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RESUMO -Linhagens atenuadas de Salmonella tém sido estsdaala producao e
veiculacdo de substancias com fins terapéuticosdelbs metabodlicos em escala
gendbmica sao ferramentas importantes no desenvehion de estratégias de
engenharia metabdlica. Este trabalho teve por dapedbter dados experimentais para
aprimorar o modelo metabdlico e aprofundar o conmmanto do metabolismo de S.
typhimurium. Foram realizados cultivos continuosdifarentes taxas de diluicdo (0,24
h™ e 0,48 1), utilizando U**Cs-glicose como substrato. Apés hidrélise da biomassa
aminoacidos foram analisados por cromatografia gasacoplada a espectrometria de
massas. A analise de fluxos metabdlicos, usanddtease livre OpenFLUX, permitiu
determinar a distribuicdo de fluxos nas principgias metabdlicas de S. typhimurium.
Verificou-se que a glicolise foi a via majoritamenitilizada para catabolisar a glicose,
em ambas as taxas de diluicdo estudadas. As mailifierencas nos fluxos estimados,
para as duas taxas de diluicdo, verificaram-se ree;6es anapleroticas. Sobrepondo
os dados de fluxos intracelulares determinados adaio metabdlico existente sera
gerado um modelo mais preciso do metabolismo tdgBimurium.

1. INTRODUCAO

A producdo de produtos biotecnoldgicos usando ¢jeha atenuadas dgalmonella
tem sido intensivamente estudada nas ultimas decé&ohre os produtos de interesse que
podem ser produzidos p&almonellaencontram-se a flagelina, polissacarideo capsular V
lipopolissacarideos e vacinas, com destaque psua atilizacdo como vetor bacteriano vivo,
com aplicacbes na medicina humana e veterinariagést al, 2010; Konget al, 2013;
Kothariet al, 2014; Oliveireet al, 2011).

A viabilizagcdo de processos produtivos de produi@gecnologicos que utilizam
células vivas dé. typhimuriumou suas partes, requer o cultivo deste microsgamiem
altas densidades celulares. Estudos anterioregnwdgidos por Sargcet al (2015),
mostraram que o crescimento celularSigyphimuriunmé limitado pela formacéo de acidos
organicos (tais como o acetato), observada em wtmnjcom o crescimento celular &
typhimurium mesmo a baixas taxas especificas de crescimento.
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A engenharia metabdlica tem sido muito utilizada melhoramento genético de
diversos organismos de forma direcionada e efieiedtravés da selecdo racional de genes
alvo para manipulacdo das vias metabdlicas, perpaeexemplo, melhorar a producéao de
um produto de interesse ou minimizar a producaondebdlitos indesejados, entre outras
aplicacdes (Stephanopoules al, 1998). Neste contexto, modelos metabdlicos ecalas
gendmica sdo ferramentas muito importantes, umaguezpermitem prever fenétipos em
diferentes condi¢des, permitindo desenvolver eégras de engenharia metabolica. Para isso,
€ necessario que as previsdes obtidas com estedamndenham uma elevada precisado, a qual
s6 pode ser obtida pelo conhecimento e compreetgametabolismo do organismo em
estudo.

ParaS. typhimuriumLT2 encontram-se publicados quatro modelos metaigdlem
escala gendmica (Abuaat al, 2009; Raghunathaat al, 2009; Thieleet al, 2011; Hartman
et al, 2014), apresentando, de uma forma geral, um deaualidacdo bastante reduzido,
devido a falta de dados experimentaisSdémonella typhimuriurhT2 obtidos em condicdes
controladas e reprodutiveis. Estudos anteriorestrarasn que 0 modelo metabdlico
STM_v.1.0, publicado pard. typhimuriumiLT2 (Thieleet al, 2011), ndo é capaz de prever
de forma adequada a producgéo de subprodutos, anartempo que superestima a producao
de biomassa (Sargx al, 2015).

Assim, o conhecimento aprofundado do metabolisnmyuab pareS. typhimuriumainda
€ restrito, torna-se fundamental para o desenvelim de estratégias de engenharia
metabolica e de cultivo que permitam atingir el@gdensidades celulares em cultivos de
curta duracéo.

A analise de fluxos metabdlicos (MFA) apresenta@®mo uma das ferramentas mais
eficientes na analise das rotas metabdlicas, fenterinformacdes essenciais sobre o sistema
biolégico em estudo. A andlise de fluxos metabglicom carbono 13¥C-MFA) tem sido
largamente aplicada para caracterizar fendtipoa peblntificacdan vivo dos fluxos de
carbono. Os experimentos sdo realizados utilizandosubstrato isotopicamente marcado,
apos atingir o estado estacionario da marcaca@npa@r analisados os metabdlitos livres ou
0s aminoacidos proteinogénicos, permitindo infaderca do fluxo de carbono e das rotas
metabolicas ativas (Wittmann, 2007).

Com o objetivo de ampliar o conhecimento do metabya deS. typhimuriumLT2 e
obter dados experimentais que possam ser usadasrm@dnorar as previsdes feitas com o
modelo metabdlico existente, foram realizados wsti continuos usando substrato
isotopicamente marcado 3c¢-glicose), seguido de uma anélise de fluxos meiaE-*C-
MFA).

2. METODOLOGIA

2.1. Cultivos continuos

Salmonella typhimuriunLT2 (Salmonella Genetic Stock Centre — University of
Calgary, Canada) foi cultivada em reator continmo eondicdes controladas. Todo o
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procedimento foi efetuado de acordo com o desa@ito Sargoet al (2015), para o
crescimento aerébio com glicose como fonte de carbo

A estratégia de cultivo continuo utilizada passelo gultivo continuo com glicose nao
marcada fCs-glicose) até o estado estacionario ser atingidsste ser mantido por dois
tempos de residéncia. Em seguida, a alimentacasufmstituida por 20% de H€s-glicose
(99%) e 80% dé’Cs-glicose, por um tempo de residéncia. Foram efemiadltivos as taxas
de diluicéio (D) de 0,24 he 0,48 H. Foi analisada a composicéo dos gases de exd@st&o
COy).

2.2. Métodos analiticos e preparacao de amostras

Durante os cultivos foram recolhidas amostras gatarminacdo da concentracao de células
(pelo método da massa seca), glicose e metab@itacelulares (por CLAE - cromatografia
liquida de alta eficiéncia).

Apos a alimentagdo com substrato marcado, foranihiglas aliquotas de caldo de cultivo
(em triplicata). Apos centrifugacao e descartealenadante, a proteina presente na biomassa foi
hidrolisada com HCI (6 M), com acido tioglicélica%, v/v), sob atmosfera inerte. A hidrdlise
ocorreu durante 24 horas a 105 °C. Em seguidanasteas foram neutralizadas com NaOH (10
M). Apos liofilizacdo, as amostras foram submetidasma derivatizacdo quimica com metil-
cloroformato (MCF) (Smarét al, 2010). As amostras derivatizadas foram injetada&C-MS
(Varian 4000 GC/MS), composto por um cromatograieogo, acoplado a um espectrometro de
massas com analisador do tipo lon Trap e operamahoi@nizacdo por impacto electronico (El) de
70 eV, utilizando o método descrito por Snedral (2010).

2.3. Tratamento de dados

Os aminoéacidos presentes nas proteinas constguiiaie biomassas hidrolisadasSle
typhimuriumpara as taxas de diluicdo 0,24¢én0,48 H foram identificados a partir de uma
biblioteca de padrdes derivatizados com MCF, camamtdo os tempos de retencdo e
respetivos espectros de massa de cada aminoaeigoidentificacdo dos aminoacidos, além
do software do equipamento GC-MS (Varian), tambémugsado o software livre AMDIS
(Automated Mass Spectral Deconvolution and Idesgtiion System) (DAVIES, 1998).
Foram registadas as marcacoes e intensidades olpéala os principais ions detetados em
cada aminoacido na andlise de espectrometria deamas

2.4. Estimacao de fluxos metabdlicos

Usando os dados de intensidade dos principaisgmasentes nos aminoacidos, foram
calculados os vetores de distribuicdo de isotopésnde massa (MDVs) para os principais
ions de cada aminoacido (tal como descrito por NARER et al, 2007). Os MDVs foram
corrigidos tendo em consideragdo o numero de el@mepe possuem abundancia natural de
isétopos H, =C, =N, O, #0O, =S) presentes nos fragmentos analisados, utilizarstftware
livre Isocor (MILLARD et al, 2012). Foi desconsiderada a contribuicdo da lssmaéo
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marcada comt®C. Foi ainda calculada a marcacéo fracionaria pattas os fragmentos de
aminoacidos detetados (NANCHEdtlal, 2007).

Para a andlise dos fluxos metabdlicos foi utilizadoftware livre OpenFLUX (QUEK
et al, 2009). Para o calculo da distribuicdo dos flukmam gerados arquivos com oS
seguintes dados:
 Reacdes envolvidas no metabolismo e respetivasi¢ies de atomos de carbono,
consistindo num total 59 reacdes;

« Fluxos de substrato fornecido — fluxo de™s-glicose (mmol.g de massa sec¢d:h
Amino4cidos medidos e sua distribuicdo isotoporaérite massa calculada para o0s
aminoacidos analisados por GC-MS e erros associados

« Composicdo da biomassa e velocidade de crescimen® dados de composicdo de
biomassa foram recolhidos da literatura (HARTMANaL, 2014).

* Fluxos de producédo de metabdlitos extracelularesnalizados em funcéo do fluxo de
glicose consumida.

Para encontrar a melhor distribuicdo de fluxosaim@icos foram efetuados 50 ciclos
de otimizacado, usando o programa OpenFLUX.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O metabolismo d&. typhimuriunLT2 foi estudado em cultivo continuo com as taxas
de diluicdo de 0,24'he 0,48 H, com 20% de U®C-glicose. Foram calculados os fluxos de
producdo de acetato, G@® consumo de glicose para as taxas de diluicdestmao (Figura
1).
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Figura 1- Fluxos obtidos nos cultivos em contina&@dtyphimuriummas diferentes
taxas de diluigéo.

Os aminoacidos constituintes da proteina da bicandsesam analisados, apés
derivatizacdo com MCF, por GC-MS. No total forantedtados 15 aminoacidos (glicina,
alanina, aspartato, fenilalanina, glutamato, isole histidina, leucina, lisina, metionina,
prolina, serina, tirosina, treonina e valina). N@opossivel detectar cisteina e triptofano em
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nenhuma amostra, devido a estes aminoacidos sedieiados durante a hidrdlise acida das
proteinas. Os aminoacidos asparagina e glutammaadvertidos a aspartato e glutamato
durante a hidrélise, sendo por isso analisados @mumto com o aspartato e glutamato,
respetivamente. O aminoacido arginina nao é dé&zad usando o MCF, ndo sendo por isso
detectado.

De forma a determinar a contribuicdo da marcacdd’deem cada fragmento de
aminoacido analisado, foi estimada a marcacéooinacia. Como a percentagem de glicose
marcada com carbono 13 durante o cultivo foi de ,26f4 esperado que os fragmentos de
aminoacidos tivessem uma marcacgdo fracionaria dé. 28ssim, nos casos em que a
marcacdo fracionaria obtida ndo se encontrava pxde 20%, esse fragmento de
aminoacido foi desconsiderado para a analise deodlumetabdlicos. Seguindo esta
metodologia ndo foram usados os dados dos seguam@soacidos: aspartato, glicina,
histidina e metionina. Estas diferencas na marc&e@mnaria podem ser atribuidas a erros
experimentais de analise.

Os dados de distribuicdo isotopomeérica de massa,qaala fragmento de aminoéacido,
foram corrigidos para a abundancia natural de jm&otal como descrito na metodologia. A
contribuicdo da biomassa ndo marcada também faiodsglerada, tendo em conta que
apenas 63% da biomassa se encontra teoricamentadaajuando se efetua a alimentacao
com substrato isotopicamente marcado durante apenatkempo de residéncia (Nanchen,
2007).

Foram determinadas as distribuicbes de fluxos par@axas de diluicio em estudo
usando o software livre OpenFLUX (Quek al, 2009). Para tal, foi utilizado um modelo
estequiométrico simplificado dgalmonella typhimuriuprincluindo as reacdes presentes na
glicdlise, pentose fosfato, Entner-Doudoroff, cidim acido citrico e reacdes anaplerdticas. A
Figura 2 apresenta as distribuicdes de fluxos abtjara as taxas de diluicéo 0,24eh0,48
h™. Os fluxos foram expressos em base molar e naratls em funcdo de 100 mmol de
fluxo de glicose. Os resultados obtidos mostrardierehcas entre as diferentes taxas de
diluicdo estudadas. A analise dos dados indicaagds a entrada da glicose na célula, esta é
direcionada, predominantemente, para a glicoliseambas as taxas de diluicdo, desviando.
no entanto, um fluxo significativo para a via datpse fosfato. A reacdo de piruvato a acetil-
CoA apresentou um maior fluxo na taxa de diluicdd®4 A, quando comparada a taxa de
diluicgo de 0,48 1, associada ao maior fluxo de producdo de acewhservado
experimentalmente. As maiores diferencas nos flugstimados, para as duas taxas de
diluicdo estudadas, ocorreram ao nivel do fluxo rees;0es anaplerdticas, as quais sao
responsaveis por repor intermediarios no ciclo ddcdacitrico. Verificou-se que a via do
glioxilato apresentou-se ativa e® typhimuriumna taxa de diluicAo mais baixa estudada
(0,24 KY), enquanto na taxa de diluicdo mais elevada (B;%8 foi utilizada a reacdo
anaplerdtica de fosfoenolpiruvato a oxaloacetafpesentando um fluxo semelhante ao
observado na via do glioxilato para a taxa de ghloide 0.24 h No ciclo do 4cido citrico foi
observado um fluxo semelhante para duas taxadudead.

Os valores calculados experimentalmente e estimalbodMIDs (distribuicdo de
isotopdmeros de massa), apresentaram, de uma gmrak um desvio relativo percentual de
aproximadamente 18% para a taxa de diluicdo de 10'2#21% para a taxa de diluicdo de
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0,48 ht, mostrando a concordancia entre os dados expedim@alculados e os simulados.
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Figura 2 — Distribuicdo de fluxos metabdlicos intey estimados pa& typhimurium LT2

(A) D = 0.24 K" (B) D = 0.48 H. A espessura das setas é proporcional aos flistimsaglos
(----» <5—» > 25» 135). As rotas metabdlicas encontram-se repregasnta
em diferentes cores: verde — glicélise; marromntgee fosfato; roxo — Entner-Doudoroff;
azul — ciclo do &cido citrico; laranja — ciclo dogilato; vermelho — reacdes anaplerdticas.
Metabolitos: AcCOA — acetil-CoA; AKG — alfa-cetotgumato; CIT — citrato; F6P — frutose-6-

fosfato; FUM — fumarato; G3P — gliceraldeido-3-&def G6P — 6-fosfo-D-gluconato; GL6P —
glicose-6-fosfato; GLY — glioxilato; ISOC — isoa@to; MAL — malato; OAA — oxaloacetato;

P5P — pentose fosfato; PEP — fosfoenolpiruvato; RPYdRuvato; SUC — succinato.

6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi empregada a analise de fluxambnécos com carbono marcado
(**C-MFA) para estimar os fluxos das principais reacdas vias do carbono central e
typhimurium.Os dados obtidos permitiram comparar a distriluigé fluxos metabdlicos

intracelulares entre as taxas de diluicdo estudd@j24h' e 0,48 H), tendo-se verificado que
as principais diferencas nos fluxos ocorreram alrdas reacdes anapleroticas. A integracao
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dos dados de fluxos estimados com o modelo metabalescala gendmica ird permitir obter
um modelo metabdlico que descreva de forma maigjuade o metabolismo d8.
typhimurium A obtencdo de um modelo metabdlico em escalangeadmais preciso e
realista ira possibilitar a sua utilizacdo no dedimentan silico das modificacdes genéticas
mais promissoras, de forma a direcionar o metaholidaSalmonellapara a producao de
produtos de interesse.
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