36 851 08 212 1,08 13,10 14,07 1,02 0,62
05 719 36 851 09 2,66 1,35 32,61 13,06 1,46 0,62
06 729 36 850 10 3,09 157 4555 11,23 1,95 0,60
07 738 36 851 11 4,26 2,16 97,67 8,23 2,33 0,52
08 749 36 850 1,0 4,87 2,47 98,97 6,25 2,95 0,48
09 748 36 849 43 5,53 2,81 188,10 15,67 3,80 0,69
10 761 36 850 59 5,97 3,03 205,69 10,57 5,44 0,03
11 768 36 851 7,0 6,38 3,24 180,00 5,13 5,34 0,09
12 7,74 36 851 16,2 6,55 3,32 23536 1,45 6,07 0,19
13 7,72 36 804 11,3 6,87 3,49 27421 0,05 7,19 0,06
14 8,19 36 552 389 6,54 3,33 285,24 0,00 7,36 1,26

15 846 36 290 30,1 4,86 2,47 318,60 0,00 7,32 1,08
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Figura 14 — Curva média dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA2AA2YE (15h) com pulso de
lactato na 82 hora. A seta representa o momento em o pulso foi dado.
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4.2.6. Grupo F: MC 3LA2AA2YE (15h) + pulso LA e AA 82h

O objetivo dos cultivos do Grupo F foi analisar o crescimento de N. lactamica e
o rendimento das OMV em meio MC 3LA2AA2YE acrescido de pulso de lactato e de
aminoacidos na 82 hora de cultivo até a taxa de oxigénio dissolvido no meio aumentar
significativamente, indicando queda da taxa de respiracdo celular. Os valores
apresentados referem-se a média de dois ensaios. Esta condicdo de cultivo sera
denominada MC 3LA2AA2YE (15h) + pulso LA e AA 82h no decorrer do texto.

A Tabela 12 apresenta os valores experimentais de cada variavel analisada a
cada hora do cultivo. A Figura 16 a seguir apresenta a curva média dos valores de
biomassa (g/L), OMV (mg/L) e concentracao (g/L) de lactato, acetato e citrato durante
as 12h de cultivo e a Figura 17 ilustra os dados médios de agitacdo (rpm), oxigénio
dissolvido (%), temperatura (°C) e pH obtidos em tempo real.

Em relacdo a curva de crescimento bacteriano, nesta condi¢cdo a massa seca
atingiu 4,28 g/L na 152 hora de cultivo e 6,72 de DOss0. NO que diz respeito ao
rendimento das OMV, este foi maximo na 142 hora, 364,14 mg/L. A concentracao
inicial de lactato no meio foi de 15,89 g/L, e este componente foi consumido durante
todo cultivo. Foi administrado pulso de 6,0 g/L de lactato logo ap6s a mensuracao dos
parametros da 82 hora. A concentracdo de lactato na 92 hora atingiu 12,77 g/L, e 0
valor minimo de 0,35 g/L foi observado na 152 hora. O acetato foi produzido ao longo
do cultivo, atingindo concentracdo maxima de 7,65 g/L na 152 hora. A concentracao
de citrato foi oscilante, inicialmente em 0,40 g/L, atingiu concentragéo de 0,60 g/L na
22 hora, em seguida houve queda da concentracdo para 0,37 g/L(5%h), e na 142 hora
houve um ligeiro aumento, atingindo valor maximo de 0,63 g/L na ultima hora. A
agitacao permaneceu no valor maximo estipulado, 850 rpm, entre a 22 e a 132 hora. A
concentracdo de oxigénio dissolvido permaneceu baixa (< 1,4%) entre a 32 e 132 hora
de cultivo. A partir da 142 hora observa-se um aumento na concentracdo de O2D para
cerca de 30%. O pH do meio ajustado inicialmente em 7,0, atingiu 8,32 ao final do

cultivo.
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Tabela 12 — Resultados médios experimentais das variaveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade dptica (DOsao), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentracGes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo F: MC
3LA2AA2YE (15h) + pulso LA e AA 82h

Tempo O.D massd OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOsy seca
(h) (%) (mg/L)  (g/L) (g/L)  (9/L)
(9/L)
00 714 36 300 38 0,15 0,09 3,10 15,89 0,11 0,40
01 704 36 468 28,3 0,34 0,22 1,38 16,95 0,17 0,49
02 6,93 36 842 10,2 0,75 0,48 1,12 15,81 0,32 0,60
03 6,88 36 850 14 1,49 0,95 2,50 15,24 0,63 0,50
04 697 36 850 12 191 1,21 6,21 13,62 0,92 0,38
05 706 36 80 13 2,58 1,64 1552 12,53 1,32 0,37
06 715 36 850 13 289 1,84 1586 11,91 1,87 0,39
07 720 36 851 14 294 1,87 43,10 10,08 2,47 0,40
08 732 36 850 14 355 2,26 50,86 8,20 3,19 0,40
09 736 36 851 12 4,35 2,77 96,55 12,77 3,54 0,39
10 745 36 851 1,1 4,65 2,96 122,41 11,14 4,07 0,40
11 748 36 850 1,1 4,86 3,09 113,79 9,14 4,75 0,41
12 756 36 850 1,1 5,72 3,64 310,69 6,18 6,02 0,40
13 766 36 850 1,0 6,10 3,88 284,14 2,06 7,06 0,48
14 8,10 36 460 32,6 6,53 4,16 364,14 0,46 7,62 0,60
15 832 36 38 30,0 6,72 4,28 313,62 0,35 7,65 0,63
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Figura 16 — Curva média dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA2AA2YE (15h) com pulso de
lactato e aminoacidos na 82 hora. As setas representam o momento em que 0s pulsos

foram dados.
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4.2.7. Grupo G: MC 3LA2AA2YE (10h) + borbulhamento de ar + pulso
LA e AA 6h

No Grupo G foi realizado cultivo descontinuo por 10h, em duplicata, utilizando
meio de Catlin (MC) com o triplo da concentracdo original de lactato, o dobro da
concentracdo original de aminoacidos e 2,0 g/L de extrato de levedura e pulso de
lactato e de aminoacidos na 62 hora de cultivo. Exclusivamente neste cultivo, a
aeracdo foi programada para ser por borbulhamento e ao longo do cultivo este
parametro foi controlado para se manter na taxa de 30%. Os valores apresentados
referem-se a média dos dois ensaios. Esta condi¢do de cultivo serd denominada MC
3LA2AA2YE (10h) + borbulhamento de ar + pulso LA e AA 6h no decorrer do texto.

A Tabela 13 apresenta os valores experimentais de cada variavel analisada a
cada hora do cultivo. A Figura 18 apresenta a curva média dos valores de biomassa
(g/L), OMV (mg/L) e concentracao (g/L) de lactato, acetato e citrato durante as 15h de
cultivo e a Figura 19 ilustra os dados médios de agitacdo (rpm) oxigénio dissolvido

(%), temperatura (°C) e pH obtidos em tempo real.

O maior crescimento celular nesta condi¢ao foi na 82 hora de cultivo, atingindo
2,63 g/L de massa seca e 6,02 de DOs40. A maior concentracdo de OMV, 166,07 mg/L
ocorreu na 102 hora. Esses valores foram os menores obtidos dentre todos os cultivos
realizados. A concentracdo inicial de lactato no meio foi de 12,54 g/L, e este
componente foi consumido durante todo cultivo, se esgotando na 102 hora. Houve
uma subida producéo de acetato por volta da 52 hora (3,93 g/L) e 62 hora (5,42 g/L)
de cultivo, seguido por um decaimento na 72 hora (1,35 g/L) e 82 hora (1,78 g/L), e
novamente um aumento de concentracao, atingindo valor maximo de 11,38 g/L na 92
hora. A concentragdo de citrato foi oscilante sendo inicialmente em 0,17 g/L,
apresentou um pico de 8,37 g/L na 72 hora, seguido de decaimento para 1,93 g/L na
82 hora, e novamente um aumento na concentracao, atingindo valor maximo de 9,62
g/L na 92 hora de cultivo. A agitagao variou ao longo do cultivo, permanecendo em
meédia em torno dos 450 rpm. Da mesma forma, a concentracao de oxigénio dissolvido

variou ao longo do cultivo, mas em média, permaneceu em cerca de 30%, tal como
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configurado no inicio do experimento. O pH do meio ajustado inicialmente em 7,0,

atingiu 8,9 ao final do cultivo.

Tabela 13 — Resultados médios experimentais das variaveis pH, temperatura (T°C),
oxigénio dissolvido (%), agitacdo (rpm), densidade Optica (DOs40), massa seca (g/L),
OMV (mg/L) e das concentracdes (g/L) de lactato, acetato e citrato. Grupo G: MC
3LA2AA2YE (10h) + borbulhamento de ar + pulso LA e AA 6h.

Tempo O.D massa OMV Lactato Acetato Citrato
pH T°C rpm DOss0 seca
(h) (%) (mg/L)  (g/L) (g/L)  (9/L)
(9/L)
00 75 36 250,0 68,5 0,18 0,08 1,13 12,54 0,04 0,17
01 75 36 3195 23,1 0,39 0,17 2,37 11,94 0,06 0,20
02 76 36 3860 29,0 0,75 0,33 2,73 11,86 0,15 0,10
03 77 36 4130 296 1,34 0,59 5,00 10,86 0,25 0,07
04 78 36 5025 299 275 1,20 14,21 9,35 0,42 0,04
05 79 36 530,0 29,6 3,46 151 33,36 7,07 3,93 0,12
06 81 36 5235 31,3 4,57 1,99 50,93 1,40 5,42 8,37
07 79 36 5820 304 4,65 2,03 75,98 1,40 1,35 1,93
08 82 36 5945 28,2 6,02 2,63 104,02 0,83 1,78 1,98
09 85 22 5210 29,3 595 2,60 153,21 0,42 11,38 9,62
10 89 36 3730 335 5,96 2,60 166,07 0,00 10,90 8,56




93

Figura 18 - Curva média dos valores de biomassa em massa seca (g/L), OMV (mg/L) e
concentracao (g/L) de lactato, acetado e citrato. MC 3LA2AA2YE (10h) aeragdo por
borbulhamento e pulso de lactato e aminoacidos na 62 hora. As setas representam o
momento em os pulsos foram dados.
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4.3. Parametros Cinéticos
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Os parametros cinéticos dos cultivos em biorreator foram calculados para cada

grupo e séo apresentados na Tabela 14 a seguir:

Tabela 14 — Parametros cinéticos dos cultivos em biorreator. Xma. — Concentracéo
celular maxima (g/L); Pmax — concentracdo méxima de produto (mg/L); Prod Xmax —
maxima produtividade celular (gcél/L.h); Prod Pmax — maxima produtividade de produto
(mgOMV/L.h); Yxs — fator de conversdo substrato em célula (g/g); Yus - fator de
conversao substrato em produto (mg/g); Ypx - fator de conversao célula em produto
(mg/g); U Xmax — Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h').

Parametros Cinéticos

Cultivo
Xmax Pmax Prod Xmax Prod Pmax Yxis Yp/s Yp/x M Xmax
(tempo)
g/L mg/L gcél/L.h mgOMV/L.h  g/g mg/lg mg/g h1
A MC 3LA 3AA 3YE 3,61 325,93 0,36 27,00 (122h) 0,49 2,14 4,38 0,83
(12h)
B MC 3LA 2AA 2YE 3,71 340,43 0,33 30,66 (112h) 0,50 3,29 6,63 0,72
(12h)
o MCB3LA2AA2YE 3,39 248,94 0,34 20,70 (112h) 0,43 1,02 2,39 0,78
+ pulso AA (12h)
L MCBLA2AA2YE 3,22 273,90 0,31 22,54 (122h) 0,38 0,18 0,48 0,73
+ pulso LA (12h)
MC 3LA 2AA 2YE 3,49 318,60 0,30 20,80 (15%h) 0,32 0,06 0,18 0,69
+ pulso LA (15h)
MC 3LA 2AA 2YE 4,28 364,14 0,30 25,92 (142h) - 1,83 1,38 0,78
+ pulso LA e AA (15h)
MC 3LA 2AA 2YE
borbulhamento de 2,63 166,07 0,32 16,90 (92h) 0,30 2,30 7,65 0,69

ar + pulso LA e AA
(10h)
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A maior concentracdo celular maxima (g/L) foi de 4,28 g/L e a maior
concentracdo maxima de OMYV foi de 364,14 mg/L; ambos parametros observados no
Grupo F - MC 3LA 2AA 2YE (15h) + pulso LA e AA na 82 hora. A menor concentracéo
celular maxima (g/L) foi de 2,63 g/L e a menor concentracdo maxima de produto foi
de 166,07 mg/L; ambos parametros observados no Grupo G - MC 3LA 2AA 2YE (10h)

+ borbulhamento de ar + pulso LA e AA na 62 hora.

A maior maxima produtividade celular (gcél/L.h) foi de 0,36 gcél/L.h no Grupo
A - MC 3LA 3AA 3YE (12h); e a maior maxima produtividade de produto (mgOMV/L.h)
foi de 30,66 mgOMV/L.h, observada no Grupo B - MC 3LA 2AA 2YE (12h). Os maiores
valores para os parametros cinéticos de conversao de substrato em célula (g/9);
substrato em produto (mg/g); e célula em produto (mg/g); foram, respectivamente,
0,50 g/g; 3,29 mg/g; e 6,63 mg/g, observados no Grupo B - MC 3LA 2AA 2YE (12h).
A maior velocidade especifica maxima de crescimento celular (h't) foi de 0,83 h! no
Grupo A - MC 3LA 3AA 3YE (12h). A média de pu xmax entre todas as condi¢des de

cultivo foi de 0,75 h't com desvio padrédo de 0,05.
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4.4. OMV: Eletroforese

Foram feitos géis de SDS-PAGE, 12,5% de acrilamida/bisacrilamida, para todos
os cultivos realizados em biorreator (dados nao apresentados), a fim de comparar o
perfil eletroforético das proteinas presentes nas OMV liberadas por Neisseria

lactamica.

A Figura 20 ilustra o padrdo proteico das OMV provenientes do cultivo do
Grupo A: meio de Catlin com 18,0 g/L de lactato (3LA), com o triplo da concentracao
original de aminoé&cidos (3AA), e com 3,0 g/L de extrato de levedura (3LA) por 12h em

biorreator.

Figura 20 — SDS-PAGE 12,5% de amostras de OMV em diferentes horas do cultivo em
biorreator utilizando meio MC3LA3AA3YE (12h). Grupo A.
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Observa-se que a proteina Porina B (PorB), correspondente a banda com
aproximadamente 40 kDa, estd presente desde as primeiras horas do cultivo,

tornando-se mais concentrada ao final do cultivo.
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O tratamento com detergente para a remocao do LOS foi realizado a partir das
OMV obtidas de culturas de N. lactamica em meio MC 3LA2AA2YE por 14h.

A dosagem de LOS foi realizada indiretamente através da dosagem de KDO

(2-keto-3-deoxioctanato) das amostras tratadas com diferentes concentracdes do
detergente deoxicolato de sédio (DOC): 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5% em solucao de Tris
EDTA pH 8,0 (TE). A Tabela 15 mostra a quantidade de OMV (mg/mL), a recuperagao
das OMV (%) poés-tratamento, a concentracdo de KDO (ug/mg de OMV), e a

porcentagem de KDO eliminado pelo tratamento. A Figura 21 e a Figura 22 ilustram

estes valores. A Figura 23 elucida o padréo de proteina obtido por eletroforese nos

diferentes tratamentos.

Tabela 15 — OMV (mg/mL) poOs-tratamento, recuperagcdo (%), concentracdo de KDO

(ug/mg de OMV), e porcentagem de KDO eliminado em cada tratamento.

- oMV Recuperacéo HgKDO/ KDO
ratamento _
(mg/mL) (%) mgOMV  eliminado (%)

OMVemTE 5,82 100% 79,1 0

OMV em DOC 0,1% 3,55 61% 57,2 21

OMV em DOC 0,2% 4,73 81% 31,5 61

OMV em DOC 0,3% 3,98 68% 18,4 76

OMV em DOC 0,4% 3,17 54% 11,9 85

OMV em DOC 0,5% 3,57 61% 10,6 86
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Figura 21— OMV (mg/mL) pés-tratamento e recuperacéo (%) das amostras tratadas com

diferentes concentracfes de DOC.
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Figura 22 - Concentracdo de KDO (ug/mg de OMV), e porcentagem de KDO eliminado
apoés tratamento com diferentes concentragdes de DOC.
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Figura 23 -SDS-PAGE 12,5%. Amostras de OMV tratadas com diferentes concentracdes
de DOC. O perfil eletroforético das proteinas de OMV nos diferentes tratamentos €
semelhante, com predominéncia da proteina Porina B (PorB), correspondente a banda
com aproximadamente 40 kDa.
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4.6. OMV: Analise Morfologica

Amostras de OMV provenientes da Ultima hora de cultivo e tratadas com o
controle em TE (Figura 24A) ou 0,5% DOC (Figura 24B) foram submetidas a analise
em microscopia eletrbnica de transmissdao com a finalidade de observar sua
integridade apos o tratamento. As imagens foram obtidas em colaboracdo com a Dra.

Sylvia Mendes Carneiro do Laboratorio de Biologia Celular do Instituto Butantan.

Amostras de OMV pura (Figura 25A), OMV em TE (Figura 25B) e OMV em
concentracédo de 0,2% (Figura 25C) e 0,3% de DOC (Figura 25D) foram, em um
segundo momento, submetidas a analise em microscopia eletrénica de transmissao.
As imagens foram obtidas em colaboracdo com a Dra. Aurora Marques Cianciarullo
do Laboratério de Genética do Instituto Butantan. As amostras foram analisadas em
microscopio eletrénico de transmissdo do Laboratério de Genética do Instituto

Butantan.

Em ambos os experimentos foi possivel verificar a presenca de OMV. Quando
utilizado somente TE (controle) elas apresentam-se bem preservadas (Figura 24A).
Com o tratamento com 0,5% DOC, verifica-se que a integridade das vesiculas é
comprometida, embora fragmentos de membranas das OMV possam ser observados
(Figura 24B). Amostras de OMV pura, OMV em TE e OMV em concentracéo de 0,2%
e 0,3% de DOC foram, em um segundo momento, também submetidas a analise em
microscopia eletrénica de transmissdo. E possivel notar que as OMV tratadas com
0,2% e 0,3% DOC, em geral, apresentam morfologia circular, similarmente as OMV

em estado puro e em TE (Figura 25).
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Figura 24 — Microscopia eletrénica de transmisséo das OMV tratadas com: (A) OMV em
TE. (B) OMV em DOC 0,5%. Técnica de contrastacao negativa utilizando molibdato de
sodio. As setas com traco continuo mostram exemplos de OMV inteiras e as setas
tracejadas mostram exemplos de OMV rompidas ou em fragmentos de membrana.

Figura 25 — Microscopia eletrbnica de transmissdo das OMV com diferentes
tratamentos: (A) OMV puras. (B) OMV em TE. (C) OMV em DOC 0,2%. (D) OMV em DOC
0,3%. As setas com tragco continuo mostram exemplos de OMV inteiras e as setas
tracejadas mostram exemplos de OMV rompidas ou em fragmentos de membrana.
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4.7. Ensaios Imunolégicos

Com a finalidade de avaliar o efeito adjuvante das OMV de Neisseria lactamica
guando inoculadas em combinacdo com PspA5 de Streptococcus pneumoniae em
camundongos BALB/c, foram realizados dois experimentos independentes com 6

animais por grupo, denominados “Experimento I” e “Experimento II”.

A propriedade adjuvante das OMV foi avaliada através da inducao de resposta
imune contra o antigeno PspA5 apds a 12 e 22 dose do esquema de vacinagao
proposto e através de ensaio de sobrevivéncia apos desafio letal com S. pneumoniae.

4.7.1. Experimento I: Efeito adjuvante das OMV de Neisseria

lactamica tratadas com DOC 0,5%

4.7.1.1. Respostaimune contra o antigeno PspA5 apos 12 dose

A Figura 26 ilustra a concentracdo (ng/mL) de anticorpos IgG séricos
especificos para PspA5 apdés a primeira dose administrada em animais submetidos a
regime vacinal e a Figura 27 mostra a concentracdo (ng/mL) de anticorpos de
subclasses de IgG (IgG1 e 1gG2a), séricos especificos para PspA5 apds a primeira

dose.

Ainducao de anticorpos avaliada ap6s a primeira dose foi estatisticamente mais
alta (p<0,0002) no grupo que recebeu a proteina PspA5 com OMV como adjuvante
(em média 10*ng/mL) do que em relacédo ao grupo que recebeu PspA5 sozinha (em
média 103ng/mL). Em relacdo a deteccdo das subclasses de I1gG, 1gG1 e IgG2a, para
as formulacdes PspA5 e PspA5-OMV, ambas apresentaram resposta semelhante,
com producao dos dois anticorpos, sendo preferencial a produgao de IgG1, indicando

resposta imunoldgica com tendéncia ao tipo Th2.
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Figura 26 — Concentracao (ng/mL) de anticorpos IgG séricos especificos para PspAb
em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢cdo por ELISA. O soro foi coletado 14
dias ap06s a primeira dose da vacina. O gréfico ilustra o resultado de 2 experimentos
independentes com 6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados individuais e a
linha representa a média dos grupos. *** P<0,0002, teste de Mann Whitney.
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Figura 27 — Concentracdo (ng/mL) de subclasses de IgG. IgGl e IgG2a, séricos
especificos para PspA5 em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢éo por ELISA.
O soro foi coletado 14 dias ap6s a primeiradose da vacina. O grafico ilustra o resultado
de 2 experimentos independentes com 6 animais por grupo. As barras apresentam as
meédias das concentracfes com o0s respectivos desvios padrdo. O valor acima das
barras corresponde ao valor da razao lgG1/lgG2a.
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4.7.1.2. Respostaimune contra o antigeno PspA5 ap0s 22 dose

A Figura 28 lustra a concentracdo (ng/mL) de anticorpos IgG séricos
especificos para PspA5 apos a segunda dose administrada em animais submetidos a
regime vacinal e a Figura 29 mostra a concentracdo (ng/mL) de anticorpos de
subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a), séricos especificos para PspA5 apds a segunda

dose.

Apés a segunda dose, a inducdo de anticorpos foi estatisticamente mais alta
(p=<0,0001) no grupo que recebeu a proteina PspA5 com OMV como adjuvante (em
média 10°ng/mL) do que em relacéo ao grupo que recebeu PspA5 sozinha (em média
10*ng/mL), sendo estas concentracdes maiores em relacdo ao observado apds a
primeira dose. Em relacdo a deteccao das subclasses de IgG para as formulactes
PspA5 e PspA5-OMV, o perfil de producdo de IgGl e IgG2a apresentou-se
semelhante aos dados coletados apés a primeira dose, havendo producdo dos dois
anticorpos e sendo preferencial a producéo de IgG1, indicando resposta imunoldgica
com tendéncia a producao de células do tipo Th2. Apds a segunda dose, a maior razao
IgG1:lgG2a foi observada no grupo imunizado com PspA5-OMV.



105

Figura 28 — Concentracdo (ng/mL) de anticorpos IgG séricos especificos para PspAb5
em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢cédo por ELISA. O soro foi coletado 20
dias apOs a segunda dose da vacina. O grafico ilustra o resultado de 2 experimentos
independentes com 6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados individuais e a
linha representa a média dos grupos. *** P<0,0001, teste de Mann Whitney.
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Figura 29 — Concentracdo (ng/mL) de subclasses de IgG. 1IgGl e 1gG2a, séricos
especificos para PspA5 em animais submetidos a regime vacinal. Detecgdo por ELISA.
O soro foi coletado 20 dias ap6s a segunda dose da vacina. O gréfico ilustra o resultado
de 2 experimentos independentes com 6 animais por grupo. As barras representam as
médias das concentracdes com o0s respectivos desvios padrdo. O valor acima das
barras corresponde ao valor da razéo IlgG1/1gG2a.
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4.7.1.3. Sobrevivéncia ap0s desafio letal com S. pneumoniae

Vinte e um dias apos a segunda dose foi realizado o desafio letal com S.
pneumoniae (ATCC6303) e a sobrevivéncia de camundongos BALB/c em regime

vacinal foi avaliada.

Os resultados obtidos mostram que 75% dos animais imunizados com a
formulacdo PspA5-OMVt0,5% sobreviveram ao desfio (Figura 30), sendo esse valor
estatisticamente significativo em relacdo ao observado nos animais ndo imunizados
(p<0,0003), imunizados com OMV (p<0,0003) e imunizados somente com a proteina
PspA5 (p<0,0397). PspA5 conferiu protecédo a 25% dos animais e essa protecao nao
se apresentou significativa em relacdo aos animais ndo imunizados e nem em relacao

aos imunizados somente com o adjuvante (p=0,2174).

Figura 30 — Sobrevivéncia ap6s desafio letal com S. pneumoniae (ATCC6303) em
camundongos BALB/c submetidos a regime vacinal. Desafio realizado vinte e um dias
apés a segunda dose da vacina. Animais observados durante 10 dias. Curva de
sobrevivéncia de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer.
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4.7.2. Experimento lI: Efeito adjuvante das OMV de Neisseria

lactamica nao tratadas e tratadas com DOC 0,3%

4.7.2.1. Respostaimune contra o antigeno PspA5 ap6s 12 dose

O esquema de imunizagdo e realizagdo do desafio letal seguiu 0 mesmo
protocolo estabelecido no “Experimento I”. Foi realizado um Unico ensaio com 6

animais por grupo.

A Figura 31 e a Figura 32 a seguir ilustram, respectivamente, a concentragéo
(ng/mL) de anticorpos IgG séricos especificos para PspA5; e de subclasses de IgG
(IgG1 e IgG2a), séricos especificos para PspA5 apos a primeira dose do esquema de

imunizacao proposto.

A inducéo de anticorpos foi estatisticamente mais alta (p<0,0002) nos grupos
que receberam a proteina PspA5 com OMV como adjuvante (em média 10*ng/mL) do
que em relagdo ao grupo que recebeu PspA5 sozinha (em média 103ng/mL) e néo
houve diferenca significativa entre as formulacées com OMV pura e OMV tratadas.
Em relacdo a deteccdo das subclasses de 1gG, IgG1l e IgG2a, todas as trés
formulagcbes vacinais (PspA5, PspA5-OMVp e PspA5-OMV10,3%) apresentaram
resposta semelhante, com producdo dos dois anticorpos e sendo preferencial a

producao de IgG1, indicando resposta imunoldgica com tendéncia ao tipo Th2.



108

Figura 31 — Concentracao (ng/mL) de anticorpos IgG séricos especificos para PspAb
em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢cdo por ELISA. O soro foi coletado 14
dias ap06s a primeira dose da vacina. O grafico ilustra o resultado de 1 experimento com
6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa a
média dos grupos. *** P<0,0002, teste de Mann Whitney.
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Figura 32 — Concentracdo (ng/mL) de subclasses de 1gG. IgG1l e 1gG2a, séricos
especificos para PspA5 em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢ao por ELISA.
O soro foi coletado 14 dias apés a primeira dose da vacina O gréfico ilustra o resultado
de 1 experimento com 6 animais por grupo. As barras representam as médias das
concentracbes com o0s respectivos desvios padrdo. O valor acima das barras
corresponde ao valor da razdo IgG1/IgG2a.
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4.7.2.2. Respostaimune contra o antigeno PspA5 ap6s 22 dose

A Figura 33 e a Figura 34 a seguir ilustram, respectivamente, a concentracao
(ng/mL) de anticorpos IgG séricos especificos para PspAb, e de subclasses de 1gG
(IgG1 e IgG2a), séricos especificos para PspA5 apos a segunda dose do esquema de

imunizacao proposto.

Apoés a segunda dose, a inducdo de anticorpos foi estatisticamente mais alta
(p<0,0043) nos grupos que receberam a proteina PspA5 com OMV como adjuvante
(em média 10°ng/mL) do que em relacdo ao grupo que recebeu PspA5 sozinha (em
média 10*ng/mL), sendo estas concentracdes maiores em relacdo ao observado apés
a primeira dose. Nao houve diferenca significativa entre os grupos vacinais que
utilizaram OMV pura e OMV tratada. Em relacédo a deteccdo das subclasses de IgG
para as formulacdes PspA5 e PspA5-OMV, o perfil de producédo de IgG1 e IgG2a
apresentou-se semelhante aos dados coletados apds a primeira dose, havendo
producdo dos dois anticorpos e sendo preferencial a producao de IgG1, indicando

resposta imunologica com tendéncia ao tipo Th2.
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Figura 33 — Concentracdo (ng/mL) de anticorpos IgG séricos especificos para PspA5
em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢cédo por ELISA. O soro foi coletado 20
dias ap6s asegundadose davacina. O grafico ilustra o resultado de 1 experimento com
6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa a
média dos grupos. ** P<0,0043, teste de Mann Whitney.
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Figura 34 — Concentracdo (ng/mL) de subclasses de IgG. IgGl e IgG2a, séricos
especificos para PspA5 em animais submetidos a regime vacinal. Detec¢éo por ELISA.
O soro foi coletado 20 dias apés a segunda dose da vacina. O grafico ilustra o resultado
de 1 experimento com 6 animais por grupo. As barras representam as médias das
concentracfes com o0s respectivos desvios padrdo. O valor acima das barras

corresponde ao valor da razao IgG1/lgG2a.
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4.7.2.3. Sobrevivéncia ap0s desafio letal com S. pneumoniae

Vinte e um dias apos a segunda dose foi realizado o desafio letal com S.
pneumoniae (ATCC6303) e a sobrevivéncia de camundongos BALB/c em regime

vacinal foi avaliada.

Em relacdo aos grupos controle (salina, OMVpura e OMVtrat.), somente no
grupo OMVpura, 16,7% dos animais sobreviveram. No que diz respeito ao grupo
vacinal sem adjuvante (PspA5), 50% dos animais sobreviveram ao desafio. Os grupos
vacinais com adjuvante, apresentaram sobrevivéncia de 100% e 66,7%,
respectivamente, PspA5-OMVp e PspA5-OMV10,3% (Figura 35).

Figura 35 — Sobrevivéncia apdés desafio letal com S. pneumoniae (ATCC6303) em
camundongos BALB/c submetidos a regime vacinal. Desafio realizado vinte e um dias
apO0s a segunda dose da vacina. Animais observados durante 10 dias. Curva de
sobrevivéncia de Kaplan-Meyer.
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4.7.3. Ensaios Imunolégicos: Resposta imune contra o antigeno OMV

A Figura 36 e a Figura 37 a seguir ilustra a concentracdo de IgG anti-OMV de
N. meningitidis B induzidos apés a segunda dose da formulacao, respectivamente no

Experimento | e Experimento II.

No Experimento | € possivel observar que ambas as formulacdes OMVio,5% €
PspA5-OMVio 5% foram capazes de induzir anticorpos anti-OMV de N. meningitidis
(~10° ng/mL). Contudo, esta inducédo de anticorpos anti-OMV de N. meningitidis foi
significativamente menor em relacdo a inducdo de anticorpos anti-OMV de N.
lactamica, gerados pelos grupos controle positivos: OMVio,5% € PSpA5-OMVio,5% contra
OMV de N. lactamica) (p<0,0007), e a presenca da proteina PspA na formulacdo nao

influenciou na maior ou menor producao de anticorpos.

No Experimento Il, igualmente em relacdo ao Experimento |, € possivel
observar que a formulacdo PspA5 com OMV de N. lactamica tratada com DOC 0,3%
também foi capaz de induzir anticorpos anti-OMV de N. meningitidis B, embora em

menor concentracdo (~10% ng/mL).
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Figura 36 — Concentracdo (ng/mL) de anticorpos IgG séricos reativos para OMV de N.
meningitidis B em animais submetidos a regime vacinal do “Experimento I”. A indugao
de IgG séricos especificos para OMV de N. lactamica foi utilizada como controle.
Deteccdo por ELISA. O soro foi coletado 20 dias apds a segunda dose da vacina. O
gréfico ilustra o resultado de 2 experimentos independentes com 6 animais por grupo.
Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa a média dos grupos. ***
P<0,0001, teste de Mann Whitney.
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Figura 37 — Concentracdo (ng/mL) de anticorpos IgG séricos reativos para OMV de N.
meningitidis B em animais submetidos aregime vacinal do “Experimento II”. A indugao
de IgG séricos especificos para OMV de N. lactamica foi utilizada como controle.
Deteccéo por ELISA. O soro foi coletado 20 dias ap0s a segunda dose da vacina. O
gréafico ilustra o resultado de 1 experimento com 6 animais por grupo. Os pontos
indicam os dados individuais e alinharepresentaamédiados grupos. ** P<0,0022, teste
de Mann Whitney.
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4.7.4. Ligacdo de anticorpos anti-PspA5 ao pneumococo

Com a finalidade de avaliar a capacidade de ligacao de anticorpos anti-PspA5
a superficie da bactéria S. pneumoniae ATCC6303, foi realizado um ensaio in vitro
com o pool de soros de cada grupo obtidos apds a primeira dose do “Experimento I”.
O anticorpo secundario anti-lgG conjugado a FITC foi incubado e em seguida, as
amostras foram avaliadas por citometria de fluxo. As curvas de deteccéo da ligacéao
de 1gG anti-PspA5 a superficie de S. pneumoniae (ATCC6303) estdo representadas
na Figura 38.

Os resultados mostram gue os soros de animais imunizados com PspA5-OMV
apresentaram maior capacidade de ligacédo a superficie do pneumococo (mediana de
498) em relacdo aos demais grupos. Nao houve diferenca entre o soro dos grupos
controles (mediana 79,9), OMV (mediana 79,3) e do grupo vacinal composto somente

pela proteina PspA5 (mediana 98,8) (Figura 38).

Figura 38 — Ligagdo de anticorpos anti-PspA5 a superficie de S. pneumoniae. Ensaio
realizado in vitro. A bactéria foi incubada com 5% do soro dos animais reunidos em
pool por grupo. Os valores de mediana evidenciados representam a intensidade da
fluorescéncia para os diferentes grupos.
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5. DISCUSSAO

5.1. Cultivo e Metabolismo de N. lactamica
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Atualmente, no banco de dados on-line da Enciclopédia de Genes e Genoma

de Kyoto (KEGG) existem 20 genomas de Neisseria sequenciados, sendo somente

um genoma completo de N. lactamica (isolate 020-06).

A Tabela 16 e a Figura 39 foram desenhadas a partir de dados obtidos da

plataforma online KEGG (2017). O esquema ilustra o metabolismo de N. lactamica e

as vias pelas quais este microrganismo obtém os precursores para a formacédo de

compostos necessarios a biossintese dos constituintes celulares. A interpretacdo do

fluxo metabdlico de N. lactamica sera utilizada para a discussdo e comparacdo dos

resultados obtidos nos cultivos deste projeto.

Tabela 16 - Treze compostos intermedidrios precursores.

Precursor

Moléculas sintetizadas

Glicose 6-fosfato
Frutose 6-fosfato
Ribose 5-fosfato
Eritrose 6-fosfato
Sedoheptulose 7-fosfato
Gliceraldeido 3-fosfato
3-fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato
Piruvato

Acetil-CoA
a-cetoglutarato

Oxalacetato
Succinil-CoA

Lipopolissacarideo e glicogénio

Lipopolissacarideo e peptidioglicano (aminoacucares)
Acidos nucléicos, histidina

Fenilalanina, triptofano, tirosina

Lipopolissacarideo

Lipideos (glicerol 3-fosfato)

Glicina, cisteina e serina

Fenilalanina, triptofano, tirosina, peptidioglicano
Alanina, valina, isoleucina, lisina

Leucina, lipideos (acidos graxos)

Arginina, glutamato, glutamina, prolina

Aspartato, asparagina, isoleucina, lisina, metionina e
treonina

Anéis pirrdlicos dos grupos heme dos citocromos

Fonte: KEGG (2017).
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Figura 39 — Modelo esquematico do metabolismo de Neisseria lactamica.
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Observando o esquema do metabolismo de N. lactamica na Figura 39, e as
moléculas sintetizadas a partir dos precursores, constata-se que o ciclo do acido
tricarboxilico, TCA, é requerido para a sintese de precursores metabdlicos,
aminoacidos em sua maioria; enquanto que as demais vias catalisam a glicose e
metabolizam outras fontes de carbono, como o lactato, gerando compostos

intermediarios para a biossintese de constituintes celulares, inclusive OMV.

As OMV, originadas a partir da evaginacdo da membrana externa de N.
lactamica, sé&o o produto de interesse deste projeto e, embora seja a partir da glicose
gue compostos intermediarios para a biossintese de constituintes celulares e,
consequentemente, das OMV sejam sintetizados, a grande maioria dos trabalhos que
visam a obtencdo de maior produtividade de OMV por N. meningitidis e N. lactamica,
utilizam o lactato como principal fonte de carbono (Santos et al. 2011; Gongalves,
2012; Salustiano, 2015). Essa escolha pelo lactato pode estar associada ao fato
desses microrganismos nao possuirem o gene gue codifica a enzima fosfoglicerato-
mutase, que promove a conversao de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato. Dessa forma,
a via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ou via glicolitica, contribui somente em
parte para a degradacao da glicose, e, portanto, a presenca do lactato diretamente no

meio possibilita a producéo de piruvato independentemente da via glicolitica.

A maioria dos estudos presentes na literatura envolvendo metabolismo de
carbono em Neisseria associa 0 consumo da glicose com a producdo de
polissacarideo, principal produto do cultivo de Neisseria meningitidis do sorogrupo C
(Barugue-Ramos et al., 2006; Santos, 2007). Nesse caso, N. lactamica cataboliza
glicose em piruvato principalmente através da via de Entner Douderoff e, em menor
extensdo, por meio da via das pentoses. Fu et al. (1995) demonstrou que a glicose
como principal fonte de carbono pode propiciar uma maior produtividade celular
guando comparada ao uso do lactato em cultivos de N. meningitidis B11. No entanto,
tais cultivos foram realizados com o objetivo de otimizar a geragédo de biomassa e n&o

foi avaliada a producao de OMV.

Como ilustrado na Figura 39, o lactato é convertido a piruvato (seta rosa) e

seus precursores entram do ciclo do acido tricarboxilico, sintetizando principalmente
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0os aminoacidos (vide Tabela 16). A Unica espécie de N. lactamica com genoma
sequenciado (isolate 020-06) no KEGG (2017) possui 3 tipos de lactato-
desidrogenase (LDH) responsaveis pela captacdo e incorporacdo do lactato através
da transformacao do lactato em piruvato: (1) L-lactato desidrogenase, atuando como
uma enzima oxidorredutase com um citocromo como aceptor de elétron; (2) D-lactato
desidrogenase, atuando como uma enzima oxidorredutase com um NAD+ ou NADP+
como aceptor de elétron; e (3) D-lactato desidrogenase, atuando como uma enzima
oxidorredutora com um grupo quinona ou componente similar como aceptor de
elétron. Ambas N. lactamica e N. meningitidis possuem o ciclo do &cido tricarboxilico
completo, sendo que a oxidacdo do malato a oxalacetato é promovida pela enzima

malato-desidrogenase ligada a membrana (Leighton et al., 2001; Kegg, 2017).

Goncalves (2012), cultivando N. lactamica em agitador rotativo verificou através
de experimentos fatoriais que o lactato de sédio € a principal fonte de carbono nos
meios utilizados por ela para a producdo de OMV. Goncalves (2012) verificou uma
correlacdo positiva entre a concentragao inicial de lactato no meio de cultura e uma

maior produtividade das OMV.

Dada a importancia do lactato ao cultivo de N. lactamica e para a producéo das
OMV, antes de iniciar 0s ensaios em biorreatores, optou-se por realizar um cultivo em
agitador rotativo com o objetivo de verificar o efeito de diferentes concentracfes do
lactato de sédio no meio de Catlin, MC, no crescimento de N. lactamica e no
rendimento das OMV. Analisando-se a biomassa, por ODs40, em cultivo em agitador
rotativo, ndo foi observada diferenca entre as condicdes de cultivo (Tabela 6 e Figura
4). Em todas as condi¢des, a maior biomassa foi observada entre a 102 e 112 hora de
cultivo, e foram semelhantes, em média 2,89, variando de 2,68 a 3,11 sendo que este
maior valor foi na condicdo onde o meio de Catlin teve a concentragcdo de lactato
triplicada, a de aminoacidos duplicada e 2,0 g/L de extrato de levedura
(MC3LA2AA2YE). Neste meio MC nestas concentragfes de lactato, aminoéacido e
extrato de levedura, a concentracdo de OMV foi a maior obtida, 79,2 mg/L, sugerindo
ser esta a melhor condicdo dentre as testadas (Figura 5). A diminuicdo da
concentracdo de OMV nos meios 4, 5 e 6, onde a concentracdo de lactato é maior em

relacdo ao meio 4, indica uma possivel inibicdo pelo substrato lactato.
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Esse ensaio foi essencial para avaliar o efeito da concentracdo de lactato,
principal fonte de carbono, para N. lactamica. Os resultados obtidos contribuiram para
o planejamento dos experimentos em biorreatores, nos quais foi considerado como
ponto de partida para todos os cultivos trés vezes a concentracdo de lactato presente
no meio de Catlin (18,0 g/L), duas vezes a concentracdo dos aminoacidos do meio de
Catlin, e 2,0 g/L de extrato de levedura. Em alguns cultivos em biorreator (Grupos C,
D, E, F e G) foram administrados pulsos de lactato de 6,0 g/L e/ou aminoacidos
(concentracao original do MC) na 62 ou 82 hora de cultivo. Com a excecao do cultivo
do Grupo D, que apresentou concentracdo de lactato de 3,80 g/L ao final do cultivo,
todos os demais tiveram lactato totalmente consumido ou com concentracao final de
até 0,4 g/L até a ultima hora de cultivo (Figura 6, Figura 8, Figura 10, Figura 12,
Figura 14, Figura 16 e Figura 18).

Em relacdo as outras fontes de carbono analisadas neste projeto: acetato e
citrato. N. lactamica converte acetato em acetil-P pela enzima acetato quinase, e
acetil-P é convertido a acetil-CoA pela enzima fosfato-acetiltransferase (setas em
verde na Figura 39). O citrato é produzido a partir do acetil-CoA pela enzima citrato

sintase, e este é convertido a isocitrato pela enzima aconitato hidratase.

Em todos os experimentos deste estudo houve a producado de acetato ao longo
do cultivo. As concentraces maximas observadas em cada grupo de experimentos
foram as seguintes: Grupo A, 5,55 g/L (112h); Grupo B, 5,67 g/L (102h); Grupo C, 5,73
g/L (112h); Grupo D, 6,13 g/L (122h); Grupo E, 7,36 g/L (142h); Grupo F, 7,65 g/L
(15%h); e Grupo G, 11,38 g/L (92h). Nos grupos A, B, C, E e F, observa-se que o
consumo do acetato produzido se inicia no instante em que o lactato se torna limitante
no meio de cultura. Essa alteracédo de via metabdlica pode ser observada na curva de
biomassa, quando um ponto de inflexdo pode ser notado no instante que antecede o
inicio do consumo do acetato que foi produzido (Figura 6, Figura 8, Figura 10, Figura
14 e Figura 16). No Grupo D, o consumo de acetato nao foi observado ( Figura 12),
pois o lactato ndo foi totalmente consumido até o final do experimento, uma vez que
foi dado um pulso de lactato na 82 hora. No Grupo G, houve producao de acetato até
a 62 hora de cultivo, quando a concentracdo chegou a 5,42 g/L, seguido por um

consumo nas duas horas subsequentes, que coincide com a limitagao do lactato, e
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novamente uma producdo nas duas horas finais do cultivo, cuja concentracdo de

acetato chegou a 10,90 g/L (Figura 18).

O citrato, por sua vez, nos cultivos dos grupos de A a F, apresenta baixa variacéo
de amplitude. Em geral observa-se uma diminui¢cao da concentracdo nas horas iniciais
de cultivo e, por volta da 72 hora, verifica-se um pequeno aumento que se aproxima
as concentracoes inicias do meio (~0,40 g/L). No Grupo G, houve producédo e
consumo de citrato. Especificamente neste grupo, foi observado que paralelamente
ao esgotamento do lactato e consumo de acetato, também houve o consumo do citrato

produzido.

Goncalves (2012), em seu estudo sobre a cinética de cultivos descontinuo
alimentado de N. lactamica, quando utilizou o meio de Catlin com o dobro das
concentracbes de lactato, de aminoacidos, com 2,0 g/L de extrato de levedura,
alimentacdo com lactato e/ou pulsos de aminoacidos e adicdo de extrato de levedura,
observou o consumo do acetato e citrato produzidos durante o cultivo, sendo que o
citrato era sempre consumido antes do acetato. Além disso, 0 consumo de acetato e
citrato ocorreram mesmo quando ainda havia lactato no meio, diferentemente do
observado nos cultivos deste projeto. Essa diferenca na dinamica de consumo das
fontes de carbono entre os cultivos de Goncalves (2012) e os cultivos deste projeto
pode estar relacionada a diferenca no balanco de fontes de carbono e nitrogénio.
Conforme demonstrado no experimento em agitador rotativo, o balanco das
concentracbes 3LA:2AA:2YE, apresentou melhor resultado tanto em relagdo ao
crescimento bacteriano quanto em relacdo a producdo de OMV, quando comparado
ao balanco 2LA:2AA:2YE, adotado por Goncalves (2012) na maioria de seus cultivos

utilizando esta mesma cepa de N. lactamica.

Santos (2011), cultivando N. meningitidis em biorreator em meio de Catlin,
realizou a dosagem de glicerol no meio por HPLC durante todo cultivo e observou que
este componente ndo € consumido por esta espécie. Da mesma forma, Gongalves
(2012), cultivando a mesma cepa de N. lactamica utilizada neste trabalho em meio de
Catlin, também observou que o glicerol presente no meio néo havia sido consumido

durante o cultivo. Os dados do KEGG mostram que N. lactamica ndo possui 0 gene
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que codifica a enzima fosfoglicerato-mutase, que promoveria a conversao de 3-
fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato a partir do glicerol. Dessa forma, o glicerol, presente
no meio de Catlin na concentragéo de 5,0 g/L, por n&o ser fonte de carbono para N.
lactamica, n&o foi mensurado durante os cultivos deste projeto. Santos (2011) e
Goncalves (2012) sugerem que este componente tenha importancia na preservagao
e integridade das OMV e potencialmente poderia atuar como um protetor mecanico

para as vesiculas de membrana externa.

Em relagcdo aos aminodacidos sintetizados por N. lactamica, com excec¢do do
aminoacido asparagina, todos os demais possuem genes responsaveis pela traducao
de enzimas capazes de converter 0s precursores destes aminoacidos e sintetiza-los.
A Figura 40, a seguir, ilustra a biossintese de aminoécidos por N. lactamica. As setas
verdes indicam a presenca de genes capazes de produzirem enzimas que convertem
a reacdo. Setas pretas indicam genes que nao foram identificados ou que sao
inexistentes neste microrganismo. A andlise da concentracdo de aminoacidos seria
de grande valia para melhor compreensdo do metabolismo de N. lactamica e
contribuiria para estudos futuros do rendimento de OMV.
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Figura 40 — Biossintese de Aminoacidos em Neisseria lactamica. Com exce¢do do aminoacido
asparagina (em destaque), todos os demais possuem genes responsaveis pelatraducéao
de enzimas capazes de converter os precursores destes aminoacidos e sintetiza-los.
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Em relacdo ao extrato de levedura (YE), Goncalves (2012) realizou ensaios
com N. lactamica retirando os aminoacidos do meio de Catlin (1973) e substituindo-
0S por extrato de levedura, e retirando o extrato de levedura e substituindo-o pela
concentracéo de seus 20 aminocidos em um meio com composicao definida. Neste
experimento realizado com a mesma cepa de N. lactamica deste trabalho, a autora
concluiu que no extrato de levedura deve haver algum fator de crescimento para N.
lactamica, pois quando o YE foi substituido pela composicdo de um meio definido, o
crescimento e o rendimento das OMV né&o foram maiores do que quando utilizado o
componente complexo. Dessa forma, para este projeto, optou-se por incluir o extrato

de levedura ultrafiltrado em todas as composicGes de meio de cultura.

Os parametros cinéticos avaliados em todos os cultivos: concentracdo de
massa seca; produtividade celular; velocidade maxima de crescimento celular;
concentracdo de OMV; produtividade de OMV e fatores de conversdo foram

apresentados na Tabela 14.

Nos graficos de concentracdo celular (Apéndice 5), observa-se que o perfil de
crescimento em todas as condi¢des foi semelhante, havendo inicialmente uma fase
exponencial nas trés primeiras horas de cultivo, seguido por uma fase de crescimento
linear nas 3-4 horas subsequentes, e uma fase de desaceleragéo e estacionaria. Entre
as fases de desaceleracdo e estacionaria é possivel observar em todos os cultivos
pelo menos um ponto de inflexdo da curva de crescimento. Este ponto representa uma
possivel alteracao da via metabdlica devido a limitagéo da fonte de carbono principal,
neste caso o lactato, e passando a consumir como alternativa a limitacéo, fontes de
carbono secundarias provenientes do metabolismo bacteriano, como o acetato e

citrato.

O Grupo F apresentou o maior valor de massa seca, 4,28 g/L, enquanto o
Grupo G apresentou 0 menor valor de massa seca, 2,63 g/L, quando comparado aos
demais grupos. No Grupo F e no Grupo G as condi¢des iniciais do meio de cultura
foram as mesmas (3LA2AA2YE), porém o tempo total de cultivo foi de 15h no Grupo
F e de 10h no Grupo G. O pulso de lactato e aminoacidos foi administrado na 82h no

Grupo F e na 62h no Grupo G. No Grupo G foi efetuada aeragao por borbulhamento
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de ar por baixo e é possivel que esta condicdo tenha favorecido o cisalhamento das

células bacterianas, diminuindo a concentracéo celular.

Em relagdo aos valores de produtividade, de modo geral, os resultados de
méaxima produtividade de células apresentaram pouca variagcéo entre 0s experimentos
realizados, com média de 0,32 g cél/L.h e desvio padrao de 0,02. O maior valor de

maxima produtividade celular (g cél/L.h) foi observado no Grupo A, de 0,36 g cél/L.h.

A maior velocidade especifica maxima de crescimento celular (U Xmax) foi de
0,83 ht, também observada na condicdo do Grupo A. Como a velocidade especifica
maxima de crescimento celular (1 Xmax) € calculada no intervalo de tempo em que o
crescimento é exponencial e, portanto, quando a velocidade de crescimento é
constante (da hora zero a 32 hora — Apéndice 5), com excecao dos cultivos do Grupo
A e do Grupo G, que apresentavam diferentes condi¢cdes de disponibilidade de
nutrientes e oxigénio dissolvido, esperava-se que a velocidade especifica fosse
semelhante entre as demais condicdes. A média de U Xmax entre todas as condi¢cdes

de cultivo foi de 0,75 h* com desvio padrdo de 0,05.

Estes resultados observados no Grupo A podem estar relacionados as
observacdes de Goncalves (2012) e Salustiano (2015) em experimentos com N.
lactamica: enquanto o lactato tem papel importante relacionado a producédo de OMV,
0s aminoacidos e o extrato de levedura parecem estar mais relacionados ao
crescimento celular. O Grupo A, em relacédo aos demais grupos, foi a Unica condicdo
que se iniciou com meio com maior disponibilidade de aminoacidos e extrato de
levedura, em proporcdo 3LA:3AA:3YE. Todas as demais condicbes de cultivo,

seguiram a proporcao inicial de 3LA:2AA:2LA.

Em relacdo a OMV, em todas as condi¢cfes, as vesiculas foram produzidas
desde o inicio do cultivo. Contudo, é a partir da 6% e 72 hora que se observa um
aumento na velocidade de liberacdo das OMV. Esse periodo coincide com o final da
fase exponencial de crescimento de N. lactamica que, em geral, foi até a 32 e 42 hora
de cultivo. Na hora de cultivo em que a velocidade de producéo de OMV ultrapassa a
velocidade de crescimento bacteriano, a concentracao de lactato esta em torno de 8,5
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- 9,0 g/L, ou seja, quando praticamente 50% do lactato foi consumido. Assim como
observado em cultivos de N. meningitidis B (Santos, 2012; e Salustiano, 2015) e de
N. lactamica (Goncalves, 2012; e Salustiano, 2015), a formacdo do produto é nao-
associada ao crescimento, como pode ser observado na Figura 41 a sequir, ilustrativa
do crescimento bacteriano £n (X/Xo) e formacao de produto (OMV) In (P/Po) em funcéo

do tempo.

Assim como observado para a concentragdo celular, os Grupos F e G
apresentaram, respectivamente, o maior e o0 menor valor de concentracdo de OMV:
364 mg/L e 166 mg/L. Ambos cultivos iniciaram com mesma concentracdo de
componentes do meio de cultura, com a concentracao de lactato triplicada (18,0 g/L)
e a concentracdo de aminoacidos duplicada em relagédo as concentracdes originais do
meio de Catlin sem ferro, e o acréscimo de 2,0 g/L de extrato de levedura. Nas duas
condicBes também houve a adicdo de pulso de lactato e de aminoacidos, apesar de
terem sidos em momentos diferentes, de acordo com a cinética observada no
momento do cultivo. A diferenca principal foi no Grupo G, em que houve o
borbulhamento de ar diretamente no meio de cultivo. O borbulhamento pode ter
diminuido a concentracdo celular, seja pela excessiva producdo de espuma que
promoveu a perda de células na parede do biorreator, e/ou por um possivel
cisalhamento e lise devido a forte agitacdo e/ou pelo uso de antiespumante. Tais
fatores parecem também ter limitado a producdo de OMV. A segunda condi¢cdo com
maior produgéo de OMV (mg/L) foi do Grupo B, no qual os cultivos foram realizados
por 12h utilizando meio de cultura com o triplo da concentracdo de lactato (18,0 g/L)
e o dobro da concentracdo de aminoacidos em relacdo as concentracdes originais do
meio de Catlin sem ferro, e o acréscimo de 2,0 g/L de extrato de levedura. Neste
grupo, a concentracdo maxima de OMV atingiu 340 mg/L.
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Figura 4l — Logaritmo neperiano da concentracdo celular (massa seca) €n (X/Xo) (em azul) e formacéao de produto (OMV) €n (P/Po) (em vermelho)
em funcdo do tempo. A. MC 3LA3AA3YE. B. MC 3LA2AA2YE. C. MC 3LA2AA2YE com pulso de aminoacidos na 82 hora. D. MC 3LA2AA2YE com
pulso de lactato na 82 hora. E. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82 hora e F. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato e aminoacidos na 82
hora. G. MC 3LA2AA2YE com borbulhamento de ar e pulso de lactato e amino&cidos na 62 hora. MC — meio de Catlin sem ferro. LA — lactato. YE
— extrato de levedura ultrafiltrado. O numero 2 ou 3 a frente de cada sigla corresponde a quantas vezes o componente teve sua concentracao
dobrada (2) ou triplicada (3) em relacdo ao meio original de Catlin.
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Em relacdo a produtividade maxima de OMV (mg OMV/L.h), o Grupo B
apresentou maior valor (30,66 mg OMV/L.h na 112 hora de cultivo); seguido pelo
Grupo F (25,92 mg OMV/L.h na 142 hora de cultivo). Ambas as condi¢cdes
apresentaram valores maximos na penultima hora de cultivo e tal fato pode relacionar
a limitacdo de nutrientes disponiveis no meio a uma maior — e mais rapida — liberacéo
de OMV. Em contrapartida, o menor valor de produtividade maxima de OMV foi
observado no Grupo G (16,90 mg OMV/L.h na 92 hora de cultivo).

Sobre a velocidade de formagdo das OMV, o Grupo G apresentou maior
velocidade de formacédo de produto, de modo que na 52 hora de cultivo, a velocidade
de formacéo de OMV ja havia superado a velocidade de formacéo de células (Figura
41). Muito provavelmente o processo de formagédo do produto foi acelerado pelo
estresse fisioldgico sofrido por N. lactamica nas condi¢6es do cultivo.

Quanto ao fator de conversdo de lactato em células (Yws), o maior valor foi
observado no Grupo B (0,50 g cél/g lactato). Nesta condicdo, os cultivos foram
realizados por 12h utilizando meio de cultura com o triplo da concentracao de lactato
(18,0 g/L) e o dobro da concentracdo de aminoacidos em relagdo as concentraces
originais do meio de Catlin sem ferro, e o acréscimo de 2,0 g/L de extrato de levedura.
O fator de converséo Yxs apresentou meédia entre os ensaios de 0,40 g cél/g lactato e
desvio padrdo de 0,08. O grupo B também apresentou maior valor no fator de
conversdo de lactato em produto (Yps): 3,29 mg OMV/g lactato. Os resultados
calculados para este parametro apresentaram alto desvio entre eles, e uma possivel
explicacdo € uma maior probabilidade de erro e variacao quando se realiza a dosagem
de proteina por método colorimétrico nas horas iniciais do cultivo, quando as
concentragdes de proteinas séo ainda muito baixas para uma deteccao assertiva. Esta
mesma variagdo também aconteceu no célculo do fator de conversao de células em
OMV (Ypix). O maior valor observado neste parametro foi de 7,65 mg OMV/g cél no
Grupo G (MC3LA2AA2YE borbulhamento de ar + pulso LA e AA 10h).

Os ensaios dos Grupos C (meio MC 3LA2AA2YE + pulso AA) e D (meio MC
3LA2AA2YE + pulso LA) foram realizados em paralelo, e seus resultados foram

interessantes para comparar o efeito da adicdo de uma fonte de carbono (lactato) e
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de uma fonte de nitrogénio (aminoacidos). Comparando esses dois grupos, a maior
concentracdo de células no meio MC 3LA2AA2YE (pulso AA) foi na 112 hora de
cultivo, atingindo 3,39 g/L e a maior concentragdo de OMV, 248,94 mg/L, na 122 hora.
Ja no meio MC 3LA2AA2YE (pulso LA), a maior biomassa foi de 3,22 g/L na 122 hora
de cultivo e a maior concentracdo de OMV foi de 273,90 mg/L também na 122 hora.
Apesar da diferenca dos valores de concentracéo de células e de OMV entre os dois
experimentos ndo ser expressiva, somente analisando esses dois parametros €
possivel estabelecer a mesma relacdo direta entre uma maior concentracdo de
aminoacidos no meio e um maior crescimento bacteriano, e entre uma maior
concentracdo de lactato no meio e um maior rendimento de OMV, tal como também
observada por Goncgalves (2012). Além disso, verifica-se que logo ap6s o pulso de
aminoécidos houve um aumento significativo da biomassa, que passou de 2,10 g/L
para 3,11 g/L entre a 82 e a 92 hora. Tal fenbmeno n&o ocorreu na condicdo em que 0
lactato foi adicionado como pulso, contudo, essa condicdo conseguiu atingir maior
concentracéo final de OMV em relacdo ao cultivo com pulso de aminoacidos, e até o
final do cultivo a concentracdo de OMV né&o desacelerou.

De modo geral, observa-se que nos cultivos realizados, o ponto maximo de
liberacdo das OMV coincide com o esgotamento da principal fonte de carbono, o
lactato, e esse instante pode ser evidenciado durante o cultivo através do aumento da

concentracéo de oxigénio dissolvido no meio.

O parametro oxigénio dissolvido (O2D) foi primeiro analisado em cultivos de N.
lactamica por Goncgalves (2012). A autora estudou a influéncia da concentracao de
10% e 30% de oxigénio dissolvido no meio em relacéo ao perfil de crescimento deste
microrganismo e a taxa de producédo das OMV. A concluséo deste trabalho foi que
nao houve diferenca no crescimento bacteriano e na producdo de OMV utilizando-se
10% ou 30% de O:2D. Dessa forma, o grupo optou pelo estabelecimento de agitagao
livre entre 250 e 850 rpm para manter o oxigénio dissolvido (O2D) em 30% de modo a

evitar a limitagdo deste componente no meio.

Este projeto apresenta resultados inéditos sobre a influéncia do oxigénio

dissolvido no meio para o cultivo de N. lactamica e para a obtencdo de um maior
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rendimento de vesiculas de membrana externa. Com o objetivo de auxiliar a discussao
desse importante parametro do cultivo, os graficos da Figura 42 a seguir foram
desenhados de modo a ilustrar os valores da concentracdo de lactato (mg/L) e
oxigénio dissolvido (O2D), ressaltando o valor da concentracdo maxima de OMV

obtido na hora de cultivo correspondente.

Em todos os grupos com excecdo do Grupo G, que foi realizado com
borbulhamento de ar diretamente no meio, observa-se que nas duas primeiras horas
de cultivo, o oxigénio dissolvido no meio atinge valores proximos aos 30%
preestabelecidos e a agitacdo neste periodo ndo opera em velocidade maxima de 850
rom. Apés esse periodo, verifica-se que a agitacdo comeca a operar em velocidade
maxima, no entanto, tal agitacdo ndo é suficiente para manter O2D em 30%,
observando um decaimento consideravel de O2D para menos de 1,5% (grupos A, B,
C, E e F), que se mantém até aproximadamente a penultima ou antepenultima hora

de cultivo, quando se observa um aumento para aproximadamente 30%.

Nos cultivos dos grupos A, B e C, realizados por 12 horas, verifica-se que por
volta das 2 horas finais do cultivo a porcentagem de O:2D retorna a concentracao de
aproximadamente 30% e a agitacdo passa a operar em valores menores a0 maximo
estabelecido. Coincidentemente, observa-se que no intervalo em que a O2D retorna a
aproximadamente 30% e a agitacao decai, a concentracdo de lactato € menor do que
0,5 g/L. Neste periodo também é observada as maiores concentracdes de célula (g/L)
e OMV (mg/L) (Tabela 7, Figura 6 e Figura 7; Tabela 8, Figura 8 e Figura 9; Tabela
9, Figura 10, e Figura 11).

No ensaio do grupo D (MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82h e cultivo
realizado por 12h), verifica-se que a O2D nado retorna a concentracdo de 30%
preestabelecida e a agitacdo opera em rotagdo maxima de 850 rpm até o final do
cultivo. A concentragéo de lactato, por sua vez, ndo se esgotou, e ao final do cultivo
ainda haviam 3,80 g/L de lactato disponivel no meio (Tabela 10, Figura 12 e Figura
13).
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Figura 42 — Concentragdo de lactato (mg/L) e oxigénio dissolvido (%). Grupo A. MC
3LA3AA3YE. Grupo B. MC 3LA2AA2YE. Grupo C. MC 3LA2AA2YE com pulso de
aminoacidos na 82 hora. Grupo D. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82 hora. Grupo
E. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82 hora. Grupo F. MC 3LA2AA2YE com pulso
de lactato e aminoé&cidos na 82 hora. Grupo G. MC 3LA2AA2YE com borbulhamento de ar
e pulso de lactato e aminoacidos na 62 hora. MC — meio de Catlin sem ferro. LA - lactato.
YE — extrato de levedura ultrafiltrado.
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A partir destas constatacdes, a porcentagem de oxigénio dissolvido no meio
ganhou atencéo no planejamento de cultivos subsequentes (grupos E e F), por ser um
parametro que potencialmente poderia ser utilizado para indicar, em tempo real
durante o cultivo, 0o momento em que a limitagdo do lactato ocorre. Com a limitagao
da principal fonte de carbono, espera-se que haja um estresse bacteriano ao meio,

estimulando o aumento da vesiculacdo e maior rendimento final de OMV.

Os ensaios do Grupo E (MC 3LA2AA2YE pulso LA 82h) e do Grupo F (MC
3LA2AA2YE pulso LA e AA 82h) foram planejados de modo que a duracéo dos cultivos
fosse de uma hora apds o aumento da taxa de oxigénio dissolvido e diminuicdo da
agitacdo no meio. Em ambos os grupos, esse momento aconteceu na 142 hora de
cultivo e, portanto, o cultivo foi interrompido apés a afericdo dos parametros da 152
hora. Andlises posteriores ao cultivo mostraram que no Grupo E o lactato tornou-se
limitante na 132 hora (0,05 g/L); e no Grupo F, na 142 hora (0,46 g/L). A concentracao
maxima de OMV observada nestes cultivos foi de 319 mg/L na 152 hora no grupo E;
e 364 mg/L na 142 hora no grupo F (Tabela 11, Figura 14 e Figura 15; Tabela 12,
Figura 16 e Figura 17).

Tais valores confirmaram a hipotese de que potencialmente o valor maximo de
concentracdo de OMV é obtido cerca de 1-2 horas apds a retomada da porcentagem
de oxigénio no meio (para aproximadamente 30%), sendo este instante do cultivo
indicativo para o esgotamento da concentracdo de lactato no meio. Desse modo,
como a concentracdo de &cidos organicos € determinada ap6s o término do cultivo
por HPLC, a porcentagem de oxigénio dissolvido no meio passou a ser uma variavel
importante para indicar o momento em que a principal fonte de carbono torna-se
limitante no meio, gerando estresse bacteriano que resulta em uma maior vesiculagéo,

e, portanto, o instante 6timo em que o cultivo deve ser interrompido.

Analisando esse parametro O2D nos cultivos dos Grupos de A a F, observa-se
que a concentracdo previamente estabelecida de 30% de oxigénio dissolvido no meio
encontra-se limitante durante grande parte do cultivo. Dessa forma, o ensaio do Grupo
G foi planejado para que a taxa de oxigénio dissolvido pudesse se manter constante

no nivel dos 30%, de modo que, ao longo do cultivo, ndo houvesse limitacdo deste
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componente no meio. No entanto, conforme ja discutido, esta condicdo nao foi

favoravel ao crescimento bacteriano e a producédo de OMV.

Em todos os cultivos realizados neste projeto o pH inicial foi ajustado para 7,0.
A média dos valores de pH observados na hora zero de inicio dos cultivos foi de 7,18.
A média dos valores de pH na ultima hora dos cultivos dos Grupos A, B, C e D,
realizados por 12 horas, foi de 7,90. Ja os cultivos dos Grupos E e F, realizados por
15 horas, tiveram valor médio na ultima hora de 8,39. O cultivo do Grupo G, apesar
de ter tido duracdo de apenas 10 horas, apresentou o maior valor de pH na ultima
hora, 8,90. Observa-se que quanto mais intensas as reacdes metabdlicas, maior a
libracdo de ions H* e maior aumento do valor de pH. Um componente que pode ter

sido produzido e que contribuiria para o0 aumento do pH é aménia.

Em resumo, o grupo que apresentou melhor concentracdo maxima de células
(4,28 g/L) e de OMV (364 mg/L) foi o Grupo F (MC 3LA 2 AA 2 YE + pulso LA e AA;
15h). No entanto, para a continuidade dos estudos propostos neste projeto, que
envolvem o tratamento das OMV e o preparo da formulacdo vacinal para testes
imunoldgicos da funcdo adjuvante, avaliou-se que o Grupo B apresentou o melhor
custo-beneficio dentre os demais cultivos. A condicédo do Grupo B (MC 3LA 2AA 2 YE;
12h) apresentou a segunda maior producdo de OMV (mg/L), 340 mg/L, e a maior
maxima produtividade de OMV (30,66 mgOMV/L.h); além do maior valor de conversao
de substrato em produto (3,29 mg/g). Comparando este ensaio com o ensaio do Grupo
F, este resultado foi considerado satisfatério para a obtencédo das OMV pensando em
uma producdo em larga escala para fins comerciais, uma vez que, esta condicdo de
cultivo foi realizada em batelada simples, sem acréscimo de pulsos e, portanto, com
menos etapas no processo; além do fato dos resultados terem sidos obtidos com trés

horas a menos de cultivo.
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5.2. Tratamento das Vesiculas de Membrana Externa (OMV) com

detergente

Ha diferentes técnicas para se dosar o nivel de endotoxinas em uma
formulagcé@o, no entanto, a atividade endotdxica em geral € mensurada através do
ensaio de Limulus Amoebocyte Lysate (LAL). Neste ensaio, a por¢cdo da molécula de
endotoxina onde se encontra o lipidio-A pode ativar a gelificacéo do lisado de Limulus,
possibilitando a comparacdo com niveis padrao de endotoxina de Escherichia coli
(Claassen et al., 1996). Neste projeto, o LPS foi dosado indiretamente através da
dosagem do KDO pelo método colorimétrico de Osborn (1963). KDO ¢é a sigla para o
acido 2-keto-3-deoxyoctonato, e este acido € utilizado pelas bactérias como
intermediario para a sintese de lipopolissacarideo. Este método também é conhecido
como método do acido tiobarbitirico, componente utilizado no protocolo e que tem
como caracteristica marcar o LPS de bactérias gram-negativas (Karkhanis et al.,
1978). Dessa forma, € importante ressaltar que os valores de concentracdo de KDO

apresentados se referem de forma indireta & concentragdo de LPS nas amostras.

Atualmente, conforme descrito na Farmacopeia dos Estados Unidos (USP), néo
existem niveis de endotoxina preestabelecidos para as vacinas de meningite. Os
fabricantes de vacinas tém de mostrar que a vacina € segura e eficaz em ensaios
clinicos (Brito e Singh, 2011). Limites de endotoxina para modelos animais de
investigacdo pré-clinica em geral sdo estabelecidos com base na dose limiar de
pirogénios (LPS) que, para humanos, € de cinco unidades de endotoxina por kg
(EU/kg) (Malyala e Singh, 2008).

Em relacéo a concentracdo de KDO nas doses das vacinas, no primeiro ensaio
imunoldgico (Experimento 1), cada dose da formulag&o vacinal continha OMV tratadas
com 0,5% DOC e a quantidade de KDO era em torno de 5,0.10-? pg/dose, cada dose
de 10uL. No Experimento Il, nas doses com formulacdo com OMV puras, a
concentracdo de KDO foi de aproximadamente 40,0.102 ug de KDO e na formulacéo
com OMV tratadas com 0,3% DOC, esse valor foi cerca de 9,0.10°ug de KDO/dose
de 10pL.
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A andlise morfolégica se fez necessaria neste projeto, pois de acordo com
Claassen et al. (Claassen et al., 1996), em um contexto imunoldgico utilizando OMV
como antigeno vacinal, as proteinas de membrana externa (OMP) precisam ser
apresentadas em uma estrutura de membrana com conformagdo adequada.
Conforme experiéncia relatada pelo grupo de Claassen, quando as OMV haviam sido
desintegradas, assumindo uma conformacdo amorfa (AGM - amorphous granular
material), observava-se que as OMP eram imunogénicas, no entanto, 0os anticorpos

induzidos apresentavam baixa atividade bactericida.

Quando o tratamento foi realizado somente com TE, sem adicao de detergente,
observa-se, por microscopia eletrénica de transmissao, que as OMV se apresentam
bem preservadas (Figura 24A), similares as OMV tratadas com 0,2% e 0,3% DOC
(Figura 25). Com o tratamento com 0,5% DOC, verifica-se que parte das vesiculas
permanecem integras e parte fragmentadas (Figura 24B). OMV neste estado
morfolégico foram utilizadas em ensaios imunolégicos e, o fato das OMV estarem
parcialmente fragmentadas possibilitou avaliar se a morfologia das OMV tem

influéncia na resposta adjuvante da formulacéo vacinal.
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5.3. Ensaios Imunoldégicos

Foram realizados dois ensaios imunoldgicos para avaliacéo do efeito adjuvante
das OMV de N. lactamica — Experimento | e Experimento Il. O primeiro experimento
teve como objetivo definir o cronograma de imunizagdo e ajustar a dosagem das
vacinas para gque a interpretacao dos resultados de protecao contra o desafio de morte
fosse possivel, uma vez que nao foram encontrados na literatura ensaios com OMV
de N. lactamica como adjuvante em combinacdo com o antigeno proposto neste
estudo (PspA5 de S. pneumoniae). Desse modo, tomando como base resultados de
experimentos realizados anteriormente por Oliveira et al. (2010), do qual avaliou a
resposta imune do antigeno PspA5 em combinac¢do com a célula inteira de Bordetella
pertussis como adjuvante, estabeleceu-se a mesma dosagem de 5ug do antigeno e
5ug do adjuvante. As OMYV utilizadas neste primeiro ensaio foram tratadas com DOC
0,5%, porque esta condicdo apresentou menor concentracdo de KDO,

consequentemente, maior porcentagem de LOS eliminado.

No Experimento I, quando se analisa a concentracdo de anticorpos IgG
induzidos apos a primeira e segunda dose da vacina, comparando-se aos resultados
obtidos por Oliveira et al. (2010) em experimentos anteriores, verificou-se que a
concentracdo de anticorpos apdés a segunda dose seria suficiente para observar
resultados de protecéo contra o desafio. Dessa forma, vinte dias apés a segunda dose
realizou-se o desafio letal, e foi definido para os proximos ensaios imunoldgicos o

cronograma de duas doses administradas IN com intervalo de 15 dias.

O Experimento Il teve como racional verificar se (1) as OMV em seu estado
“puro”, ou seja, sem tratamentos para a remocgao do LOS, contribuiriam para um
aumento significativo da resposta imune em relacdo as OMV tratadas, uma vez que o
LOS presente na membrana externa pode atuar como adjuvante vacinal; e se (2) uma
formulacdo com OMV tratadas com uma concentracdo menor de detergente (DOC
0,3%), apresentaria inducdo de anticorpos significativamente maior, menor ou igual a

observada no Experimento I.
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5.3.1. Efeito adjuvante das OMV de Neisseria lactamica — Resposta

imune contra antigeno PspA5

Em ambos os Experimentos | e Il, houve indug&o de anticorpo 1gG especifico
contra PspA5 apods a primeira e segunda dose das formulacdes vacinais. Nos dois
experimentos esta inducao foi estatisticamente mais alta (p<0,0005) nos grupos que
receberam o antigeno PspA5 com OMV de N. lactamica como adjuvante em
comparacao ao grupo que recebeu a formulagdo somente com o antigeno e sem o
adjuvante. Dessa forma, conclui-se que as OMV de N. lactamica, nas condigbes em
que foram obtidas e tratadas, possuem atividade adjuvante detectavel no modelo

testado.

Os resultados do Experimento Il mostraram que n&o houve diferenca
significativa entre as formulagées com OMV pura e OMV tratadas, confirmando que a
propriedade adjuvante das OMV observada nos ensaios deve-se as proteinas e
demais componentes presentes na membrana externa das vesiculas e nao
exclusivamente ao LOS presente nas OMV. Considerando ainda que, a concentracao
de anticorpos IgG foi semelhante entre o grupo PspA5-OMV tratadas com DOC 0,5%
(Experimento |) e PspA5-OMV tratadas com DOC 0,3% (Experimento Il), em média
10°ng/mL, assume-se que nas condicdes em que os experimentos foram realizados,
a morfologia das OMV nao influenciou na inducdo da resposta imune e nem na funcéo

adjuvante das OMV.

Em relacdo a concentracdo de anticorpos de subclasse de IgG, a analise do
perfil de inducdo de IgG1 e IgG2a, contribui para o entendimento da via de indugéo
da resposta imune. Sabe-se que adjuvantes podem induzir mudancas no balanco de
células Th1-Th2 e, portanto, na subclasse de anticorpos gerados. Em camundongos,
a imunoglobulina G1 (IgG1) esta associada a uma resposta do tipo Th2, enquanto que
uma resposta Thl esta associada com a inducdo de anticorpos 1gG2a, 1gG2b, 1gG3.
Cada subclasse de IgG pode contribuir para a eliminacdo de bactérias encapsuladas,

como 0 pneumococo, por diferentes mecanismos (Lefeber et al., 2003).

De modo geral, a célula T helper de tipo 1 (Th1) € proveniente de uma linhagem

de células T efetoras CD4 + que promove respostas imunes mediadas por células,
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necessarias para a defesa do hospedeiro contra agentes patogénicos virais e
bacterianos intracelulares. Células Thl secretam IFN-gama, IL-2, IL-10 e TNF-
alfa/beta. Essas citocinas promovem a ativa¢do dos macrofagos, a producédo de 6xido
nitrico e a proliferacao de linfocitos T citotdxicos, que levam a fagocitose e a destruicao
de agentes patogénicos microbianos. Por outro lado, a célula T helper de tipo 2 (Th2)
€ originada de uma linhagem de células T efetoras CD4 + distinta que secretam
interleucinas tipo IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, e IL-17E / IL-25. Essas células sdo necessarias
para a imunidade humoral e desempenham um papel importante na coordenacéo da

resposta imune a patégenos extracelulares (Abbas et al., 1996).

Como observado nos resultados obtidos, a formulacéo vacinal proposta induziu
resposta imune do tipo Thl e Th2, com predominancia do tipo Th2. Isso significa que
a resposta imune gerada pela vacina tende a uma resposta imune adaptativa humoral,
com geracdo de memodria imunologica. Esta proporcdo Th1l/Th2 coincide com o
observado por outros autores avaliando a resposta imune contra antigeno PspA5 em
associacao com outros adjuvantes (Ferreira et al., 2009; Moreno et al., 2010; Oliveira
et al., 2010; Salcedo-Rivillas et al., 2014).

5.3.2. Sobrevivéncia ap0s desafio letal com S. pneumoniae

Os resultados de sobrevivéncia ao desafio do Experimento | mostraram que
OMV de Neisseria lactamica, nas condicdes em que foram obtidas e tratadas,
possuem atividade adjuvante detectavel no modelo testado, apresentando valores
significativos de concentracdo de IgG anti-PspA5, e de sobrevivéncia dos animais
apos desafio letal com S. pneumoniae em comparacdo com a formulagdo sem

adjuvante (PspAb).

Em relacdo ao Experimento Il, o resultado de sobrevivéncia ndo apresentou
valor estatisticamente significativo em relagc&o ao controle para a formulagao de PspA5
com OMV1t0,3%. Este o resultado estatistico &€ decorrente de trés animais do grupo

PspA5 que sobreviveram aos 10 dias estabelecidos para observacéo de morte, apesar
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de apresentarem caracteristicas fisiologicas de inanicdo no 10° dia da observacéao,
guando o experimento encerrou. De modo geral, camundongos de grupos controle
submetidos a este regime vacinal morrem por volta do 4° ao 6° dia apds desafio letal
(Oliveira et al., 2010; Salcedo-Rivillas et al., 2014). Desse modo, a fim de contribuir
para discussdo deste trabalho, os resultados de sobrevivéncia foram considerados
validos para a estatistica, apesar destes animais sobreviventes apresentarem-se
debilitados. Para uma melhor conclus@o deste resultado, o experimento devera ser
repetido.

5.3.3. Resposta imune contra antigeno OMV

Varios trabalhos ja demonstraram que N. lactamica compartilha antigenos que
apresentam reatividade cruzada com o meningococo (Troncoso et al., 2000; Pollard e
Frasch, 2001; Sanchez et al., 2001; Troncoso et al., 2002), e inclusive ha diversos
estudos que propde o uso das OMV de N. lactamica como antigeno alternativo para o
desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra a doen¢ca meningocdcica tipo
B (Oliver et al., 2002; Gorringe et al., 2005; Li et al., 2006; Gorringe et al., 2009; Evans
et al., 2011; Salustiano, 2015).

Estudos anteriores realizados por nosso grupo avaliou o potencial antigénico
de OMV de N. lactamica e suas fracfes. Por espectrometria de massas, foram
identificadas 77 proteinas de membrana em OMV de N. lactamica e 54 proteinas de
membrana em OMV de N. meningitidis. Ensaios de imunoblote e ELISA
demonstraram que 0s soros gerados contra proteinas isoladas PorB, Opa/Opc, e
ComL de N. lactamica foram reativos com proteinas de N. meningitidis, assim como o
soro anti-OMV de N. lactamica que reagiu com 6 proteinas de N. meningitidis: as
proteinas App, Omp85, ThpB, Por A e PorB (Salustiano, 2015).

Dessa forma, apesar de ndo ser objetivo primario deste trabalho, os soros dos

camundongos imunizados com OMV de N. lactamica foram utilizados para avaliar se
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houve inducdo de resposta imune contra OMV de N. meningitidis B, em carater

complementar aos estudos de Salustiano (2015).

Em ambos os Experimentos | e Il, os soros de animais imunizados com PSpA5-
OMVp de N. lactamica e PspA5-OMVt de N. lactamica) reconheceram proteinas de
OMV de N. meningitidis B presentes na placa. Apesar de estarem em baixa
concentragdo (~10°ng/mL no grupo PspA5-OMVp e PspA5-OMV1t0,3%, e ~103ng/mL
no grupo PspA5-OMVt0,5%), essa inducdo indica uma possivel evidéncia de
reatividade cruzada. Este resultado, complementado aos resultados obtidos pelo
grupo, sugerem a possibilidade do uso de N. lactamica como antigeno na producao
de uma vacina contra a doenca meningococica B. Uma vacina desenvolvida com
antigenos proteicos de N. lactamica tem o potencial de conferir prote¢cdo contra os
diferentes sorogrupos de N. meningitidis, uma vez que devido a auséncia de capsula

e da proteina PorA, a resposta ndo seria sorotipo e nem sorogrupo especifica.

E importante ressaltar que apesar da observacdo da inducéo de anticorpos IgG
anti-OMV de N. lactamica que reconhecem antigenos de N. meningitidis B, o
pardmetro mais aceito para avaliar e correlacionar imunidade protetora, em modelo

murino, € a atividade bactericida do soro (SBA), ainda néo avaliada pelo grupo.

5.3.4. Ligacao de anticorpos anti-PspA5 ao pneumococo

Os resultados deste ensaio foram importantes para demonstrar que somente
gquando OMV de N. lactamica estavam presentes na formulacdo, a ligacdo de
anticorpos anti-PspA5 a superficie de S. pneumoniae ATCC6303 acontece. Essa
constatacao indica que além de aumentar a capacidade de inducdo de anticorpos IgG
anti-PspAb, e de apresentar evidéncias de reatividade cruzada com antigenos de N.
meningitidis, OMV de N. lactamica também s&o essenciais para garantir uma maior

capacidade de ligagédo a superficie do pneumococo.
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6. CONCLUSAO

Em relacdo a etapa “Bioprocessos”, a condi¢cdo de cultivo MC 3LA2AA2YE
(pulso LA 82h e AA 82h, 15h), grupo F, apresentou maior concentracao de biomassa
(4,28 g/L, 152h) e de OMYV (364,14 mg/L, 142h) em relagdo aos demais meios utilizados
e Prod Pmax de 25,92 mgOMV/L.h na 142h.

No entanto, o meio MC3LA2AA2YE (12h) foi estabelecido como sendo a melhor
condicdo de cultivo para a obtencdo de OMV de N. lactamica, cultivada nesta
condicao, pois apresentou maior produtividade maxima de OMV (Prod Pmax, 30,66
mgOMV/L.h) e a concentracdo de OMV obtida foi de 340,43 mg/L na 112 hora. O
cultivo em processo descontinuo, sem a adicdo de pulsos, possui a vantagem de ter
um menor numero de etapas e protocolos, garantindo um maior controle da producéao,

principalmente quando se tem como objetivo, cultivos futuros em maior escala.

De modo geral, com os cultivos realizados foi possivel fazer algumas
observacbes em relacdo a cinética de cultivo de N. lactamica, suas exigéncias

nutricionais, metabolismo e perfil de liberacdo das OMV para o meio:

1. Alimitagcdo da principal fonte de carbono, o lactato de sédio, pode ser um fator
externo que reduz o crescimento bacteriano, gerando um ambiente hostil e
estressante ao microrganismo que estimula o aumento da liberacdo das OMV

para o0 meio;

2. A porcentagem de oxigénio dissolvido nos cultivos dos grupos de A a F se
manteve entre 0,1% e 1,0% na maior parte do tempo. O aumento desta taxa
para aproximadamente 30% durante o cultivo passou a ser uma variavel
importante para indicar que o microrganismo parou de crescer. Verificou-se,
posteriormente, que este evento estava relacionado com o esgotamento do
lactato de sodio no meio, consequentemente com O estresse bacteriano,
sugerindo 0 momento em que o cultivo deveria ser interrompido para se obter

um maior rendimento das OMV;
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3. Os cultivos do grupo G foram realizados com oxigénio dissolvido mantido a
30% durante a maior parte do cultivo. Para manter o oxigénio nesta taxa 0s
cultivos foram realizados com borbulhamento de ar pela parte inferior do
biorreator. O ar borbulhado gerou a producdo excessiva de espuma no meio e
foi necessario o uso do antiespumante por duas a trés vezes durante o cultivo.
Em consequéncia da espuma, parte das OMV provavelmente se perdeu na
parede do biorreator, e juntamente com o uso do antiespumante, o rendimento

final das OMV neste grupo foi menor em relacdo aos demais;

4. N. lactamica parece alterar sua via metabdlica e consumir o acetato e o citrato
produzidos como metabdlitos secundarios, como alternativa a limitacdo do
lactato de sédio. No entanto, observa-se que mesmo com esses dois nutrientes
disponiveis, 0 crescimento estaciona provavelmente porque outro nutriente,

ainda nao identificado, poderia ser um outro fator limitante, a ser demonstrado.

No que diz respeito a etapa “Tratamento das OMV”, o tratamento utilizando
DOC na concentragdo 0,5% foi o mais eficiente na remogdo de LOS das OMV,
retirando 86% de KDO. Por este motivo, as OMV tratadas com esta condigao foram
escolhidas para testes iniciais da funcdo adjuvante. Analises posteriores de
microscopia eletrdbnica mostraram que em todos os tratamentos encontram-se
vesiculas integras, com excecdo das OMV tratadas com DOC 0,5%, onde além de

vesiculas preservadas, observa-se também OMV rompidas.

Na etapa “Ensaios Imunolégicos”, dados obtidos apontaram para uma atividade
adjuvante das OMV em combinac¢ao com o antigeno PspAb5, neste esquema e modelo
de imunizacédo. A presenca das OMV na formulacao vacinal conferiu maior capacidade
de inducéo de IgG anti-PspA5. Como consequéncia provavel dos niveis mais altos de
anticorpos anti-PspA5 induzidos, foi observada uma maior ligacéo de IgG a superficie
do pneumococo em ensaios in vitro. Concluiu-se também que ndo houve diferenca
significativa entre as formula¢gées com OMV pura e OMV tratada com 0,3% e 0,5% de
DOC, portanto, a propriedade adjuvante das OMV avaliadas neste projeto deve-se as
proteinas e demais componentes presentes nesta estrutura e ndo exclusivamente ao

LOS presente nas mesmas.
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A presenca das OMV em todas as formulagcbes com a proteina heterdloga
PspA5 de S. pneumoniae aumentou o potencial protetor da vacina, evidenciando sua
funcdo adjuvante. Além disso, as OMV de N. lactamica foram capazes de induzir a
producdo de anticorpos em animais imunizados, sendo capazes de reconhecer

antigenos de OMV de N. meningitidis B.
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APENDICES

Apéndice 1 - Meio de cultura de Catlin (1973) sem ferro (MC) e com concentracfes de
lactato e de aminoacidos modificadas (g/L).

MC Original MC3LA3AA3YE MC3LA2AA2YE

Componentes

(g/L) (g/L) (9/L)
Cloreto de sodio 5,844 5,844 5,844
Cloreto de amonia 0,401 0,401 0,401
Cloreto de potéssio 0,186 0,186 0,186
Cloreto de célcio 0,037 0,037 0,037
Citrato de sodio 0,647 0,647 0,647
Sulfato de magnésio 0,616 0,616 0,616
Sulfato de manganés 0,001 0,001 0,001
Acido L-glutamico 1,180 3,540 2,360
L-arginina. HCI 0,105 0,315 0,210
Glicina 0,151 0,453 0,302
L-serina 0,021 0,063 0,042
L-cisteina 0,011 0,033 0,022
Glicerol 5,010 5,010 5,010
DL-Lactato de sodio 7,510 22,53 22,53
Fosfato de soédio 1,062 1,062 1,062
Fosfato de potassio 0,171 0,171 0,171

Extrato de Levedura - 3,0 2,0
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Apéndice 2 - Aminoéacidos presentes no extrato de levedura ultrafiltrado (YE,
BD/DifcoTM): porcentagem de aminoéacidos livres e concentragdo do aminoécido por
grama de extrato de levedura. Fonte: BD BionutrientsTM Technical Manual.

Aminoéacidos % livre no YE Concentragao
(g aéc./g YE)
Alanina 4.8 0,048
Arginina 15 0,015
Asparagina 1,2 0,012
Acido Aspartico 1,7 0,017
Cisteina 0,2 0,002
Acido Glutamico 6,8 0,068
Glutamina 0,3 0,003
Glicina 1,3 0,013
Histidina 0,6 0,006
Isoleucina 1,8 0,018
Leucina 2,8 0,028
Lisina 2,2 0,022
Metionina 0,7 0,007
Fenilalanina 2,1 0,021
Prolina 0,9 0,009
Serina 1,6 0,016
Treonina 1,3 0,013
Triptofano 0,5 0,005
Tirosina 0,5 0,005

Valina 2,4 0,024
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Apéndice 3 — Solucbes e Meio de Cultivo. Ensaios Imunolégicos

Solucgdes:

e PBS (Solugao tampéo salina fosfato) 10X: NaCl 1,37 M, KCI 27 M, Na2HPO4

100 mM, KH2PO4 14 mM pH 7,4.

e PBS-T: PBS 1X e Tween ® 20 a 0,1 %.

e Solucdo tampao carbonato-bicarbonato: Na2CO3 50 mM e NaHCO3 50 mM,
pH 9,6.

e Solucao tampao citrato-fosfato: Citrato de s6dio 100 mM e fosfato de s6dio

monobasico (NaH2P0O4) 300 mM pH 5,0.

Meio de Cultivo:

e Meio liquido THY: Todd-Hewitt (Difco) contendo 0,5% de extrato de levedura.



Apéndice 4 - Correlagdo dos pontos de DOss pela massa seca (g/L). A. MC 3LA3AA3YE. B. MC 3LA2AA2YE. C. MC 3LA2AA2YE com
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pulso de aminoacidos na 82 hora. D. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 8% hora. E. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82
hora e F. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato e aminoacidos na 82 hora. MC — meio de Catlin sem ferro. LA — lactato. YE — extrato de

levedura ultrafiltrado. O namero 2 ou 3 a frente de cada sigla corresponde a quantas vezes o componente teve sua concentracao

dobrada (2) ou triplicada (3) em relagdo ao meio original de Catlin.
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Apéndice 5 - Logaritmo neperiano da concentracdo celular (massa seca) €n (X/Xo) em funcdo do tempo. No intervalo de tempo em que o
crescimento é exponencial (da hora zero a hora 3), fez-se aregressao linear dos pontos e o coeficiente angular da equacéao da reta obtida
corresponde a velocidade especifica maxima de crescimento (Mxmax) ho cultivo. A. MC 3LA3AA3YE. B. MC 3LA2AA2YE. C. MC 3LA2AA2YE
com pulso de aminoacidos na 82 hora. D. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82 hora. E. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato na 82
hora e F. MC 3LA2AA2YE com pulso de lactato e aminoacidos na 82 hora. MC — meio de Catlin sem ferro. LA — lactato. YE — extrato de
levedura ultrafiltrado. O numero 2 ou 3 afrente de cada sigla corresponde a quantas vezes 0 componente teve sua concentracdo dobrada
(2) ou triplicada (3) em relagdo ao meio original de Catlin.
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Apéndice 5 — Continuacgéo. Logaritmo neperiano do crescimento bacteriano In (X/X0) em func&o do tempo. No intervalo de tempo em que
0 crescimento € exponencial (da hora zero a hora 3), fez-se a regresséo linear dos pontos e o coeficiente angular da equacao da reta
obtida corresponde a velocidade especifica maxima de crescimento (Mxmax) No cultivo. G. MC 3LA2AA2YE com borbulhamento de ar e
pulso de lactato e aminoacidos na 62 hora. O namero 2 ou 3 a frente de cada sigla corresponde a quantas vezes o componente teve sua

concentracdo dobrada (2) ou triplicada (3) em relagdo ao meio original de Catlin.
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