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RESUMO - Linhagens atenuadas de Salmonella tém sido investigadas para o
desenvolvimento de diversos produtos biotecnolégicos, como vacinas
recombinantes. Entretanto, protocolos para obtencéo de altas densidades celulares
de Salmonella, necessérias para viabilizar o processo de producédo destes produtos,
ainda ndo foram estabelecidos, sendo necesséario para isso contornar a elevada
formacgdo de produtos toxicos de seu metabolismo que inibem o crescimento
celular. Neste trabalho empregou-se um modelo metab6lico em escala genémica
de S. typhimurium (STM_v1.0) para prever in silico, com o uso do software livre
Optflux, a formacdo de metabodlitos em diferentes velocidades de crescimento.
Para avaliar/validar o resultado das simula¢bes, foram conduzidos cultivos
continuos em diferentes taxas de diluicdo (D = 0,1; 0,25; 0,5 h™") e a producéo dos
metabolitos extracelulares foi analisada por HPLC e GC/MS. Experimentalmente,
0 acetato foi o subproduto majoritario produzido pela bactéria nas velocidades de
crescimento intermediaria (0,25 h™) e alta (0,50 h™), com fluxos de 0,93 e 2,64
mmol de acetato/h.gDCW, respectivamente. Ja in silico, o principal metabdlito
formado foi o formato, com fluxos de 1,4 e 3,65 mmol/h.gDCW, nas duas
velocidades de crescimento mais altas. Os resultados mostram que a formacéo de
metabolitos ocorre por metabolismo overflow, intensificado com o aumento na
velocidade de crescimento.

1. INTRODUCAO

Salmonella spp. compdem um género proximamente relacionado ao género da
Escherichia coli. A espécie Salmonella enterica sorotipos Typhi (S. typhi) e Typhimurium (S.
typhimurium) vem se destacando no campo da vacinologia, sendo largamente empregada
como vetores bacterianos vivos (VBVSs), constituindo uma promissora alternativa para a
obtencdo de novas vacinas mais efetivas e acessiveis. A viabilidade técnica e econémica de
vacinas de VBVs baseados em Salmonella depende de vérios fatores, incluindo desde a
eficiéncia da formulagdo como vacina até o rendimento e a produtividade do bioprocesso.
Esta ultima depende da obtencéo de altas concentra¢des de biomassa do microrganismo. Para
tanto, é preciso redirecionar os fluxos metabolicos dessa bactéria, uma vez que mesmo em
condicBes plenamente aerdbicas, parte significativa da fonte de carbono é convertida em sub-
produtos tdxicos como acetato, formato, succinato e lactato, afetando tanto o crescimento
como a expressdo dos antigenos recombinantes.
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Modelos metabdlicos em escala gendmica podem ser utilizados para analisar, interpretar
e prever a distribuicdo dos fluxos metabolicos de um organismo. No caso especifico de S.
typhimurium, ja foram reconstruidos trés modelos desta natureza e, com 0 emprego de
softwares como o Optflux, € possivel simular o metabolismo de linhagens wild type e também
otimizar linhagens com base no knock out de reacdes e/ou genes para a obtencédo de um perfil
metabdlico de interesse (Rocha et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo in silico dos fluxos metabdlicos de S.
typhimurium e, através de cultivos continuos em diferentes taxas de dilui¢Ges, coletar dados
experimentais para avaliar/validar as previsdes do modelo utilizado.

2. MATERIAL E METODOS

As células de Salmonella typhimurium LT-2 foram cultivadas em meio minimo M9
modificado, descrito em Veloso (2007). Os cultivos continuos foram conduzidos em
biorreator de 2 L (Sartorius), com 0,8 L de meio, a 37°C, agitacdo de 750 rpm e pH 7,
concentracdo de oxigénio dissolvido (COD) de 30% da saturacao e aeracdo de 1,25 vvm. Para
cada diluicdo estipulada, a condicdo de estado estacionario foi atingida quando os valores das
varidveis densidade dptica, COD e fracdo molar de CO, nos gases de saida permaneceram
constantes por pelo menos 3 tempos de residéncia.

Os sobrenadantes recolhidos ao longo dos cultivos foram analisados por HPLC (coluna
Aminex HPX-87H - Bio-Rad - e H,SO4 5 mM como fase mdvel, a uma vaz&o de 0,6 mL/min,
a 60°C) e também por GC-MS (Varian CP-3800, analisador ion trap, coluna ZB1701 e vazéo
de hélio de 1 mL/min). O célculo dos fluxos dos produtos (em mmol/h gDCW) foi realizado a
partir das concentracfes de metabdlitos medidas no efluente liquido, a producdo de CO, foi
estimada pela lei dos gases ideais a partir da fragdo molar de CO, no efluente gasoso medida
pelo analisador de gases e da vazdo de ar. O fluxo de formacdo de biomassa (u) foi
equivalente a taxa de diluicdo (D) adotada em cada experimento. O fluxo de glicose
consumida foi calculado a partir dos dados de concentracdo de glicose nas correntes de
alimentacéo e do efluente.

As analises in silico do metabolismo de S. typhimurium foram realizadas com o
software livre Optflux v 3.0.6 (http://www.optflux.org/), utilizando 0 modelo metabdlico em
escala gendmica STM_v1.0 (Thiele et al., 2011). Nas simulacGes realizadas, utilizou-se o
método FBA (Flux Balance Analysis — Patil et al., 2005) para maximizacdo da funcédo
objetivo desejada (formacédo de biomassa).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cultivos continuos de S. typhimurium em estado estacionario permitiram mapear 0s
fluxos de Carbono, identificando as fracGes de substrato direcionadas para formacgédo de
biomassa, producdo de CO, e formacédo de acidos organicos em cada condigdo estudada. Os
fluxos calculados a partir dos dados experimentais foram comparados com os previstos pelo
software Optflux. Para tanto, os valores experimentais dos fluxos de glicose e CO, foram
fixados nas simulagdes e avaliou-se a producéo in silico de subprodutos em cada uma das trés
taxas de diluicdo empregadas.
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Na velocidade de crescimento de 0,1 h™* todo o carbono consumido foi direcionado
para a producdo de biomassa e formacgédo de CO,. Ja para as demais taxas de diluigdo (0,25 e
0,50 h™), as analises das amostras coletadas revelaram a producéo de 4cido acético e pirdvico
(em ambas as condicdes) e acido latico e succinico com D = 0,50 h™ (Figura 1), apesar da
concentracdo de oxigénio dissolvido ter sido mantida acima de 30 % do valor de saturacdo em
todos o0s experimentos, caracterizando a ocorréncia de metabolismo overflow, conforme
esperado.

Para reproduzir in silico a condicdo de overflow, foram feitas novas simulagGes
restringindo-se os fluxos de consumo de O, (em 6,5 e 10,8 mmol O, /(h.gDCW) para D =
0,25 e 0,5 h™, respectivamente). Restringiu-se também o fluxo de producéo de formato em 50
% do seu valor maximo para ambas as condi¢es na tentativa de contornar as diferencas nos
valores do fluxo de CO, experimental e simulado, ja que este metabdlito pode ser degradado
levando a formacdo de CO,. Segundo as previsées do modelo, a partir do fluxo de entrada de
glicose utilizado nos experimentos, a formacdo de gas carbbnico deve ser superior a
observada experimentalmente. Adotando-se o valor do fluxo de CO, calculado a partir dos
dados experimentais como restricdo, as simulacdes preveem a producdo de acido férmico,
acetico e piravico superiores aos observados experimentalmente (Figura 1). Cultivos
preliminares de S. typhimurium em batelada indicaram expressiva formacéo de acido férmico
e acético. E provéavel que a producdo desses compostos nos cultivos continuos tenha sido
subestimada, ja que pode ter ocorrido perda significativa devido a volatilidade e ao arraste
pela corrente de ar em cultivos prolongados. Essa possibilidade é reforcada pelo balanco de
carbono, que gerou recuperacdes de 80, 85 e 94 % para as velocidades de crescimento de 0,1,
0,25 e 0,50 h™, respectivamente.

Figura 1 — Comparagdo da producdo de subprodutos do metabolismo de
S.typhimurium LT-2 in silico (em verde), com as devidas restri¢cdes (em vermelho) e
em cultivos continuos (em azul) com diferentes taxas de diluicao.
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De acordo com as simulagfes sob as condi¢bes de restricdo impostas, formato e
piruvato sdo os subprodutos majoritarios do metabolismo overflow em S. typhimurium,
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enquanto os dados experimentais indicam o acetato como principal subproduto e demais
fluxos direcionados a formacdo de piruvato e lactato, principalmente. Essas diferengas entre
os resultados experimentais e os simulados séo previsiveis, ja que os resultados simulados sdo
gerados a partir da otimizacdo dos fluxos metabdlicos em um modelo que representa a
estequiometria das reacOes intracelulares, enquanto que in vivo os fluxos sdo fortemente
influenciados pela atividade das enzimas que catalisam as reaces.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram mapear o metabolismo aerobico de S. typhimurium,
constatando-se a intensificacdo do metabolismo overflow com o aumento da velocidade
especifica de crescimento. Procedimentos adicionais serdo incorporados aos futuros
experimentos para verificar a presenca de acetato e formato no efluente gasoso. As
informac@es obtidas no presente estudo serdo ainda utilizadas no aprimoramento do modelo
STM_v1.0 que, por ter sido construido a partir do modelo existente para a E. coli, necessita de
ajustes para reproduzir mais fielmente o metabolismo de S. typhimurium, em condi¢des de
aerobiose. O modelo aprimorado sera utilizado em etapas futuras do trabalho para identificar
possiveis modificacbes genéticas que levem ao redirecionamento dos fluxos do
microrganismo de forma a reduzir a producdo de metabolitos toxicos e maximizar a formagéo
de biomassa.
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