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A enzima L-asparaginase ¢é utilizada como agente quimioterapéutico no
tratamento da leucemia linfobléstica aguda e de outras neoplasias linféides. Devido
a baixa produtividade da enzima por Z. mobilis, a enzima recombinante pode ser
produzida utilizando E. coli como sistema de expressao. Neste trabalho propoe-se
um modelo matemaético para a producao de L-asparaginase recombinante constituido
por trés blocos, metabolico, dinamico e cinético. A construcao do bloco metabolico
foi feita considerando a influéncia da insercao do plasmideo, a formacgao da proteina
no metabolismo celular e a inducao da expressao enzimatica, utilizando a abordagem
da andlise do balango dos fluxos (FBA) para caracterizar o metabolismo. O bloco
dinamico é composto pelas equacoes diferenciais ordinaridas do balanco de massa
utilizando os fluxos calculados no bloco metaboélico. E o bloco cinético utiliza a
cinética de Michaelis-Menten para as taxas de consumo de glicerol, oxigénio, lactose
e producao de subprodutos, acetato e lactato. A andlise de sensibilidade mostrou
os parametros que mais impactaram nas variaveis de estado do processo, sendo
selecionados para a primeira etapa da estimacao de parametros, deixando os demais
parametros para uma segunda etapa. O modelo se adequou aos dados experimentais
razoavelmente e os estudos de caso mostraram que o ponto de alimentacao de
lactose tem alta influéncia nas principais varidveis do processo. Dessa forma, o
modelo proposto, considerando a abordagem dinamica do balanco de fluxos em sua
resolucao, se mostrou satisfatorio através das simulagoes do processo de producao

da L-asparaginase recombinante.
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L-asparaginase enzyme is used as a chemotherapeutic agent in the treatment of
acute lymphoblastic leukemia and other lymphoid malignancies. Due to the low
productivity of the enzyme by Z. mobilis, the recombinant enzyme can be produced
using E. coli as expression system. This work proposes a mathematical model for
the recombinant production of L-asparaginase composed of three blocks, metabolic,
dynamic and kinetic. The construction of the metabolic block was made considering
the influence of insertion plasmid, the formation of the protein in cell metabolism
and induction of enzyme expression, using the flux balance analysis (FBA) approach
to characterize the metabolism. The dynamic block is composed of the ordinary
differential equations of mass balance using the fluxs calculated in the previous
block. And the kinetic block using the Michaelis-Menten kinetic for glycerol, oxygen,
lactose consumption rates and production of by-products, acetate and lactate. The
sensitivity analysis showed the parameters that most affected in the process of state
variables, it was selected for the first stage of the estimation parameters, leaving the
remaining parameters for a second stage. The model is adapted to the experimental
data reasonably and case studies showed that lactose has a high feedpoint major
influence on process variables. Thus, the model proposed, considering the dynamic
approach to balance fluxs in its resolution, proved satisfactory through simulations

of recombinant L-asparaginase production process.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

Leucemia ¢ o décimo primeiro tipo de cancer mais comum no mundo com 352.000
novos casos diagnosticados em 2012 (FERLAY et all 2013). As maiores taxas de

incidéncia da leucemia sdo na Australia e na Nova Zelandia e as menores na Africa

Ocidental. O Brasil tem uma incidéncia significativa quando comparada com outros
paises como pode ser observado na Figura A Leucemia Linfoblastica Aguda
(LLA) representa cerca de 12% do total de leucemias, no entanto 80% em criangas
(REDAELLI et al., [2005).

Incidence ASR
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Source: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Figura 1.1: Mapa mundial com as taxas de incidéncia de leucemia padronizado por
idade por pais (por 100.000 habitantes) em 2012. Fonte: TARC (FERLAY et al.l
2013)

A enzima L-asparaginase ¢ um dos medicamentos mais eficazes no tratamento



da LLA nos dltimos 30 anos. Antes de se utilizar a L-asparaginase no tratamento,
a sobrevida das criancas com LLA era baixa, aumentando significativamente com
a insercao desse medicamento no tratamento, como dito em entrevista pela médica
Sandra Logget, coordenadora do Comité de Hematologia e Hemoterapia Pediatrica

da Associagao Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular (ABHH):

Nos anos 1960, quando ainda nao se tinha tanto conhecimento, a L-
Asparaginase nao entrava no tratamento e a sobrevida global das criancas
com Leucemia Linfoide Aguda ficava em torno de 20%. Com a inclusao
de varias doses da I.-Asparaginase no tratamento, essa sobrevida subiu
pra cerca de 90%. (14/01/2014 - G1 - Globo Noticias)

Isso porque a enzima catalisa a hidrolise do aminoécido L-asparagina, essencial
para a sintese proteica, a acido aspartico e amonia, levando a morte das células leu-
cémicas. Assim, o grande sucesso no tratamento da LLA foi encontrado ao combinar
a L-asparaginase com outras drogas e radioterapias (KUMAR et al., [2013)).

No Brasil, a L-asparaginase utilizada ¢ importada. Em 2013, o Ministério da
Satide teve que assumir a compra do medicamento, que antes era realizada pelo
Sistema Unico de Satide (SUS), pois a empresa brasileira que distribuia o medica-
mento comunicou ao governo federal que a fabricacao pela empresa estrangeira foi
interrompida e que os estoques durariam por mais um ano. O ministério conseguiu
controlar melhor o abastecimento ao conseguir um novo fornecedor e viabilizar uma
aquisicdo centralizada (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Com o intuito do pais nao ser mais surpreendido pela suspensao da producao do
medicamento por uma empresa privada internacional sem atividades produtivas no
Brasil, uma parceria entre a Fiocruz e os laboratorios privados NT Pharma e Unitec
Biotec foi firmada em junho de 2013 para que, a partir de 2015, a L-asparaginase
fosse produzida nacionalmente. Porém, devido a problemas no processo de inova-
¢ao para producao do medicamento, em 2014 a L-asparaginase foi retirada da lista
de Parceria para o Desenvolvimento Produtivo (PDP) (MINISTERIO DA SAUDE,
2014). Novas propostas de produgao do medicamento deveriam ter sido apresenta-
das ao Ministério da Satude até abril de 2015 por laboratoérios ptublicos e privados,
sendo que propostas nao foram enviadas para a produgao de L-asparaginase, e assim
poderdo ser reapresentadas na selecio de 2016 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Existem formas de L-asparaginase provenientes de diferentes microrganismos,
porém as formas isoladas de FE. coli e Erwinia chrysanthemi sao as utilizadas no
tratamento de LLA, pois apresentam uma toxicidade menor quando comparada com
as outras formas dessa enzima (KUMAR et al., [2013). Além disso, possuem especi-
ficidades imunologicas diferentes, oferecendo assim uma alternativa para pacientes

que desenvolvem reacoes de hipersensibilidade a uma destas enzimas. Entretanto,



no Brasil, a ANVISA autoriza o uso do medicamento apenas obtido a partir de FE.
coli.

Tendo em vista os fatos acima citados, é de grande importancia obter novas fontes
de L-asparaginase e com tecnologia nacional. A bactéria Zymomonas mobilis pode
ser uma alternativa, pois apresenta propriedades terapéuticas, com aplicacoes em
casos de enterocolites bacterianas e infecgoes ginecolodgicas e tem sido utilizada no
desenvolvimento de probi6ticos e na producao de levana, substancia com atividade
antitumoral (CALAZANS et al., 2000; |[JALES et al., 2007). Além disso, trabalhos
anteriores (ABUD et al.; NETO et al.,[2006; PINHEIRO), [2001) mostram a produc¢ao
da L-asparaginase pela bactéria utilizando diferentes meios de cultivo.

BAPTISTA| (2013) avaliou o potencial antileucémico da L-asparaginase recom-
binante de Zymomonas mobilis produzida em E. coli e verificou a eficacia da enzima
em linhagens de células leucémicas e amostras primérias de pacientes diagnosticados
com LLA, e [EINSFELDT) (2014) fez a clonagem e expressao da L-asparaginase de
Zymomonas mobilis em E. coli e obteve uma produtividade maior quando compa-
rada com o cultivo de Z. mobilis, ja que essa bactéria apresenta uma taxa de sintese
da enzima baixa em relagao a F. cols.

Para o desenvolvimento do processo de producao da L-asparaginase recombi-
nante em F. coli em escala industrial, é de grande importancia utilizar modelos ma-
teméaticos que descrevam esses processos biotecnologicos de forma que seja possivel
compreender, projetar e solucionar problemas na produgao industrial de proteinas
recombinantes (MEADOWS et al., [2010). Para isso, surge a necessidade de propor
modelos dinamicos que possam prever o comportamento do metabolismo celular por

completo.

1.2 Objetivo

Esse trabalho tem por objetivo a modelagem, simulacao e estimagao de para-
metros do processo de producao da L-asparaginase recombinante de Zymomonas
mobilis expressa em F. coli, utilizando na modelagem mateméatica do processo a
abordagem dinamica da anélise do balan¢o de fluxos metabélicos. Tendo os seguin-

tes objetivos especificos:

(i) Obter um modelo da rede metabdlica de E. coli considerando a formacao do

plasmideo e da L-asparaginase recombinante;

(ii) Considerar no modelo metaboélico uma estratégia para a indugdo da expressao

da enzima recombinante pela lactose;

(iii) Propor um modelo dindmico que considere as reagoes do metabolismo celular;



(iv) Utilizar a abordagem dinamica da anélise do balanco de fluxos metabolicos no

modelo proposto;

(v) Estimacao dos parametros utilizando os dados experimentais de EINSFELDT
(2014);

1.3 Estrutura da Dissertacao

A dissertacao é composta por cinco capitulos. O Capitulo 1 descreveu alguns
conceitos introdutoérios, a motivacao e os objetivos deste trabalho. O Capitulo 2
apresenta a revisao bibliografica sobre a enzima L-asparaginase e sua importancia,
a producao de proteinas recombinantes, bioquimica de acidos nucleicos e proteinas,
e sobre a anélise do balanco de fluxos metabélicos e sua abordagem dindmica. O
Capitulo 3 apresenta a construgao do modelo metabolico, as reacoes para formar
o plasmideo e a enzima, além de analises do metabolismo ao variar o parametro
alfa (relacionado a transcri¢ao) e os fluxos de oxigénio, lactose e glicerol, variaveis
importantes para o processo. No Capitulo 4 mostram-se o modelo proposto e seus
trés blocos, dinamico, metabdlico e cinético, a calibracao do modelo através dos
dados experimentais, a analise de sensibilidade e a estimacao dos parametros, além
dos resultados e discussao. No Capitulo 5 sao expostas as conclusoes e sugestoes

para proximos trabalhos. Em seguida, as referéncias bibliograficas sao apresentadas.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 A enzima L-asparaginase

A enzima lL-asparaginase é uma proteina terapéutica de origem microbiana uni-
versalmente utilizada no tratamento de LLA, sendo uma das enzimas mais eficazes
utilizada por mais de 30 anos (KUMAR et al., 2013). E encontrada em muitos te-
cidos animais, microrganismos, plantas e no soro de certos roedores. Sua atividade
antitumoral foi observada primeiramente em 1953 em soro de porquinhos da india
(Cavia porcellus) (BAPTISTA, 2013). Posteriormente, a L-asparaginase de E. coli
também apresentou capacidade de inibi¢ao do crescimento tumoral (MASHBURN
e WRISTON] [1964), tendo assim a possibilidade de obter a enzima em maiores
quantidades.

A enzima L-asparaginase (EC 3.5.1.1) catalisa a hidrolise do aminoécido L-
asparagina em acido aspartico e amonia. Nas células normais, L-asparagina nao
¢ um aminoacido essencial, pois é possivel sintetiza-lo através da L-asparagina sinte-
tase, sendo essa enzima a tnica disponivel para a sintese do aminoacido. Por outro
lado, devido aos niveis baixos de L-asparagina sintetase em células leucémicas, o
aminoacido L-asparagina é essencial (KUMAR et al}[2013) para esse tipo de célula.
Dessa forma, como a L-asparaginase utiliza completamente o aminoécido, as células
tumorais nao dispoem de quantidades suficientes da L-asparagina para a sintese pro-
teica (NARTA et al., 2007). Com a inibi¢ao da sintese de proteinas, ocorre também
o bloqueio da sintese de DNA e, assim, as células proliferativas ndo entram na fase
S do ciclo celular. Tem-se entao o bloqueio do ciclo celular na fase G1 fazendo com
que as células neoplasicas entrem em apoptose (BAPTISTA| 2013). A Figura

mostra o mecanismo de acao da L-asparaginase.
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Figura 2.1: Mecanismo de acao da L-asparaginase. O aminoacido L-asparagina pode
ser obtido através da acado da enzima L-Asparagina Sintetase. A L-asparaginase uti-
liza como substrato a L-asparagina gerando amonia e L-aspartato. Devido aos baixos
niveis da L-Asparagina Sintetase, células leucémicas nao apresentam quantidade su-
ficientes de L-asparagina para sintese de proteinas na presenca da L-asparaginase.
Adaptado de BAPTISTA (2013).

As formulagoes disponiveis no mercado da L-asparaginase para tratamento de
LLA sao provenientes dos microrganismos F. coli e Erwinia chrysanthemi, pois
apresentam uma toxicidade menor quando comparada com a enzima de outras fontes
e, além disso, possuem especificidades imunologicas diferentes (EINSFELDT), 2014)),
sendo assim uma alternativa para pacientes que apresentam hipersensibilidade ao

medicamento.

2.1.1 A L-asparaginase proveniente de Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis é uma bactéria anaerobia Gram-negativa que normalmente
é relacionada com a producao de etanol. Isso porque apresenta propriedades in-
teressantes, como tolerancia a concentracao relativamente alta de etanol e baixo
rendimento de biomassa porém alto rendimento em etanol (CAZETTA et al., 2007).

Devido as suas propriedades terapéuticas, outros estudos, além da producao de
etanol, foram feitos. Reporta-se na literatura a aplicacao de culturas de Z. mobilis
para tratamento de enterocolite e cistite cronicas, e infecgbes ginecologicas (SWINGS
e DE LEY|, 1977)). Além disso, tem sido utilizada no desenvolvimento de probioticos
(JALES et al.l 2007) e na produgao de levana, substancia com atividade antitumoral
(CALAZANS et al., 2000).

O Laboratorio de Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ (localizado na cidade do Rio de Janeiro — Brasil) apresenta diversos

estudos utilizando a bactéria Zymomonas mobilis para producao de varias subs-



tancias, como etanol, acido gliconico, sorbitol e acido lactobionico (ALVES, 1993;
FERRAZ, [1996; FONSECA, 2003; SEVERO JUNIOR, 2008; WILBERG, [1996).
Além disso, o laboratoério vem estudando o cultivo de Z. mobilis visando a producao
da enzima L-asparaginase (ABUD, 2005; EINSFELDT, 2014; PINHEIRO, 2001) e
seu potencial antileucémico (BAPTISTA| 2013)).

PINHEIRO) (2001)) estudou o cultivo da Zymomonas mobilis em meios com L-
asparagina como fonte de nitrogénio para producao da L-asparaginase. No caso do
trabalho de ABUD) (2005) houve a producao da enzima por Z. mobilis em proces-
sos no modo batelada e desenvolvimento do modelo cinético. Além disso, ABUD
(2005) estimou a constante de Michaelis-Menten, K,,, mostrando assim uma alta
afinidade do L-asparaginase produzida pelo substrato. Esse trabalho gerou uma
patente (ABUD et al.) na qual mostrou o processo de producao da L-asparaginase
por Z. mobilis utilizando distintos meios de cultivo e condicoes de fermentacao.
Na literatura foi encontrado outro trabalho, também realizado no Brasil, de NETO
et al. (2006) que teve como objetivo a otimizacao da producao da L-asparaginase por
Z. mobilis usando o planejamento fatorial incompleto, obtendo uma produtividade
maior que [ABUD| (2005)).

No entanto, esses trabalhos mostraram uma baixa produtividade da L-
asparaginase por Z. mobilis e nao mostraram a possivel acao antitumoral da en-
zima. Com o intuito de obter uma produtividade maior, EINSFELDT| (2014)) fez a
clonagem e expressao da L-asparaginase de Zymomonas mobilis em E. coli, e obteve
produtividade superior aos observados nos trabalhos anteriores em meio de cultivo
complexo. Além disso, avaliou as condigoes de expressao da enzima em meio de
cultura definido com glicerol como substrato, utilizando planejamento fatorial fra-
cionado, aumentando a produtividade cerca de 50 vezes quando comparada com o
meio de cultivo complexo.

Através da Tabela é possivel comparar os valores da produtividade obtida
pelos trabalhos citados anteriormente e observar a consideravel diferenca entre o
trabalho de EINSFELDT] (2014)) e os demais, mostrando assim sua grande relevancia
para a producao da L-asparaginase proveniente de Zymomonas mobilis.

No sentido de estudar o potencial antileucémico da L-asparaginase recombinante
de Z. mobilis, BAPTISTA|(2013) avaliou os aspectos citotoxicos e citostaticos desta
enzima sobre linhagens de células leucémicas e amostras priméarias de pacientes diag-
nosticados com LLA. E através de diversas anélises como viabilidade, apoptose, ciclo
celular, entre outras, verificou-se in vitro a eficicia da L-asparaginase recombinante

sobre as amostras estudadas.



Tabela 2.1: Principais trabalhos sobre a L-asparaginase proveniente de Z. mobilis e

a produtividade obtida

Autor

PINHEIRO (2001)

ABUD (2005)

NETO et al. (2006)

Objetivo do trabalho

Estudou o cultivo Z. mobilis em meios com
L-asparagina como fonte de nitrogénio
para producao da L-asparaginase

Producao da enzima por Z. mobilis

em processos no modo batelada e
desenvolvimento do modelo cinético
Otimizacao da producao da L-asparaginase
por Z. mobilis usando o

Produtividade
da L-asparaginase

0,005 UI/mL
em 33h de cultivo

0,016 UI/mL
em 21h de cultivo

planejamento fatorial incompleto
Estudou o potencial antileucémico
BAPTISTA (2013)  da L-asparaginase recombinante de -

Z. mobilis
Clonagem e expressao da L-asparaginase 20,4 UI/mL
BINSIEILDT (2014 de Zymomonas mobilis em E. coli em 16h de cultivo

2.2 Producao de proteinas recombinantes em F.

colr

A producgao de proteinas recombinantes ¢ um mercado multimilionario (MAT-
TANOVICH et al., 2011)), sendo o hospedeiro bacteriano responsavel por aproxima-
damente 30% dos produtos biofarmacéuticos existentes no mercado (OVERTON|
2014). O microrganismo hospedeiro mais utilizado para producdo de muitas pro-
teinas biofarmacéuticas é Escherichia coli (MEADOWS et al.l 2010)), que possui a
plataforma de expressao mais popular (ROSANO e CECCARELLI, 2014)).

Além do organismo hospedeiro, a escolha do vetor de expressao também é uma
parte importante da producao de proteinas recombinantes, pois depende do tamanho
da proteina, do niimero de copias formado, da resisténcia ao antibiotico, entre outras
consideracoes. Em F. coli um dos vetores utilizados é o plasmideo, que sao estruturas
de DNA circular que se replicam separadamente do cromossomo do microrganismo
hospedeiro (LEHNINGER et al., |2005).

Genericamente, o plasmideo apresenta promotor, gene de resisténcia ao antibio-
tico, o sitio de clonagem onde o gene de interesse é inserido, a origem de replicacao
(Figura. Comumente utiliza-se vetores da familia pET que apresentam o sistema
promotor T7, sendo este muito popular na expressao de proteinas recombinantes,

pois representa um caso de sucesso para pelo menos 50% das proteinas celulares
(ROSANO e CECCARELLI, 2014).
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replicagdo

Figura 2.2: Exemplo de um mapa plasmidial em que contém o gene de resisténcia ao
antibiotico, o sitio de clonagem (local onde o gene de interesse é inserido), a origem
de replicacao e o promotor.

Nesse sistema, o gene de interesse é replicado utilizando um promotor que é
reconhecido pela T7 RNA polimerase. A E. coli utilizada para expressao de pro-
teinas recombinantes apresenta uma copia do gene que codifica para essa enzima e
tem um promotor lac em que a RNA polimerase nativa de FE.coli consegue se ligar.
Quando a proteina repressora lac (Lacl) estda presente na sequéncia do operador
lac do DNA da célula hospedeira, a T7 RNA polimerase nao pode ser transcrita e
traduzida (OVERTON)] [2014). Porém, pode-se fazer a inducdo da formagao dessa

polimerase e consequente transcricao do gene de interesse ao inserir no sistema lac-

tose ou seu analogo nao-hidrolisavel isopropil §-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG),
pois esses compostos se ligam a Lacl nao deixando essa proteina se ligar ao DNA de
E. coli (ROSANO e CECCARELLI, [2014). Assim, é possivel controlar a expressio

da proteina recombinante por esse sistema de inducao que pode ser representado na

Figura [2.3



/ Promotor lac \
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Gene
recombinate

Origem de
replicagdo
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(a) Sem inducao
RNA W Lactose
polimerase Promotor lac ou IPTG
E cali
polimerase
T7 Promotor
Gene

recombinate

Vetor pET

>
K Genoma da £ colf /

(b) Com indugao

Figura 2.3: Mecanismo de inducao por lactose ou IPTG no organismo hospedeiro
(Adaptado de OVERTON  (2014)).
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2.3 Analise do Balanco de Fluxos Metabdlicos
(FBA)

A anélise do balango de fluxos metabdlicos (FBA - Flur Balance Analysis) é
uma abordagem de modelagem matematica baseada em restri¢coes para analisar os
fluxos dos metabolitos através da rede metabolica (ORTH et al., 2010). Essas redes
foram reconstruidas para diversos organismos e apresentam todas as reagoes conhe-
cidas do metabolismo. Além disso, o Grupo de Pesquisa de Sistemas Biologicos da
Universidade da California em San Diego (UCSD) validaram mais de trinta modelos
metabolicos em escala gendmica com dados experimentais (MONK] 2016)).

Inicialmente deve-se representar matematicamente as reacoes metabolicas. O ba-
lanco de massa do sistema metabolico é descrito através da matriz estequiométrica
S;.n para n reacoes e m metabolitos (KAUFFMAN et al., 2003). Como pode-se
observar na Figura 2.4 sabendo as reacoes intracelulares e como se da sua este-
quiometria é possivel construir a matriz S e definir os limites do fluxos para cada
uma delas, estes baseados na reversibilidade das reacoes, no conhecimento da ter-
modindmica celular ou medidas experimentais (RAMAN e CHANDRA| 2009). Vale
ressaltar que o sinal do fluxo esté relacionado com o sentido da reacao, se esta for
irreversivel apresentara apenas sinal positivo, porém se for reversivel podera apre-

sentar sinal positivo ou negativo dependendo do sentido em que a reagao ocorre.

dA vy

v

Al -1 -1 001 0 07|y

e e R I S R WA B

Gl Lo 1 —10 0 -1l

dt bs

Balanco de Massa Sujeito Ak Estado Matriz estequiométrica Cinética
estacionario Termodinimica

dA

EZ_Ul_vZ-i-bl 0=S5-v —00 < Py < 05511110

0<v,<o 0<bh, <10

dac

E:VZ_Va_bs

Objetivo:

maximizar b,

Figura 2.4: Construcdo do FBA. A representacdo matematica das reagoes metabo-
licas se da ao utilizar os fluxos dessas reacoes, construir a matriz estequiométrica,
definir os limites dos fluxos e o objetivo. (Adaptado de KAUFFMAN et al.| (2003)))

A abordagem do FBA considera o estado pseudo-estacionéario para o metabolismo
intracelular, assumindo um rapido equilibrio das concentragoes dos metaboélicos em
relacdo as perturbacoes extracelulares (HJERSTED e HENSON, 2006; SANCHEZ
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et al., 2014; VAN IMPE et al.. 2013). Assim, tendo formulado os balangos de massa,
o proximo passo ¢ resolver o problema de programacao linear tendo como funcao
objetivo um determinado fluxo, como por exemplo a taxa especifica de crescimento, a
producao ou consumo de ATP, a taxa de producao de determinado produto ou taxa
de consumo de determinado nutriente (GIANCHANDANTI et al), 2010; [VARGAS
et al.,2011). Outra fung@o objetivo que se pode considerar é o principio da méxima
eficiéncia enzimatica (FENG et al., 2012; HOLZHUTTER, 2004; SANCHEZ et al.,
2014; [SCHUETZ et al., 2012), em que faz-se a minimizacao da soma do quadrado
dos fluxos. Esses problemas de otimizacao podem ser escritos da seguinte forma:
mvin Z
sujeito a: S-v=0 (2.1)
a; <v; < b

em que Z é a funcao objetivo, S é a matriz estequiométrica, v é o vetor dos fluxos das
reacoes da rede metabélica e a; e b; sao os limites inferior e superior, respectivamente,
dos fluxos para cada reacao .

Como resultado da otimizacao se obtém a distribuicao de fluxos da rede metabo-
lica. As restricoes que o balanco de massa impoe através da matriz estequiométrica S
e dos limites inferior e superior dos fluxos definem um espaco de solucoes admissivel
(Figura , podendo assim encontrar uma solucao 6tima dependendo da fungao
objetivo (Figura . Esse é o conceito da modelagem baseada em restricoes.

Figura 2.5: Conceito da modelagem baseada em restricoes do FBA. Através dos
limites dos fluxos constrdi-se o espago de solu¢des com essas restrigoes (a) e ao
resolver o problema de otimiza¢do obtém-se a solugao otima (b). Adaptado de
ORTH et al. (2010).

Nos ultimos anos houve um crescimento no ntmero de softwares utilizados

12



para a analise do balanco de fluxos metabolicos (FBA), tendo hoje mais de
vinte aplica¢oes disponiveis (LAKSHMANAN et al) 2012). A classificacao des-
ses softwares em trés grupos foi feita por LAKSHMANAN et al| (2012), em que
o primeiro apresenta aplicacoes que podem ser utilizadas de forma independente,
sendo instalada no computador do usuario e utilizando localmente; o segundo
com aplicagoes baseada em toolboz, onde sao necessarios outros softwares como,
por exemplo, MATLAB (http://www.mathworks.com/products/matlab/), Mathe-
matica (http://www.wolfram.com/mathematica/); e o terceiro e tltimo grupo com
aplicacoes que podem ser acessadas online. A Tabela lista alguns softwares dos

grupos descritos acima.

Tabela 2.2: Softwares utilizados no FBA. Fonte:LAKSHMANAN et al.| (2012)

Tipo Nome Referéncia

Aplicacao independente

OptFlux ROCHA et al.|(2010)
SBRT WRIGHT ¢ WAGNER] (2008)
MetaFluxNet LEE et al.|(2003)
BioOpt CVIJOVIC et al.|(2010)
SurreyFBA GEVORGYAN et al.|(2011)
FASIMU HOPPE et al.| (2011)
GEMSIRV LIAO et al|(2012)
Baseado em toolbox
CellNetAnalyzer STEFFEN et al.[(2007)
COBRA Toolbox  [SCHELLENBERGER ef al.| (2012)
SNAToolbox URBANCZIK| (2006)
FBA-SimVis GRAFAHREND-BELAU et al.|(2009)
MetaFlux LATENDRESSE ef al| (2012)
Com acesso online
CycSim LE FEVRE et al.|(2009)
WEDbcoli JUNG et al.|(2009)
GSMN-TB BESTE et al.|(2007)
Acorn SROKA et al. (2011)
Model SEED HENRY ef al.| (2010)
FAME BOELE et al.| (2012)
MicrobesFlux FENG et al.| (2012)
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2.4 Analise Dinamica de Fluxos Metabdlicos

Tendo em vista que entender a dinamica do metabolismo celular em escala in-
dustrial é fundamental para o projeto, controle e a otimizacao de processos bio-
tecnologicos (ANTONIEWICZ, 2013), uma importante abordagem apareceu para
caracterizar o estado dinamico do sistema intracelular, a analise do balango de flu-
x0s metabolicos dinamica (dFBA).

Essa abordagem, que é uma extensao do FBA, se baseia no estado pseudo-
estacionario para o metabolismo intracelular e dinamico para o meio extracelular
(ANTONIEWICZ, [2013)), ou seja, assume-se que as concentragoes dos metabolitos
intracelulares se equilibram rapidamente em relagao as pertubacoes extracelulares
(HJERSTED e HENSON, 2006; SANCHEZ et al., 2014; VAN IMPE et al., 2013).
Além disso, é obtida na auséncia de dados da cinética enzimatica e com poucas
informagdes relacionadas ao processo regulatorio celular (HJERSTED e HENSON]|
2006).

Através do FBA apenas se obtém a distribuicao dos fluxos metabodlicos, nao
mostrando as caracteristicas dindmicas dos fluxos, porém poderé indicar a mudanca
instantanea desses fluxos metabolicos (MAHADEVAN et al.l[2002). Assim, as restri-
¢oes relacionadas com as mudancas dos fluxos devem ser introduzidas no problema.
Dessa forma, o modelo do metabolismo intracelular acoplado ao balanco de massa
dindmico dos substratos e produtos extracelulares através da cinética de consumo
do substrato e da taxa de liberacao do produto podera predizer o comportamento
celular transiente (HJERSTED e HENSON]| [2006)).

Existem trés abordagens para a resolucao do problema da anéalise dinamica do
balan¢o de fluxos (dFBA). A primeira é a abordagem da otimizac¢do dinamica
em que envolve a otimizacao ao longo de todo o periodo do tempo de interesse para
obter perfis temporais para os fluxos e metabolitos (Figura . Esse problema
de otimizagao dinamica pode ser discretizado transformando-o em um problema de
programacao nao-linear (NLP) e ser resolvido por métodos de otimizagao adequados
(MAHADEVAN et al., [2002)).

J& a segunda é a abordagem de otimizacao estatica em que envolve a divi-
sao do tempo em véarios intervalos e a solucao da otimizagao instantanea no inicio
de cada intervalo de tempo, seguido por uma integracao ao longo desse intervalo
(Figura . O problema pode ser resolvido ao fazer a otimizagao do problema
de programagao linear (LP) repetidamente para cada intervalo de tempo, obtendo a
distribui¢ao de fluxos em um determinado instante de tempo (MAHADEVAN et al.,
2002).

A abordagem da otimizacao estatica apresenta a desvantagem de precisar de um

compromisso entre o tamanho pequeno do passo e o tempo computacional (HOFF-
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NER et al. 2013). Porém, o nimero de variaveis a ser resolvido é bem menor em
comparacao a primeira abordagem e, além disso, o problema de otimizacao ¢ um
LP, sendo o oposto ao NLP da abordagem dinamica (MAHADEVAN et al., [2002)).
A medida que a rede metabolica aumenta, o nimero de variaveis e restricoes au-
mentam proporcionalmente no NLP e, assim, a abordagem dinamica fica limitada
4 modelos metabolicos de pequena escala (HOFFNER et al., [2013; MAHADEVAN
et al.,2002). Entao, a abordagem estatica terd uma aplicabilidade melhor nos casos
de redes metabodlicas de larga escala.

A terceira é a abordagem direta (Figura em que se resolve simultanea-
mente o problema de programacao linear (LP) e as equagoes diferenciais ordinarias,
normalmente utilizando métodos implicitos de integragao com tamanho do passo de
tempo adaptativo para controle de erros (GOMEZ et al., 2014; HOFFNER et al.,
2013). Algumas dificuldades podem ser encontradas nessa implementacdo, como
nao obter um vetor solugao tnico para o LP, rigidez e quando o LP se torna inviével
proximo ao limite de viabilidade.

A reformulacao do LP como um sistema algébrico e integracdo de um sistema
algébrico-diferencial e a utilizacao da otimizagao lexicogréafica para obter o vetor
de fluxos 6timo ja foi proposta (GOMEZ et al, 2014; HARWOOD et all, [2015;
HOFFNER et al.,[2013), de forma a enfrentar os desafios ditos anteriormente. Nesta
reformulagdo, um problema de otimizacao multi-objetivo é resolvido pelo método da
priorizacao de objetivos de forma sequencial, usando como restri¢coes adicionais as

solucoes 6timas das funcoes objetivos ja otimizadas.
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(c) Abordagem da otimizag¢ao dinamica

Figura 2.6: Abordagens para resolu¢ao do dFBA.
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2.5 Otimizacao Multiobjetivo

A otimizacao multiobjetivo é um problema com dois ou mais objetivos que devem
ser otimizados simultaneamente. Nesse caso, a solucao se difere da otimizacao mono-
objetivo. Para um problema multi-objetivo serd obtido um conjunto de solucoes
Otimas que satisfaga as restricoes e otimize as fungoes-objetivo. Esse conjunto de
solucoes é chamado de Pareto.

Ha o espaco de variaveis e o de objetivos na otimiza¢ao multiobjetivo (AZUMA]
2011). O espaco de variaveis é onde se encontra o conjunto de solugoes do problema.
Enquanto o espago de objetivos é formado pelas funcoes-objetivos a partir das va-
ridveis de decisao, formando um conjunto de Pareto que é denominado fronteira

Pareto-6tima (Figura [2.7).

f®)
A
X1

Espago de
varidveis f, ! Espaco de

! ' objetivos

X2 \\\\\ \\\\\“*>——~
el Fronténja
, Pareto-dtima
fy

X3

Figura 2.7: Conjunto de solucoes do espago de variaveis e espaco de objetivos no
problema multi-objetivo.

Existem algumas abordagens classicas de resolucao de problemas de otimizacao
multiobjetivo como o método da soma ponderada e do e-restrito que serao descritas

a seguir.

Método da soma ponderada

O problema multiobjetivo normalmente é resolvido combinando multiplos ob-
jetivos em um tnica funcao escalar objetivo. FEssa abordagem é conhecida como
método da soma ponderada. De forma mais detalhada, esse método minimiza a

soma ponderada dos objetivos, como formulado abaixo:

min Y w; fi(x)
2?21 w; =1

w; >0,i=1,...n
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em que w; é o peso de cada funcdo objetivo f;(z).

Fronteira
, Pareto-6tima

f,
Figura 2.8: Representacao grafica do método da soma ponderada.

Um tnico ponto na curva de Pareto ¢ obtido ao considerar determinado vetor
peso (Figura , ou seja, uma solucao 6tima é obtida para um conjunto definido de
pesos para as fungoes objetivos. Um solucao 6tima eficiente é obtida para problemas
multiobjetivos que apresentam a curva de Pareto convexa (EHRGOTT, 2006). O
método nao é capaz de determinar todas solugoes para casos nao-convexos da curva
de Pareto.

Método c-restrito

Um dos métodos considerados mais populares para encontrar solucoes eficientes
em otimizagao multiobjetivo é o e-restrito (EHRGOTT, 2006), que foi proposto
por CHANKONG e HAIMES| (1983). Nesse método, uma das fung¢oes-objetivo
¢ escolhida para ser otimizada e as outras serao restricoes do problema. Dessa
forma, os métodos classicos de resolucao para a otimizacao mono-objetivo podem
ser aplicados.

O problema pode ser formulado da seguinte forma:

em que cada ¢;, definido pelo usuario, seré o limite maximo para cada funcao objetivo

fi(z). Para cada valor de ¢; escolhido, obtém-se uma solugao Pareto-6tima (Figura

29).
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Fronteira
» Pareto-6tima

Figura 2.9: Representacao grafica do método e-restrito.

Assim, o método pode ser utilizado para diferentes espacos de objetivos, convexo,
nao-convexo e discreto. Entretanto, ao definir o vetor ¢ deve-se considerar valores

factiveis para cada funcao objetivo.

2.6 Consideracoes finais

Através da revisao bibliografica feita nesse capitulo foi possivel entender a im-
portancia da L-asparaginase no tratamento da LLA e da obtencao desse biofarmaco
de diferentes fontes. Além disso, mostrou-se que a Z. mobilis € uma alternativa para
a producao da L-asparaginase devido suas propriedades terapéuticas e que [EKINS-
FELDT| (2014) obteve uma alta produtividade da enzima recombinante expressa
em E. coli quando comparada com os demais trabalhos e BAPTISTA (2013) verifi-
cou o potencial antileucémica da enzima recombinante. Dessa forma, como, para a
producao de proteinas recombinantes, obter informacoes sobre o comportamento do
metabolismo intracelular tem grande relevancia, a abordagem matematica conside-
rando o dFBA é uma interessante ferramente a ser utilizada. Assim, nos capitulos
a seguir a construcao do modelo metabolico e a formulagao do modelo matematico

proposto sao apresentados.
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Capitulo 3
Construcao do modelo metabdlico

Esse capitulo apresenta a construgao do modelo metabodlico que sera utilizado no
modelo dindmico proposto exposto no Capitulo 4l Além das hipoteses consideradas

e algumas anélises de forma a mostrar sua consisténcia.

3.1 Rede metabolica de E. colz

O genoma de E. coli(MG 1655) ja foi completamente sequenciado e é um dos
organismos mais bem caracterizados e estudados, além de ser de grande interesse
industrial (EDWARDS e PALSSON| [2000; [REED et al., [2003). No sentido de ob-
ter modelos que possam prever o metabolismo de FE. coli, reconstrucoes de modelos
metabdlicos que considerem a modelagem in silico integrada com distintos dados,
como genodmico (relativo ao genoma), transcriptomico (relativo a transcri¢do), me-
tabolomico (relativo aos metabolitos) e proteémico (relativo ao proteoma) tém sido
propostos nos tltimos anos (ARCHER et al., [2011; EDWARDS e PALSSON; [2000;
FEIST et al., [2007; ORTH et al., [2011; REED et al., 2003]).

Atualizagoes foram feitas, assim como mostrado na Tabela [3.1] de forma a obter

maiores informagoes sobre genes, metabdlitos e reacoes do metabolismo da FE. coli.

Tabela 3.1: Reconstrugoes de redes metabdlicas em escala genomica disponiveis de
E. coli. Fonte: |[FEIST et al.| (2009).

Genes

Versao i  Metabolitos Reagoes Compartimentos Referéncia
do Modelo
K-12 iJR904 904 625 931 2 (d']4) REED et al.|(2003)
K-12 MG1655 1iJE660 660 438 627 2 (c,e EDWARDS e PALSSON (2000)
K-12 MG1655 iAF1260 1260 1039 2077 3 (c,e,1 B) FEIST et al.|(2007)
K-12 MG1655  1JO1366 1366 1136 2251 3(c,e,p ORTH et al.|(2011)
W (ATCC 9637) iCA1273 1273 1111 2477 3 (c,e,p) ARCHER et al.|(2011)

Leitoplasma,

2extracelular

3periplasma
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Nesse sentido, foi considerado nesse trabalho o modelo 1JO1366 de ORTH et al.
(2011), por ser o mais completo modelo para a bactéria E. coli, como base para a
construcao metabolica considerando a formacao do plasmideo e expressao da enzima,

L-asparaginase recombinante.

3.2 Inclusao de reacoes no modelo metabdlico

Para que o modelo metabdlico possa predizer a expressao da L-asparaginase
recombinante é necessario considerar a reacao de formacao do plasmideo que con-
tenha o gene da proteina recombinante, a reacao para formar a enzima e a inducao
da expressao enzimatica.

A adicao das reagoes no modelo, descritas a seguir, foram feitas uti-
lizando a toolbox COBRA (Constraint-Based Reconstruction and Analy-
sis) (SCHELLENBERGER et al., 2012).

3.2.1 Reagao para formagao do plasmideo

O plasmideo é um DNA circular e assim na reacao de sua formacao utiliza-se os
trifosfato deoxiribonucleosideos (ANTPs). Nesse trabalho foi considerado o plasmi-
deo pET-28b, também utilizado por EINSFELDT| (2014) na expressao enzimética,
e para adicionar a sua reacao é necessario saber a estequiometria para cada um dos
quatro dNTPs e, além disso, que 1,36mol de ATP é requerido por mol de dNTP
por polimerizacdo (CUNNINGHAM et al., [2009). A construgdo dessa reagao foi

detalhada no Apéndice [Bl Assim, a reacao obtida pode ser escrita como a seguir:

1575 dATP + 1678 dCTP + 1712 dG'TP + 1554 dT'T P + 8866 AT P
— 1/2 Plasmideo + 6519 PP

em que dAT P é composto trifosfato deoxiadenosina, dCT P, trifosfato deoxicitosina,
dGT P, trifosfato deoxiguanosina, d1T P, trifosfato deoxitimidina e P Pi, pirofosfato.

3.2.2 Reacao para a formacgao da L-asparaginase

Para adicionar a reagao para formacao da enzima foi necessario saber a com-
posicao de aminoacidos e estabelecer que 4,324mol de ATP é requerido por mol de
aminoacido por polimerizagao (CUNNINGHAM et al., 2009). A construcao dessa

reacao foi detalhada no Apéndice [C|e assim a reacao obtida considerando os precur-
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sores dos aminoécidos foi:

54 3PG + 56 a KG +1582,6 ATP + 17 EAP +81 NADPH + 97 OAA+
17T PEP + 134 PYR+ 7 R5P — 56 NADH + L-asparaginase

em que 3PG é o composto 3-fosfoglicerato, a K G, a-cetoglutarato, F4P, eritrose-4-
fosfato, NADPH | difosfopiridina nucleotideo fosfato reduzido, OAA, oxalacetato,
PEP, fosfoenolpiruvato, PY R, piruvato, R5P, ribose-5-fosfato e NADH, difosfo-

piridina nucleotideo reduzido.

3.3 Estratégia para a indugao enzimatica

A inducao da expressao enzimatica ocorre na presenca do indutor, a lactose, como
mostrado na Figura Sem a presenca do indutor ha a repressao da expressao

génica (Figura, porém na presenca de lactose tem-se a producao das proteinas
recombinantes (Figura [3.1b)).

) Sem lactose no meio

' S Expressdo génica,
Proteinas produzidas

(b) Presenca de lactose no meio

Figura 3.1: Indugao da expressao enzimatica com lactose.

Para considerar esse fenomeno foi proposta a formacao do plasmideo asterisco
obtido na presenca de lactose e apenas esse componente poderia formar a enzima

recombinante posteriormente. Dessa forma, a seguinte reacao foi incluida ao modelo:
Plasmideo + lactose — Plasmideo®

Para acoplar a producao da enzima recombinante com a sintese do plasmideo
considera-se uma relacao entre os fluxos dessas reacoes como é mostrado na proxima

Secao.
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3.4 Analise do balanco de fluxos (FBA)

Tendo em vista que é de grande importancia observar a consisténcia do modelo,
algumas analises do balan¢o de fluxos metabdlicos (FBA) foram realizadas tendo
como objetivo a maximizacao da taxa especifica de crescimento celular e do fluxo
de plasmideo.

Inicialmente, uma nova restricdo é considerada onde o fluxo da L-asparaginase

esta relacionada linearmente com o fluxo do plasmideo como a seguir:
Vasp = O * Uplasmid*

em que « |mmol L-asparaginase/mmol de plasmideo| representa o produto das ati-
vidades transcricional (nimero de transcritos por gene) e translacional (nimero de
ribossomos por transcrigao) (CUNNINGHAM et al.,[2009)). Numa perspectiva quan-
titativa, o valor de « serd considerado para a producao proteica totalmente ativa,
ou seja, na presenca de lactose.

Assim, a formulacao do problema pode ser descrita da seguinte forma:

min Z
v

sujeitoa: S-v =0 (3.1)

Vasp = O * Uplasmid*
a; <v; < by

em que Z ¢é a funcao objetivo, S é a matriz estequiométrica, v é o vetor dos fluxos das
reacoes da rede metabolica, v, é 0 fluxo da reagao de formacao da L-asparaginase,
Uplasmid= € 0 fluxo da reacao de formacao do plasmideo asterisco descrito anterior-
mente, o ¢ um parametro associado as atividades transcricional e translacional como
dito acima e a; e b; sao os limites inferior e superior, respectivamente, dos fluxos
para cada reacao 1.

Tendo como objetivo a maximizacao do fluxo do plasmideo, foram feitas variacoes
nos fluxos de oxigénio, condicoes aerobia e anaerobia, lactose, glicerol e no parametro
alfa, no sentido de observar a resposta da rede metabdlica a essas mudancgas. As
consideracoes para anélise em questao estao expostas na Tabela

Outra funcao objetivo utilizada foi considerando o principio da maxima eficién-
cia enzimatica (FENG et al., 2012; HOLZHUTTER), [2004; SANCHEZ et al., 2014;
SCHUETZ et al., 2012), em que faz-se a minimizagdo da soma do quadrado dos
fluxos. Assim, para a formulacao do problema [3.1] considera-se a seguinte funcao
objetivo: Z = > v?. Porém, para essa fungao objetivo foram adicionadas restrigoes
para a taxa especifica de crescimento celular e para o fluxo de plasmideo, em que

foram considerados valores constantes. Para essa funcao objetivo foi feita a anélise
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para condigbes aerobias (vp, = —10) e anaerdbias (vp, = 0).

Tabela 3.2: Analise dos fluxos ao variar o parametro alfa e os fluxos de oxigénio,
lactose e glicerol.

Vo, WUiactose Uglicerol &

1. Variacao do limite inferior do fluxo de oxigénio _? 0 -4 -8 100
2. Variac¢ao do limite inferior do fluxo de oxigénio e do parametro alfa _? 0 -4 -8 580
3. Variacao do limite inferior dos fluxos de oxigénio e lactose _? 0 __110 -8 100
4. Variagao do limite inferior dos fluxos de oxigénio e glicerol _? 0 -4 __280 100

3.5 Resultados e Discussao

Para que o modelo metabolico seja considerado no modelo dinamico para forma-
cao da enzima recombinante, deve-se garantir que este represente adequadamente o
metabolismo celular. Assim, algumas analises para o modelo metabélico construido,
descritas na secao anterior, sao discutidas. Tendo como objetivo a maximizagao do
fluxo do plasmideo, foram feitas analises dos fluxos considerando condigoes aerdbi-
cas e anaerobias, além de variar o parametro alfa e os fluxos de oxigénio, lactose e
glicerol. Para a fungao objetivo que considera o principio da maxima eficiéncia enzi-
matica analisou-se as condicoes em aerobiose e anaerobiose. Através da otimizacao
foi obtida a distribuicao dos fluxos de cerca de 2000 reacoes para cada condicao,
porém foram analisados apenas alguns fluxos de interesse. As subsecOes a seguir

mostram cada uma dessas anéalises.

3.5.1 Condicao aerdbia e anaerdbia
Maximizacao do fluxo do plasmideo

Sabe-se que o metabolismo celular responde de forma distinta em condicoes na
presenca ou auséncia de oxigénio. Dessa forma, ao maximizar o fluxo plasmidial e
considerar essas duas condicoes, a distribuicao de fluxos metabolicos foi gerada para
2251 reacoes e a Tabela [3.3] com reagoes da glicolise, do ciclo do acido citrico, da
formacgao da asparaginase e do plasmideo e seus respectivos fluxos, foi construida.
Os mesmos dados da tabela foram mostrados nas Iiguras 3.2 e|3.3| de forma a obter
uma melhor visualizacao.

O oxigénio ¢é aceptor final de elétrons da cadeia respiratoria, importante compo-
nente para que a alta geracao de energia ocorra nessa etapa. Como para a formacao

do plasmideo é necesséria grande quantidade de energia (ATP), ao maximizar o fluxo
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de plasmideo o metabolismo se comporta no sentido de formar os componentes que
o geram, ATP e nucleotideos.

Como pode-se observar na Tabela[3.3] o fluxo de plasmideo é maior na condi¢ao
aerobia do que na anaerobia. Na auséncia de oxigénio, o rendimento energético é
baixo quando comparado & respiracao aerobia. Assim, como para a formacao do
plasmideo é necessaria um quantidade alta de energia (ATP), o fluxo de formacao
desse componente devera ser menor em condi¢oes anaerdObicas como mostrado na
analise.

Nesse sentido, fluxos maiores para as reacoes da glicolise sao obtidos quando em
anaerobiose devido também & formacao de energia nessa fase, além da reacao do
ciclo do acido citrico com alto fluxo para formacao do succinato e ATP. As reacoes
do ciclo de Krebs nao ficam tao ativas como na aerobiose, pois os produtos dessa
fase nao sao utilizados na fosforilacao oxidativa.

Vale ressaltar que os fluxos maximos para a formacao do plasmideo obtidos nas
duas condicoes, aerébia e anaerébia, sao maiores que o maximo obtido experimental-
mente (WILLIAMS et al.,|2009)), sendo cinco e quinze vezes maior, respectivamente.
Portanto, os fluxos obtidos nessa andlise nao sao condizentes com a realidade, mas
mostram na verdade o sentido em que o metabolismo responde na condicao apre-

sentada.
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Tabela 3.3: Fluxos de algumas reacoes metabdlicas para a maximizagao do fluxo do
plasmideo em condicoes aerdbias e anaerdbias.

Fluxo anaerobio  Fluxo aerdbio

Reacao metabolica (mmol/gDW h)  (mmol /gDW h)

ATP + Glyc — ADP+ Glyc3p + H 8,0 8,0
Glyc3p + NADP = Dhap +H+ NADPH 8,0 8,0

Dhap = G3p 15,1 13,5

G3p+ NAD + Pi = 13dpg +H +NADH 21,9 17,9

3pg+ ATP = 13dpg + ADP - 21,9 -17.9

2pg = 3pg -20,7 -14,4

2pg = Hy,O + PEP 20,7 14,4

ADP+ H + PEP — ATP+ PYR 20,5 8,3

COy+ Hy0 + PEP — H + OAA + Pi 0,20 0,45
lac-D + NAD = H + NADH~+ PYR 0 0
CoA + PYR — AcCoA + CO, + NADH 0 0

CoA + PYR — AcCoAlc| + FOR 25,9 14,4
AcCoA + Pi = Actp + CoA 7,6 9,3

Ac + ATP = Actp + ADP -7,6 -9,3

AcCoA+ H,O + OAA — CIT+ CoA + H 0,04 0,11

ICIT + NADP = aKG + CO; + NADPH 0,04 0,11
aKG+ CoA + NAD — CO, +NADH+ SucCoA 0 0
ATP—+ CoA + Succ = ADP + Pi 4+ SucCoA -1000 0
Q8+ Succ — FUM + Q8h2 0 0

FUM + H,O = Mal-L 24 6,9

Mal-L+ NAD = H + NADH + OAA 2,4 6,9

1575 dATP + 1678 dCTP + 1712 dGTP
+1554 dTTP + 8866 ATP — 1/2 Plasmid + 6519 PPi
54 3PG + 56 a KG + 1582,6 AT P + 17 E4P
+81 NADPH +97 OAA+ 17 PEP + 134 PYR 6,4-10~4 2,0-1073
+7 R5P — 56 NADH + L — asparaginase

1,28 -10~° 3,7 1075
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Principio da Maxima Eficiéncia Enziméatica

Esse principio considera que devido a selecao natural durante a evolugao, as
células conseguiram realizar funcdes vitais com o minimo de esforco (HOLZHUT-
TER, 2004)) e assim postular esse principio da minimizacao dos fluxos metabdlicos.
Dessa forma, ao considerar essa funcao objetivo, a distribuicao de fluxos estacio-
naria obtida estard mostrando o estado metabolico de uma forma global, nao mais
maximizando um determinado fluxo.

Para essa analise foi considerado constante o valor do fluxo de plasmideo em
1,0 -107% mmol /gDW h, valor consistente com o observado experimentalmente por
WILLIAMS et al.| (2009). Para a taxa especifica de crescimento celular considerou-
se 80% do valor maximo calculado para as mesmas condicoes, ou seja, 0,6 h=1. Ao
minimizar a soma do quadrado dos fluxos, a distribuicao dos fluxos foi gerada e
algumas reacoes com seus respectivos fluxos foram mostradas na Tabela Os
mesmos dados da tabela foram mostrados nas Figuras e de forma a ter um
melhor entendimento.

Pode-se observar que os fluxos referentes a glicolise para a condicao anaerdbia
sao maiores quando comparado com aqueles para a condicao aerébia, considerando
o mesmo fluxo de formacao de plasmideo. Isso se deve a formacao mais rapida de
ATP na etapa da glicolise sendo que em anaerobiose nao tera a alta quantidade de
ATP gerada na cadeia respiratoria. Além disso, deve-se considerar a necessidade de
energia para um fluxo constante de plasmideo proposta nessa analise.

J& no caso das reagoes do ciclo de Krebs a situacao se inverte, fluxos menores
sao observados na anaerobiose em relagao a condicao aerobia. Isso ocorre pois, na
presenca de oxigénio, as reagoes desse ciclo geram principalmente NADH e succinato
que sao utilizados na cadeia respiratoria para geragao de ATP. J4 na condi¢ao ana-
erobia fluxos menores sao obtidos para as reagoes do ciclo do acido citrico quando

comparado & aerobiose, pois nessa condi¢ao nao ocorrera a fosforilacao oxidativa.
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Tabela 3.4: Fluxos de algumas reagoes metabodlicas a0 minimizar a soma do qua-
drado dos fluxos em condi¢oes aerdbias e anaerobias.

Fluxo anaerobio  Fluxo aerdbio

Reagao metabolica (mmol/gDW h)  (mmol/gDW h)

ATP + Glyc — ADP+ Glyc3p + H 5,2 0,63
Glyc3p + NADP = Dhap +H-+ NADPH 5,1 0,5
Dhap = G3p 17,7 6,9
G3p+ NAD + Pi = 13dpg +H +NADH 21,4 14,0
3pg+ ATP = 13dpg + ADP -21,5 -14.,0
2pg = 3pg -21,1 -13,0
2pg = Hy,O + PEP 21,1 12,9
ADP+ H + PEP — ATP+ PYR 11,0 6,3
COs+ Hs0O + PEP — H + OAA + Pi 0,74 1,9
lac-D + NAD = H + NADH+ PYR -3,2 8,9-10712
NAD + CoA + PYR — AcCoA + CO, + NADH 1,1 4,6
CoA + PYR — AcCoA|c| + FOR 12,8 4,1
AcCoA + Pi = Actp + CoA 2,8 Byl
Ac + ATP = Actp + ADP -2,8 -5,1
AcCoA+ H,O + OAA — CIT+ CoA + H 0,24 1,2
ICIT + NADP = oKG + CO; + NADPH 0,24 1,2
aKG+ CoA + NAD — CO, +NADH+ SucCoA 6,3-10712 0,53
ATP-+ CoA + Succ = ADP + Pi + SucCoA 0,08 0,20
Q8+ Succ — FUM + Q8h2 3,7-1071¢ 6,0
FUM + H,O = Mal-L 0,17 1,2
Mal-L+ NAD = H + NADH + OAA 0,17 1,2

)

1575 dATP + 1678 dCTP + 1712 dGTP
+1554 dTTP + 8866 ATP — 1/2 Plasmid + 6519 PPi
54 3PG + 56 a KG + 1582,6 AT P + 17 E4P
+81 NADPH +97 OAA+ 17 PEP + 134 PYR 1,0-1078 1,0-1078
+7 R5P — 56 NADH + L — asparaginase

1,0 1076 1,0 .10
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Figura 3.4: Fluxos [mmol/gDW h| das reagdes metabolicas ao minimizar a soma do
quadrado dos fluxos numa condigao aerobia.

31



| - |

1L<

21,5

21,5 “C [:}7 1,0 x 108 %]

[ Fostoenolpinvato

nucleotideos 21,1 ﬂ

Ciclo de
Krebs

/
Aminoacidos, E]

nucleotideos
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3.5.2 Variacao dos fluxos de oxigénio e lactose
Maximizacao do fluxo de plasmideo

Tendo em vista a importancia do oxigénio para o processo, como mostrado an-
teriormente, e da lactose por ser um indutor para a expressao da L-asparaginase, a
variacao dos fluxos desses componentes foi analisada para fluxos de algumas reagoes
de interesse ao maximizar o fluxo de plasmideo.

Como pode-se observar na Figura para maiores fluxos de consumo de lactose
e oxigénio, os fluxos de plasmideo e asparaginase sao os maximos para a faixa es-
tudada. Como para a formacao da asparaginase e do plasmideo grande quantidade
energia ¢ requerida, explica-se um maior fluxo desses componentes para maiores
fluxos de oxigénio. No caso da lactose, além de ser um indutor da expressao enzi-

mética, também pode ser uma fonte de carbono para a célula, nao desconsiderado

nesse caso.
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Figura 3.6: Analise dos fluxos [mmol/gDW h| de plasmideo (a) e L-asparaginase (b)
para a variacao dos fluxos de oxigénio e lactose tendo como objetivo a maximizacao
do fluxo do plasmideo.

Tendo em vista que os precursores dos aminoacidos utilizados para a formacao da
L-asparaginase impactam diretamente o metabolismo central, como, por exemplo,
o oxalacetato, fosfoenolpiruvato e o a-cetoglutarato, e que é necessaria a geracao de
ATP para formar a enzima e o plasmideo, as seguintes reacoes da Tabela foram

analisadas:
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Tabela 3.5: Reacoes analisadas ao variar os fluxos de oxigénio e lactose tendo como
objetivo maximizar o fluxo de plasmideo.

Sigla Reacao
ACKr  Ac+ ATP = Actp+ ADP
LDH D lac— D+ NAD =H+ NADH + PYR
MDH Mal—-L+ NAD = H + NADH + OAA
PPC CO; + H,O+ PEP —- H+ OAA+ Pi
CS AcCoA+ H,O+ OAA — CIT +CoA+ H
ICDHyr ICIT + NADP = aKG+ COy+ NADPH

Para as reacgoes referente a formacao de acetato e lactato (ACKr e LDH_D)
em que os graficos estao na Figura a medida que os fluxos de oxigénio e lactose
aumentam o fluxo de formagao de acetato também aumenta, tendo a mesma situacao
para o plasmideo e asparaginase. Isso mostra que a formacao de ATP por essa reacao
tem grande importancia para formar esses componentes, ja que necessitam de energia

para sua geracao.
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Figura 3.7: Anélise dos fluxos [mmol/gDW h| de acetato (a) e lactato (b) para a
variacao dos fluxos de oxigénio e lactose, tendo como objetivo a maximizacao do
fluxo do plasmideo.

Além disso, a necessidade de formar o acetato e consequentemente ATP ocorre
devido a provavel quantidade insuficiente de energia gerada através da cadeia respi-
ratoria utilizando o oxigénio como aceptor final de elétrons para que haja a formacao
do plasmideo e da enzima.

No caso do fluxo de formacao de lactato nao houve alteracoes, permanecendo
nulo para toda a faixa estudada. Essa reacao utiliza o piruvato como reagente para

formar NAD e lactato, porém como hé alta demanda de energia ao invés de formar
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lactato, forma-se Acetil-Coa, importante componente do ciclo do acido citrico e para
formacao do acetato e ATP, rotas mais visadas nessa situacao.

No caso das reagoes para formagao do oxalacetato (MDH e PPC) que utilizam
como reagente o malato e o fosfoenolpiruvato, respectivamente, os graficos obtidos
ao variar os fluxos de oxigénio e lactose estao na Figura [3.8] O oxalacetato é um
importante componente pois participa da formagao tanto de aminoacidos quanto de
nucleotideos que sao usados para compor a enzima e o plasmideo.

O que se observa é que para fluxos altos de oxigénio e lactose, obtém-se maiores
fluxos para as duas reacoes da anélise e para essa mesma situacao os fluxos de
plasmideo e asparaginase também sao maiores na faixa de estudo. Dessa forma,
pode-se correlacionar a geragao da asparaginase e do plasmideo com a formagao do

oxalacetato.
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Figura 3.8: Analise dos fluxos [mmol/gDW h| para formagao de oxalacetato a partir
de malato (a) e fosfosenolpiruvato (b) para a variacao dos fluxos de oxigénio e lactose,
tendo como objetivo a maximizacao do fluxo do plasmideo.

As reagbes para formagao de citrato e a-cetoglutarato (CS e ICDHyr, respecti-
vamente) fazem parte do ciclo do acido citrico e de forma sequencial, estando assim
completamente correlacionadas. Isso pode ser observado nos graficos da Figura |3.9
em que apresentam valores de fluxos e tendéncias idénticas.

Além disso, pode-se observar que para maiores fluxos de lactose e oxigénio, fluxos
maiores também sao observados para formacao de citrato e a-cetoglutarato, tendo
a mesma situacao tanto para a formacao do plasmideo e da asparaginase. Como o
a-cetoglutarato ¢ um dos precursores para a formacao de aminoécido, ao maximizar
o fluxo de plasmideo e consequentemente o fluxo de asparaginase, além de energia

sao necessarios os componentes para formacgao dos aminoacidos.
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Figura 3.9: Anélise dos fluxos [mmol/gDW h| para formacao de citrato (a) e a-
cetoglutarato (b) para a variacao dos fluxos de oxigénio e lactose, tendo como obje-
tivo a maximizacao do fluxo do plasmideo.

3.5.3 Variacao do fluxo de oxigénio e do parametro alfa
Maximizacao do fluxo de plasmideo

Devido a relagao do oxigénio com a geracao do plasmideo e da enzima e como o
parametro alfa correlaciona o fluxo desses dois componentes, como mostrado ante-
riormente, a andlise dos fluxos para algumas reacgoes foi feita variando tanto o valor
do parametro alfa como o fluxo de oxigénio tendo como objetivo a maximizacao do
plasmideo.

A Figura mostra os graficos para os fluxos de asparaginase e plasmideo. A
medida que o valor de alfa aumenta, o fluxo de plasmideo diminui significativamente
e o contrario acontece para o fluxo de asparaginase. Isso ocorre pois os dois com-
ponentes precisam de grande quantidade de energia para serem formados e assim
quanto maior a formagao de um menor a do outro como se observa nos gréficos.

Além disso, para valores mais baixos do parametro alfa a resposta para os fluxos
tanto de plasmideo quanto de asparaginase ¢ mais acentuada, enquanto para valores
altos deste parametro nao ha alteracoes significativas. Isso se deve ao fato de que
mesmo com o aumento do valor de alfa, a enzima que catalisa a formacao da L-

asparaginase chega a saturagao.
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Figura 3.10: Anélise dos fluxos [mmol /gDW h| de plasmideo (a) e L-asparaginase
(b) para a variagao do fluxo de oxigénio e do parametro alfa, tendo como objetivo a
maximizacao do fluxo do plasmideo.

Como os precursores dos aminodcidos utilizados na reacao de formacao da L-
asparaginase impactam diretamente o metabolismo central, por exemplo, o oxala-
cetato, fosfoenolpiruvato e o a-cetoglutarato, e sabendo que a geracao de ATP é
essencial para formar a enzima e o plasmideo, os fluxos das reacoes da Tabela |3.6|a

seguir foram analisadas:

Tabela 3.6: Reacoes analisadas ao variar o fluxo de oxigénio e o parametro alfa tendo
como objetivo maximizar o fluxo de plasmideo.

Sigla Reacao
ACKr  Ac+ ATP = Actp+ ADP
LDH D lac— D+ NAD=H+ NADH + PYR
MDH Mal—-— L+ NAD = H + NADH + OAA
PPC CO; + H,O+ PEP — H+ OAA+ Pi
CS AcCoA+ H,O+ OAA — CIT+CoA+ H
ICDHyr ICIT + NADP = aKG+ COy+ NADPH

Nos graficos da Figura sao mostrados os fluxos das reacoes para formar ace-
tato e lactato (ACKr e LDH D, respectivamente). Pode-se notar que o parametro
alfa s6 influencia a formacgao de acetato para valores baixos enquanto o fluxo de
oxigénio tem maior influéncia, mostrando assim que quanto maior o fluxo de oxigé-
nio maior a taxa de formacao de acetato. Isso porque para essa mesma condicao ha
alta formacao do plasmideo e asparaginase, componentes que necessitam de bastante
energia (ATP) para serem gerados, e entao a reagdo ACKr ocorre no sentido de for-

mar ATP. Isso porque a quantidade de energia gerada através da cadeia respiratoria
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provavelmente nao é suficiente para a formacao do plasmideo e da L-asparaginase,
tendo assim a necessidade de formar o acetato.

No caso do fluxo de formacao de lactato também nao houve alteragoes, assim
como na andlise anterior, permanecendo nulo para toda a faixa estudada. Kssa
reacao utiliza o piruvato como reagente para formar NAD e lactato, porém como hé
alta demanda de energia, ao invés de formar lactato, forma-se Acetil Coa, importante

componente para formacao de aminoacidos, acetato e ATP.

600

Figura 3.11: Anélise dos fluxos [mmol/gDW h| de acetato (a) e lactato (b) para a va-
riacao do fluxo de oxigénio e do parametro alfa, tendo como objetivo a maximizacao
do fluxo do plasmideo.

Nas reacoes para formagao de oxalacetato a partir de malato e fosfoenolpiruvato
(MDH e PPC) cujos fluxos sao mostrados nos gréficos da Figura a tendéncia
do grafico é semelhante ao do grafico da asparaginase (Figura enquanto
a do grafico se assemelha ao do plasmideo (Figura. Como o oxalacetato
é precursor para a formacao de aminoacidos e nucleotideos, de grande importancia
para formar a enzima como o plasmideo, pode-se notar que a reacao MDH esta
relacionada com a asparaginase e a reacao PPC tem maior relacdo com o plasmideo.

Pode-se observar nos graficos da Figura [3.13] os fluxos para a formagao de citrato
e a-cetoglutarato (CS e ICDHyr) em que apresentam tendéncias idénticas ao grafico
obtido para a asparaginase (Figura. Ja que essas reacoes sao sequenciais e que
o componente a-cetoglutarato é um dos precursores para formacao dos aminoacidos,
nota-se que ha relacao entre a geracao da enzima e dos componentes das reacoes

apresentadas.
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Figura 3.12: Analise dos fluxos [mmol/gDW h| para formacao de oxalacetato a
partir de malato (a) e fosfoenolpiruvato (b) para a variacao do fluxo de oxigénio e
do parametro alfa, tendo como objetivo a maximizacao do fluxo do plasmideo.
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Figura 3.13: Anélise dos fluxos [mmol/gDW h| para formacao de citrato (a) e a-
cetoglutarato (b) para a variacao do fluxo de oxigénio e do parametro alfa, tendo
como objetivo a maximizacao do fluxo do plasmideo.

39



3.5.4 Variacao dos fluxos de oxigénio e glicerol
Maximizacao do fluxo de plasmideo

Além da importancia do oxigénio para o processo de formacao do plasmideo e da
asparaginase, tem-se o glicerol como fonte de carbono. Assim, foram feitas variacoes
dos fluxos de oxigénio e glicerol ao maximizar o fluxo de plasmideo para analisar
algumas reacoes do metabolismo.

Como pode ser observado nos graficos da Figura [3.14] para altos fluxos de oxi-
génio e glicerol, maiores fluxos de plasmideo e asparaginase sao obtidos. Tendo em
vista que o glicerol é a principal fonte de carbono, importante para a ativacao das
vias metabélicas para gerar energia na célula e o oxigénio, aceptor de elétrons da
cadeia respiratoria, com grande papel para formar a maior parte de ATP através

dessa via, esses componentes sao fundamentais para obter o plasmideo e a enzima.
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Figura 3.14: Analise dos fluxos [mmol /gDW h] de plasmideo (a) e L-asparaginase (b)
para a variacao dos fluxos de oxigénio e glicerol, tendo como objetivo a maximizacao
do fluxo do plasmideo.

Os precursores dos aminoécidos que sao utilizados na reacao para a formacao da
L-asparaginase impactam diretamente o metabolismo central, como, por exemplo,
o oxalacetato, fosfoenolpiruvato e o a-cetoglutarato. Devido a esse fato e que a
geracao de ATP é fundamental para formar a enzima e o plasmideo, os fluxos das

reacoes da Tabela a seguir foram analisadas:
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Tabela 3.7: Reagoes analisadas ao variar os fluxos de oxigénio e glicerol tendo como
objetivo maximizar o fluxo de plasmideo.

Sigla Reacao

ACKr  Ac+ ATP = Actp+ ADP
LDH D lac— D+ NAD=H+ NADH + PYR

MDH Mal—- L+ NAD = H + NADH + OAA

PPC CO; + H,O+ PEP — H+ OAA+ Pi
ICDHyr ICIT + NADP = aKG+ COy+ NADPH
G3PD2 GLYC3P+ NADP = DHAP+ H+ NADPH

No caso das reagoes para a formagdo de acetato e lactato (ACKr e LDH D),
em que os graficos dos fluxos estao na Figura |3.15] para maiores fluxos de glicerol e
oxigénio tem-se uma maior taxa de formacao de acetato, sendo que para a mesma
situacao os fluxos de plasmideo e asparaginase também estao altos como mostrado
anteriormente. Isso mais uma vez mostra a relacao dessa reacao de formacao de
acetato e ATP como a geracao do plasmideo e enzima, ji que é necessario grande
quantidade de energia para que esses componentes sejam formados. Além disso,
mostra também que essa necessidade de gerar ATP através dessa reacao esta relaci-
onada a provavel insuficiente geracao de energia a partir da cadeia respiratoria para

a quantidade de plasmideo e L-asparaginase gerados.

ACKr

600

-5 400

-10 -20 glicerol 10 o alfa

Figura 3.15: Analise dos fluxos [mmol/gDW h| de acetato (a) e lactato (b) para a
variacao dos fluxos de oxigénio e glicerol, tendo como objetivo a maximizacao do
fluxo do plasmideo.

Ja para o fluxo de formagao de lactato ndo houve alteragoes (Figura [3.15b)),
assim como nas analises anteriores, permanecendo nulo para toda a faixa estudada.
Como dito anteriormente, essa reacao utiliza o piruvato como reagente para formar

NAD e lactato, porém como ha alta demanda de energia, ao invés de formar lactato,
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forma-se Acetil Coa, importante componente para formacao de aminoacidos, acetato
e ATP.

No sentido de mostrar a influéncia do glicerol na glicélise, analisou-se a reacao
de formagdo de Diidroxiacetona fosfato (DHAP) (Figura [3.16a)). Observa-se que o
oxigénio nao esta influenciando essa reacao e que a medida que o fluxo de formacao de
glicerol diminui o fluxo da reacao G3PD2 também diminui, estando assim totalmente
vinculadas. TIsso se d& pois o glicerol-3-fosfato, reagente da reagdo, depende do
glicerol para ser formado.

Para reacao de formacao do a-cetoglutarato, em que o grafico dos fluxos esta
mostrado na Figura [3.16b] tem-se maior fluxo quando os fluxos de oxigénio e glice-
rol sao altos, e isso ocorre também com os fluxos de plasmideo e enzima. Como o
a-cetoglutarato ¢ um dos precursores dos aminoécidos, ao maximizar o fluxo de plas-
mideo e consequentemente o fluxo de asparaginase, além de energia sao necessérios

os componentes para formagao dos aminoacidos.
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Figura 3.16: Anélise dos fluxos [mmol/gDW h| para formacao de Diidroxiacetona
fosfato (a) e a-cetoglutarato (b) para a variacdo dos fluxos de oxigénio e glicerol,
tendo como objetivo a maximizacao do fluxo do plasmideo.

No caso das reagoes para formagao do oxalacetato (MDH e PPC) que utilizam
como reagente o malato e o fosfoenolpiruvato, respectivamente, os graficos obtidos
ao variar os fluxos de oxigénio e glicerol estao na Figura O oxalacetato é um
dos precursores de aminoécidos quanto de nucleotideos, componentes utilizados para
compor a enzima e o plasmideo.

O que se observa é que para fluxos altos de oxigénio e glicerol, obtém-se maiores
fluxos para as duas reacoes da anélise e para essa mesma situacao os fluxos de

plasmideo e asparaginase também eram maiores na faixa de estudo. Dessa forma,
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pode-se correlacionar a geragao da asparaginase e do plasmideo com a formagao do

oxalacetato, assim como observado na analise anterior.
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Figura 3.17: Analise dos fluxos [mmol/gDW h| para formacao de oxalacetato a
partir de malato (a) e fosfoenolpiruvato (b) para a variacao dos fluxos de oxigénio e
glicerol, tendo como objetivo a maximizagao do fluxo do plasmideo.
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3.6 Consideracoes finais

Neste capitulo foram mostradas as estratégias para a construcao do modelo meta-
bolico da E. coli, ao adicionar reacoes para formacao do plasmideo e da asparaginase,
e discutidos os resultados das analises do balango dos fluxos (FBA) considerando
a maximizagao do fluxo de plasmideo e a minimizacao da soma do quadrado dos
fluxos apenas nas condig¢oes aerdbias e anaerobias. Através dessas analises foi pos-
sivel observar que, como a adicao de novas reagoes que utilizam grande quantidade
de energia (ATP), nucleotideos e aminoacidos, as reagbes metabdlicas favorecidas
foram as que produziam esses componentes necessarios. Além disso, nota-se a rela-
cao entre as principais vias do metabolismo central com a geracao do plasmideo e
da asparaginase através dos precursores do aminoacidos e nucleotideos, mostrando

consisténcia no modelo metabolico proposto.
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Capitulo 4
Modelagem e Simulacao

Este capitulo apresenta a modelagem proposta para descrever o processo de pro-
dugao da L-asparaginase recombinante utilizando o modelo metabdlico construido
no capitulo anterior, além de expor a estrutura e a calibracao do modelo proposto,
as técnicas utilizadas na sua resolucao e as simulacoes realizadas. Posteriormente,

os resultados sao mostrados e discutidos.

4.1 Formulacao do modelo

A estrutura do dFBA foi formulada utilizando abordagem ja conhecida na litera-
tura (JAMSHIDI e PALSSON| 2010; MAHADEVAN et al. [2002). Considera-se que
o metabolismo intracelular estid no estado pseudo-estacionario, ou seja, acredita-se
que a cinética intracelular é significativamente mais rapida quando comparada com
a cinética extracelular. O modelo apresenta trés blocos que sao resolvidos de forma
integrada assim como proposto por SANCHEZ et al.| (2014), utilizando a aborda-
gem da otimizacdo direta (GOMEZ et al.,[2014; [ HOFFNER et al., [2013; SANCHEZ
et al., 2014) para resolugdo do problema da anélise dinamica do balango de fluxos
(dFBA).

A Figura representa o modelo proposto, suas consideracoes e de que forma
a integracao entre os blocos foi feita. Primeiramente as condicdes iniciais para
cada variavel de estado sao alimentadas no bloco cinético onde se encontram as
restricoes para as otimizacoes, que sao resolvidas, como o consumo de glicerol, taxa
de producao de subprodutos, etc. Entao, no bloco metabdlico considera-se a rede
metabolica de FE. coli construida no Capitulo [3| em que os fluxos da enzima e do
plasmideo sao correlacionadas linearmente através do parametro a.

Com isso é possivel resolver a primeira otimizagao (FBA) como um problema de
programacao linear (LP) ao maximar a taxa de crescimento e posteriormente utilizar
essa taxa Otima ajustada na segunda otimizacao. Essa otimizagao consideraria ape-

nas a minimizagao da soma do quadrado dos fluxos, um problema de programacao
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quadratica (QP), porém, como a formagdo do plasmideo e enzima requerem uma
quantidade significativa de energia (ATP), ao calcular os fluxos desses componentes
através dessa consideracao, estes foram nulos. Como observa-se experimentalmente
a formacao destes compostos, uma otimizacao multiobjetivo foi proposta. Além
da funcao objetivo anterior, foi considerado o fluxo para formacao de plasmideo
maxima. Através das solucoes Pareto-6timas, utilizando o método e-restrito, foi

possivel considerar um valor para e (valor minimo para o fluxo de plasmideo) con-

sistente com o fluxo maximo experimental de plasmideo (WILLIAMS et all 2009).

Bloco cinético Bloco metabdlico Bloco dindmico

Condigbes iniciais Ve Citiceral
{Vo,Xo0,Go,Pko) Vglicerod =~ -
t=to < glicerol v

max [
"

sujeito a: Sev=0

Restrigdo cinetica Novo medelo metabélico

= . Ugsp = @ Uplasm
(Michaelis Menten)

a; <y < by

2
min Y i
”
sujerto a: Uplasm = 1E—6
Sew=10

Hmar

Otimizagdo multiobjetivo P ~
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efi ia enzimatica e

fomagdo do plasmideo)

Fluxos calculados
entram nas equagoes
diferenciais

-, Equagodes diferenciais

Figura 4.1: Fluxograma geral da estrutura do dFBA utilizada.

Como resultado dessa otimizacao descrita acima, os valores dos fluxos que estao
relacionados ao consumo ou formacao dos metaboélitos de todo o metabolismo da
bactéria sao obtidos e estes sao inseridos nas equacoes diferenciais ordinarias do bloco
dinamico em que ocorre a integra¢cao numeérica para um passo de tempo, calculando
o novo valor para as variaveis de estado e voltando assim para o bloco cinético.
Esse ciclo utilizando os trés blocos é repetido até atender o critério de convergéncia
da integragdo numérica, ajustando o passo e/ou a ordem do método, para entdo
avancar para o proximo intervalo de tempo.

A implementagao do modelo foi feita no MATLAB® e o software Gurobi (GU-
ROBI OPTIMIZATION, INC., 2015)) foi utilizado para resolver os problemas de oti-

mizacdo. A integragdo numérica foi realizada por um método tipo BDF (Backward

Differentiation Formula) de passo e ordem variaveis, implementada no solver odel5s,

com tolerancia relativa de 1073 e tolerancia absoluta de 1076,
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4.2 Bloco metabdlico

4.2.1 Analise do balango de fluxos (FBA)

Para a anélise do balanco de fluxos que utiliza a abordagem de modelagem base-
ada em restricoes, a rede metabdlica é representada por n reacoes e m metabolitos
através de §, matriz estequiométrica m x n. Além disso, considera-se que nao hé
acumulo dos componentes intracelulares, e assim o balangco de massa para todos os
metabolitos é:

Sxv=0

em que v é o vetor de fluxos metabolicos [mmol/gDW h|. Além disso, os limites
inferior e superior para cada fluxo devem ser incluidos, levando em consideracao
a reversibilidade da reagao, em conjunto com a funcao objetivo para maximizar a
taxa especifica de crescimento e com a restricao de que o fluxo da asparaginase
é linearmente relacionado com o fluxo do plasmideo ativado, este formado apenas
na presenca de lactose, através de um parametro o que representa o produto das
atividades de transcricdo e traducao (CUNNINGHAM et all [2009). Assim o pri-
meiro problema de otimiza¢do, uma programacao linear (LP), pode ser formulado
da seguinte forma:
max I
sujeito a: S -v =0 (4.1)
Vasp = A * Uplasmid*
a; < v; < b

em que 4 ¢ taxa especifica de crescimento [h™!], a; e b; sdo os limites inferior e
superior, respectivamente, e a é um parametro associado as atividades transcricional
e translacional conforme discutido no Capitulo

Através da resolucao dessa otimizacao obtém-se a taxa especifica de crescimento
méaxima (u*) que é utilizada na otimizagao dos fluxos. Nessa segunda otimizacao,
um problema de programacao quadratica (QP) é resolvido ao minimizar a soma dos
quadrados dos fluxos, que é baseado no principio da maxima eficiéncia enzimaética
(FENG et al, [2012; HOLZHUTTER, 2004; SANCHEZ et al., 2014; SCHUETZ
et al., 2012]).

Além das restricoes utilizadas no problema foi necessario considerar que ha-
veria formagao de plasmideo através de uma otimizag¢ao multiobjetivo, que é descrita

na proxima subsegao (4.2.2). Assim, o fluxo de plasmideo deve ser maior que um
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determinado valor € e o problema final é formulado como segue:

min Sov?
v

sujeitoa: S-v =0
Uplasmid = € (4.2)
Vasp = A * Uplasmid*
p==k-pu
a; <v; < by

em que p* é o valor da taxa especifica de crescimento 6tima obtida no problema 4.1
k é um parametro que varia entre 0 e 1 e é utilizado na calibracao do modelo.
Através da resolucao do problemald.2}, a distribuicao de fluxos de todas as reacoes

metabolicas é obtida e utilizada no bloco dindmico do modelo proposto.

4.2.2 Otimizacao Multiobjetivo

Tendo em vista que para a producao do plasmideo e asparaginase grande quan-
tidade de energia (ATP) é necessaria, ao utilizar o principio de méxima eficiéncia
enziméatica como funcao objetivo, os fluxos obtidos para esses componentes foram
nulos. No entanto, como observa-se experimentalmente a formagcao tanto de plas-
mideo quanto da enzima, reformulou-se o problema de otimizacao com uma funcao
multiobjetivo.

Dessa forma, para resolucao desse problema o método e-restrito foi utilizado, em
que a restricao de que o fluxo de plasmideo deveria ser maior que ¢ foi adicionada.
Para obter as solugoes Pareto-6timas, variou-se o valor de € até um valor maximo de
2-107%. Como o fluxo maximo experimental de plasmideo, obtido por WILLIAMS
et al| (2009), foi de 1,3 - 1075, o valor 6timo de € foi escolhido de forma consistente

com esse fluxo experimental e utilizado no problema do bloco metabélico.
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4.3 Bloco dinamico

O bloco dindmico apresenta as equagoes diferenciais ordinarias do balanco de
massa para os componentes do processo no modo batelada ou batelada alimentada,
em que o balanco para o oxigénio foi baseado em LONGHI et al.| (2004)). As equagoes

podem ser escritas da seguinte forma:

dVv
= F(1) (4.3)
X pyx - xEO (4.4)
a T v ‘
iG  F(b)
dC.s  F(t
dltt = %(Clctsjc - Clcts) - UlctsPMlctsX (46)
dP; F(t
—* = vp PMpX — Pi% (4.7)
dC F(t
d_tL = k:la (CLe — CL) — UOQX — CL%) (48)
dC, F,. Vi
d—f = 7-(Cao = Ca) = ki (Cr = C1) 72 (4.9)

em que V' é o volume [L|, t é o tempo |h], F(t) ¢ a taxa de alimentagao [L/h],
X ¢ a concentracdo de biomassa [g/L|, u ¢ a taxa especifica de crescimento [1/h]
(obtida no problema 4.2| do bloco metaboélico), kq ¢ a taxa de morte celular |1/h],
G ¢ a concentracao extracelular do glicerol [g/L], G; é a concentracao de substrato
na alimentagao [g/L], Cjs € a concentracio extracelular de lactose [g/L], Cies, €
a concentragdo de lactose na alimentagao |g/L|, P; é concentragdo de produto do
componente i [g/L], v; é o fluxo do metabolito do componente i [mmol/ gDW h]
(obtido no problemado bloco metabolico), e PM; é a massa molar do componente
i |g/mmol|, Cp, é a concentragao de oxigénio dissolvido na fase liquida [g/L], Cq &

a concentracao de oxigénio na fase gas |g/L|, kja é o coeficiente de transferéncia de

49



massa géas-liquido do oxigénio [h™!|, C7. ¢ a concentragao de oxigénio na fase liquida
em equilibrio com a fase gés |g/L|, F,, ¢ a vazao de ar injetado no biorreator [L/h|, Vi
é o volume do gés interno no biorreator [L|, V7, é o volume do liquido no biorreator [L],
Ceo € a concentragao de oxigénio na vazao de alimentacdo de ar [g/L]. Os produtos,
P;, mais relevantes considerados foram plasmideo, L-asparaginase, acetato e lactato.

A concentracao de oxigénio na fase liquida em equilibrio com a fase gas é escrita

como a seguir:

Cre =K -Cqg (4.10)
em que K é o coeficiente de equilibrio (adimensional) descrito como:

Chn

K=_-m
Cao

(4.11)

em que C,, é a concentragdo de saturacdo de oxigénio na fase liquida [g/L| que
é funcdo da temperatura e pressao. Através dos dados experimentais reportados
na literatura GREEN e PERRY]| (2007); LONGHI et al.| (2004) para ar e 4gua na

pressao atmosférica, obtém-se a seguinte equagao para essa concentragao:
Cp=3,62-107°7T? —3,312-107* T + 0,01466217 (4.12)

em que 7' é a temperatura do biorreator [°C].
A concentragao de oxigénio no gas de alimentacao ¢ obtida pela seguinte equacao,

ao considerar gas ideal: -
P M Loy

C pu—
“ 7 R(T + 273,15)

(4.13)

em que To, ¢ a fragdo molar de oxigénio, P é a pressdo do biorreator |bar|, M é a
massa molar do oxigénio [g/mol| e R é a constante dos gases [bar/mol K].
A porcentagem de oxigénio dissolvido é obtido da seguinte forma:
Cr

As condicoes iniciais e os parametros operacionais considerados estao na Tabela

4.1l

20



Tabela 4.1: Condigoes iniciais e os parametros operacionais utilizados na resolugao
do modelo.

Valor Unidade

Vo 1,5 L
X0 0,05 g/L
Go 31 g/L
CAco 0 g/L
CLaco 0 g/L
CLctso 0 g/L
CASpo 0 g/L
CPlasmo 0 g/L
Cr, 0,0072 g/L
Ce, 0,1321 g/L
T 37 °C
R 0,082 atm L/mol K
P 1 atm
0o, 0,21  Adimensional
Vi 1,5 L
Vo 1 L
F,, 90 L/h

4.4 Bloco cinético

4.4.1 Consumo de glicerol

O bloco cinético inclui a taxa de consumo de glicerol (vg), usando a cinética
de Michaelis-Menten (MICHAELIS e MENTEN] 1913; [PALSSON e LIGHTFOOT,

1984) através da seguinte equagio para o limite inferior do fluxo:

(Ve G
LB, — -Gme 4.15
¢ ko + G ( )

em que vg,,,, ¢ a taxa maxima de consumo de glicerol [mmol/gDW h|, G ¢ a con-

centracao de glicerol [g/L] e k¢ é a contante de saturagao [g/L].

4.4.2 Consumo de oxigénio

Considerando um processo aerobio, esse bloco também inclui a taxa de con-
sumo de oxigénio da fase liquida (vp,) definindo o limite inferior para o fluxo,
usando a cinética de Michaelis-Menten (MICHAELIS e MENTEN] [1913; PALSSON
e LIGHTFOOT, 1984]):

UOQ 7rLa,wCL
Oz k02 + CL ( )
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em que vp,, .. ¢ a taxa maxima de consumo de oxigénio na fase liquida [mmol/gDW
h|, Cp & a concentracao de oxigénio na fase liquida [g/L] e ko, ¢ a contante de

saturagao |g/T].

4.4.3 Consumo de lactose

A taxa de consumo de lactose (v;.5) € considerada usando a cinética de Michaelis-
Menten (MICHAELIS e MENTEN] [1913; PALSSON e LIGHTFOOT) 1984) defi-

nindo o limite inferior do fluxo como:

Vlets, erlcts
LB, = —r_— 4.17
fets klcts + Olcts ( )

em que Uiys,,. ¢ a taxa maxima de consumo de lactose [mmol/gDW h|, Cjus é a

concentragao de lactose [g/L] e kius € a contante de saturacao [g/L].

4.4.4 Producao de subprodutos

A formacao de subprodutos foi considerada forgando a producao ao fixar o limite
inferior dos fluxos das reacdes desses metabolitos, assim como SANCHEZ et al.

(2014). Dessa forma, considera-se que:

LB,, = fi, para i = {Ac, Lac} (4.18)

em que f; é o parametro associado a cada subproduto i [mmol/gDW h|, acetato e

lactato.

4.5 Calibracao do modelo

4.5.1 Proposta experimental

Os dados experimentais utilizados para a calibragao do modelo sao provenientes
de EINSFELDT! (2014). No experimento considerado nesse trabalho (esquema na
Figura [4.2)), foi utilizado o biorreator Minifors (INFORS HT) com volume de tra-
balho de 1,5L. e mantendo uma taxa de aeragdo de 1vvm (volume de ar por volume
de meio, por minuto). A concentragdo de células no inicio do experimento era de
0,05g/L e a indugao da expressao da proteina foi realizada no final da fase exponen-
cial, com concentracao celular de cerca de 1,3 g/IL, com 5 g/L de lactose, e mantendo

a temperatura em 37 °C.
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Figura 4.2: Esquema do experimento de expressao enziméatica em biorreator.

4.5.2 Analise de sensibilidade

A anélise de sensibilidade paramétrica é uma metodologia para avaliar o efeito de
pequenas variagoes nos parametros nas variaveis de saida do modelo (DI MAGGIO
et al., 2010). Essa analise pode fornecer informagoes uteis para a estimagao de
parametros, otimizacao, sensibilidade do processo e simplificacdo do modelo (MALY'
e PETZOLD) [1996).

Em problemas de estimacgao de parametros, é importante ter a informacao rela-
tiva aos coeficientes de sensibilidade paramétrica, derivadas das variaveis de estado
em relacao aos parametros, que ¢ uma medida da sensibilidade do modelo em relagao
as variagoes nos valores dos parametros. A matriz dos coeficientes de sensibilidade,
denominada matriz sensibilidade, foi calculada por perturbacao numérica do valor
dos parametros. Este método consiste em aproximar a derivada das varidveis com

o parametro por diferencas finitas, como a seguir:

‘_dygAy
l_dpi_Api

em que S; é o vetor de coeficientes de sensibilidade para cada i-ésimo parametro, p;

(4.19)

é o parametro ¢ e y é o vetor de variaveis de estado.

Esse céalculo é realizado ao considerar uma perturbagao (£) no parametro e si-
mular o comportamento do modelo para esse novo valor de parametro. Para a
aproximacao da derivada por diferencas centrais, a simulacao deve ser realizada
para a adicao e subtracao desta perturbacao paramétrica. Com isso, os coeficientes
de sensibilidade S; sao calculados da seguinte forma:

o Yt —ypi—§ _ Ay (4.20)

i (pi +&) — (pi = &) 2-¢
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Além disso, esse coeficientes foram normalizados, podendo assim comparar me-
lhor a influéncia de cada parametro nas variaveis. Essa normalizacao foi feita como

segue:

S,=Y-S-P (4.21)

em que S, ¢ a matriz sensibilidade normalizada, Y é a matriz diagonal do inverso da
diferenca entre os valores maximo e minimos das variaveis de estado, S é a matriz
sensibilidade e P ¢ a matriz diagonal dos parametros.

Os parametros utilizados na anélise de sensibilidade e seus valores estao na Ta-

bela |4.2 sendo que a perturbacao utilizada no método para todos os parametros foi
de +/- 10%.

Tabela 4.2: Parametros em que foi realizada a anélise de sensibilidade.

Parametro Valor Unidade
k 0,8 Adimensional
kg 0,01 1/h
Q 50 mol asp/mol plasmid
ka 0,05 g/L
Kicts 0,05 g/L
ko, 20000 g/L
VGras 10 mmol/gDW h
Victsmaa 1 mmol/gDW h
V02 mas 0,0024 mmol/gDW h
ka 8,26 1/h
flactato 2 mmOl/gDW h
facetato 1 mmOl/gDW h

4.5.3 Estimacao de parametros

A estimacgao de parametros, que tem como objetivo ajustar os valores dos para-
metros de forma que a predicao do modelo seja proxima aos dados experimentais, é
basicamente um problema de otimizacao em que se minimiza o erro entre os valores
preditos pelo modelo e os medidos experimentalmente.

A funcao objetivo utilizada foi:

N
Fuy=> (i —u")’ (4.22)

i=1
em que N é o nimero de experimentos, y° é a variavel medida experimentalmente e
y™ é a variavel predita pelo modelo.

Inicialmente, os parametros mais sensiveis obtidos na analise de sensibilidade

foram estimados (k,kq,vg,,,, € kia) e entdo, mantendo esses parametros constantes,
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0s outros paradmetros importantes para o processo foram estimados separadamente
(Vtetsynans Jiactator @ facetato)- Os valores dos limites inferior e superior utilizados na

estimacao sao apresentados na Tabela 4.3|

Tabela 4.3: Valores inciais e limites inferior e superior dos parametros utilizados na
estimacao.

Parametro Limite inferior Limite superior Unidade
k 0.1 2 Adimensional
kg 0.1 1 1/h
a 5 75 mol asp/mol plasmid
VG 15 45 mmol/gDW h
Vletsman 1 mmol/gDW h
ka 20.7 62 1/h
Jiactato 1 10 mmol/gDW h
Jacetato 0,05 2 mmol /gDW h

Para resolver esse problema foi utilizado métodos de otimizacao local, método do
ponto interior (FORSGREN et al., 2002; KARMARKAR, |1984), e global, método
do enxame de particulas (KENNEDY e EBERHART] |1995; SHI e EBERHART)
1998; YANG e SIMON, 2005). Sendo que nos casos em que se utilizou o método

global, a otimizacao continuou pelo método local para refinamento da solucao.

4.6 Resultados e Discussao

Essa secao apresenta os resultados e sua discussao referentes ao modelo dinamico
proposto considerando em sua estrutura os blocos metabdlico, dindmico e cinético,
incluindo as solucoes Pareto-6timas da otimizagao multiobjetivo, a calibracao do
modelo, mostrando os parametros mais sensiveis e a estimacao destes, além de si-

mulacoes e estudos de caso no sentido de avaliar a resposta do modelo.

4.6.1 Otimizacao multiobjetivo

As solugoes Pareto-6timas foram obtidas variando € até o valor maximo de 2-10~6
e os valores para a funcao objetivo, o fluxo de asparaginase e de oxigénio estao nas
Figuras [4.3] e [£.4]

O objetivo é minimizar a soma do quadrado dos fluxos tendo como restri¢ao que
o fluxo de plasmideo seja maior ou igual a € (Problema . Ao observar os valores
da fungao objetivo (Figura , ao aumentar o valor de ¢, ha também um aumento
para o valor 6timo da funcao objetivo, fendmeno esse esperado, pois ao alterar o
fluxo de plasmideo, ocorrerd um aumento dos demais fluxos da rede metabolica

para a sua producao.
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Figura 4.3: Valores da Fung¢ao objetivo para as solugoes Pareto-6timas ao variar €.

No caso do fluxo de asparaginase, como est4 relacionado linearmente com o fluxo
de plasmideo e este aumenta & medida que o valor de ¢ também aumenta, o fluxo
da enzima deve ser maior com o aumento de epsilon como mostrado na Figura [4.4a]
Para o fluxo de oxigénio (Figura, mostra-se que ha uma taxa de consumo maior
quando o valor de € cresce, isso porque quanto maior a formacao de plasmideo, que
ocorre com o aumento de epsilon, maior a necessidade de energia (ATP) e assim um

consumo maior de oxigénio ¢ necessario.
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Figura 4.4: Valores dos fluxos de asparaginase (a) e oxigénio (b) para as solugoes

Pareto-6timas ao variar e.

Tendo essas solucoes Pareto-6timas, apenas uma solucao 6tima deve ser escolhida
e entao o valor de epsilon ser utilizado no modelo proposto. Baseado no maior fluxo
de plasmideo experimental de 1,3-107% (WILLIAMS et al., 2009), foi escolhido um
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valor menor de 1-107% como o valor 6timo de ¢ e utilizado no problema 4.2 do bloco

metabolico do modelo.

4.6.2 Calibracao do modelo
Anailise de sensibilidade

Os coeficientes dinamicos de sensibilidade foram calculados para as varidveis
de estado (concentragao de acetato, lactato, L-asparaginase, plasmideo, biomassa,
glicerol, lactose e oxigénio), através da perturbagao de +/- 10% nos seguintes para-
metros: k, ka, a, kq, Kicts, Kicts; V03 maws k1@, fiactato € facetato-

Os graficos da Figura mostram que a concentragao tanto de acetato (Figura
quanto de lactato (Figural4.5b]) ndo sdo sensiveis a perturbagao nos parametros
estudados, assim como a concentragao de L-asparaginase (Figura .
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I3
0.8+ | LT 0.8F
[ e
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(a) (b)

Figura 4.5: Perfil temporal dos coeficientes de sensibilidade (S;) para a concentragao
de acetato (a) e lactato (b).

A Figura mostra o perfil temporal dos coeficientes de sensibilidade para a
concentragao de plasmideo. Nota-se que a influéncia dos parametros k, kg, Vgmaz €
kia foi significativa, principalmente nos tempos finais. Esses parametros estao relaci-
onados ao crescimento e morte celular, ao consumo de substrato e a transferéncia de
massa de oxigénio, fatores importantes que contribuem para a formagao de produtos

como o DNA circular em questao.
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Figura 4.6: Perfil temporal dos coeficientes de sensibilidade (S;) para a concentragao
de asparaginase (a) e plasmideo (b).

O perfil dinamico dos coeficientes de sensibilidade para a concentracao de bio-
massa e glicerol ¢ mostrado nos graficos da Figura E possivel observar que os
mesmos quatro parametros que tiveram influéncia significativa na concentragao de
plasmideo (Figura , influenciam também a concentragao de biomassa e glice-
rol. No caso do glicerol (Figura percebe-se uma sensibilidade menor em relagao
aos parametros relacionados a morte celular e & transferéncia de massa de oxigénio,
mostrando alta influéncia para perturbacoes no parametro k € vgmaaz-

Esses parametros estao intrinsecamente relacionados ao consumo de glicerol ja
que ditam a taxa de crescimento celular e de consumo de glicerol, tendo assim um
efeito correto da analise apresentada. No caso da biomassa, os quatro parametros
k, kg, Vamaz € kia tém influéncia. Tendo em vista que a taxa de crescimento e morte
celular estao completamente correlacionados com a biomassa e que a presenca da
fonte de carbono, glicerol, e de oxigénio é essencial para a viabilidade da célula, os
parametros ditos anteriormente atuam de forma esperada.

Observa-se na Figural4.8|os graficos do perfil dindmico dos coeficientes de sensibi-
lidade para a concentracao de lactose e oxigénio na fase liquida. Para a concentracao
de lactose (Figura pode-se notar que os parametros k, Vgma: € kia que apre-
sentam maior influéncia, porém nao tao significativo como para as outras variaveis
(0s valores dos coeficientes sao cerca de dez vezes menores). Como a lactose também
pode ser uma fonte de carbono para a célula, ao perturbar os parametros relacio-
nados com o crescimento celular, consumo de glicerol e transferéncia de massa de
oxigénio, pode haver alteracoes na concentracao desse componente como mostra a

anélise.

o8

ke
[ fuactato

[ facetato



Biomassa Glicerol

25 3 35
K
I Fa
[ 3r

? oo @
1h [ facetato 151
1k
0.5+

0.5¢

0 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4.7: Perfil temporal dos coeficientes de sensibilidade (S;) para a concentracdo
de biomassa (a) e glicerol (b).

No caso da concentragao de oxigénio na fase liquida (Figura , percebe-se
uma maior sensibilidade ao perturbar os parametros apenas nas primeiras horas. Isso
porque, para as condicoes utilizadas, hd um consumo variavel de oxigénio apenas no
inicio do processo e apds 4h todo oxigénio dissolvido ¢ instantaneamente consumido.
Os parametros k, vUgma: € kja mostraram maior efeito. Como o oxigénio é um
aceptor final de elétrons da cadeia respiratoria, sendo importante na geragao de
ATP, esta relacionado com o crescimento celular e consequentemente ao consumo
de substrato. Portanto, esses parametros sao relevantes para a concentracao de
oxigénio, principalmente o kja que é o coeficiente de transferéncia de massa de
oxigénio. Novamente a andlise estd condizente com o esperado.

De uma formacgao geral, os parametros que mais impactaram nas variaveis de
estado do processo para a perturbagdo de +/- 10% foram: k, k4, Vgmas € kia.
Assim, a estimacao de parametros inicial foi feita com esse conjunto de parametros.

Posteriormente, os outros parametros foram estimados separadamente.
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Figura 4.8: Perfil temporal dos coeficientes de sensibilidade (S;) para a concentracdo
de lactose (a) e oxigénio na fase liquida (b).

Estimacgao de pardmetros

A partir da estimacao de parametros feita, graficos comparando os dados expe-

rimentais com os valores preditos pelo modelo proposto foram gerados (Figuras

4.10[ [4.11|e4.12)). Ao observar o comportamento da concentragao de células (Figura

, nota-se as fases exponencial e estacionaria do crescimento microbiano. Além
disso, uma pequena dilui¢cao ocorre no momento da alimentacao com lactose (tempo
igual a 8h), nao afetando no perfil do crescimento. Percebe-se também que na fase
estacionaria o modelo nao prevé a queda na concentracao de biomassa, porém de
uma forma geral o modelo prediz corretamente o comportamento.

Para o glicerol (Figura , que é a fonte de carbono, observa-se consumo no
sentido nao s6 da geracao de biomassa mas também para formacgao dos subprodutos,
acetato e lactato. O modelo prevé a tendéncia do perfil de concentracao de glicerol,
destoando apenas para os tempo finais em que apresenta uma taxa de consumo
maior do que o experimental. Como nao ha o erro experimental, nao é possivel
determinar o intervalo de confiabilidade do modelo.

O comportamento dinamico para a L-asparaginase é mostrado na Figura
A concentracdo da enzima comeca a aumentar apos a alimentacao de lactose, indu-
tor da expressao enziméatica. No entanto, experimentalmente a formagao da enzima
ocorre apenas cerca de duas horas apos a inducao enquanto o modelo prevé presenca
da L-asparaginase a partir do momento em que hé indutor no meio, como na descri-
¢ao do modelo proposto. Embora nao mostre o exato momento do inicio da formagao
da enzima, a simulacao consegue predizer de forma satisfatéria o comportamento da

producao enzimatica.
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Figura 4.9: Comparacao dos dados experimentais com os valores da simulacao para
a concentracdo de biomassa (a) e de glicerol (b).

Através da Figura [4.10b| pode-se notar o perfil dinamico da concentracao de
lactose. A alimentacdo de lactose foi feita apos oito horas do inicio do experimento,
sendo consumida tanto para a formacao da enzima como para ser utilizada como
fonte de carbono, ja que isso é possivel. Como é possivel verificar, os valores preditos

pelo modelo se adequam aos dados experimentais.
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Figura 4.10: Comparacao dos dados experimentais com os valores da simulagao para
a concentracao de L-asparaginase (a) e de lactose (b).
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A formagao dos subprodutos acetato e lactato é mostrada na Figura [£.11} Esses
compostos sdao gerados quando ha alta demanda por ATP e suprimento baixo de
oxigénio, situacao que ocorre na presenca desses componentes, ji que com a for-
macao do plasmideo e da enzima ha alta necessidade por energia e a porcentagem
de oxigénio dissolvido é baixa. A tendéncia prevista na simulacao do processo foi
adequada em relacao ao observado experimentalmente.

Nesse caso, como foi forcada a formacao dos subprodutos através da estimacao de
parametros relacionados diretamente aos seus respectivos fluxos, foi possivel observar

a formacao de lactato, diferente do que foi mostrado no Capitulo [3]
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Figura 4.11: Comparacao dos dados experimentais com os valores da simulagao para
a concentracdo de acetato (a) e lactato (b).
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Figura 4.12: Comparacao dos dados experimentais com os valores da simulagao para
a porcentagem de oxigénio dissolvido.

A Figura [4.12] apresenta o grafico para a porcentagem de oxigénio dissolvido.

Nota-se que a variacao de oxigénio dissolvido ocorre principalmente nas primeiras
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horas do inicio de experimento, em que a taxa de crescimento ¢ alta, e esse compor-
tamento é previsto pelo modelo proposto.

Os valores dos parametros estimados estao na Tabela O parametro k esta
relacionado com a taxa de crescimento, e quanto mais proximo de um, o valor de p
utilizado no problema mais se aproxima da taxa maxima de crescimento. Como
na producao de proteinas recombinantes a taxa de crescimento é mais baixa devido
a formacao de plasmideo e enzima que requer alta geragao de energia, o valor de k
estimado é razoavel.

SANCHEZ et al| (2014) também estimou esse parametro, porém o valor nio
foi préoximo ao obtido nesse trabalho, foi cerca de 0,9. Isso se deve ao fato de que
esse trabalho estuda outro processo, para producao de etanol por Saccharomyces

cerevisiae, sendo distinto da producao de proteinas recombinantes.

Tabela 4.4: Parametros estimados.

Parametro Valor estimado Unidade
k 0,45 Adimensional
kg 0,33 1/h
a 47.6 mol asp/mol plasmid
VGran 30,0 mmol/gDW h
Uletsman 0,52 mmol/gDW h
kla 47,9 1 / h
fractato 6,20 mmol/gDW h
facetato 1,00 mmol/gDW h

O modelo proposto considera apenas as células que apresentam plasmideo e o
parametro k; relacionado a taxa de morte celular foi incluido com o intuito de
mostrar células que perdem esse DNA circular e nao sobrevivem no meio. Através da
estimagao pode-se observar uma alta taxa de morte (kq), podendo ter relacido com a
instabilidade plasmidial. Com a perda do plasmideo a célula nao consegue sobreviver
por conta da presenca de antibidtico no meio, como observado experimentalmente.
Essa instabilidade pode ser causada por diversos fatores como a taxa de crescimento,
o numero de copias do plasmideo, a concentracao de oxigénio dissolvido, a carga
metabolica imposta a célula, entre outros (EINSFELDT et al., 2011, [FRIEHS, 2004}
GUPTA et al.l 1995; POPOV et al., 2011; XU et al., 2006]).

O parametro «, parametro associado as atividades transcricional e translacional,
nao poderia ser tao alto pois afetaria o fluxo de formacao de plasmideo e também
nem tao baixo que formasse pouca enzima, como mostrado no Capitulo 3] Assim, o
valor estimado esta consistente como o esperado.

CUNNINGHAM et al| (2009) definiu o parametro o como a relagdo entre os
fluxos da f-lactamase e do plasmideo e variou seu valor de forma a observar o efeito

nos fluxos metabdlicos. Porém, nao estimou esse parametro, apenas utilizou um
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valor médio para expressao génica do LacZ obtido por KIERZEK et al. (2001),
que fez flutuagoes randoémicas no nimero de moléculas de proteinas, como base.
Como o parametro « estimado nesse trabalho esta correlacionado diretamente com
a geracao da L-asparaginase e incluido na formulacdao do modelo dinamico, nao foi
possivel comparar com os trabalhos anteriores.

O coeficiente de transferéncia de massa de oxigénio, kja, calculado (47,9 h™')
foi proximo do valor estimado por EINSFELDT, (2014) (41,3 h™!) trabalho do qual
os dados experimentais foram utilizados. J& os parametros vg,,.., Victs,,ans flactato €
facetato €stao relacionados com a taxa de geragao ou consumo de glicerol, lactose,
lactato e acetato, respectivamente. Seus valores estimados estao adequados, pois
ha alto consumo de glicerol, necessario para o crescimento celular e formacao de
subprodutos, baixo consumo de lactose, utilizado na inducao da expressao enzima-
tica e eventualmente como fonte de carbono, e os subprodutos que sao formados

moderadamente, tendo maior formagao de lactato em relacao ao acetato.

4.6.3 Simulacao dindmica dos fluxos

Através do modelo dindmico proposto é possivel obter também informacoes dos
fluxos metabolicos das reacoes intracelulares do modelo metabdlico considerado.
Dentre os fluxos de cerca de 2000 reagoes foi escolhida a taxa especifica de cresci-
mento e os fluxos das reacoes de formacao do glicerol 3-fosfato e do piruvato para

analise, descritas na Tabela [4.5]

Tabela 4.5: Reagoes de formagao do glicerol 3-fosfato e do piruvato e suas respectivas
siglas.

Sigla Reacao
GLYK ATP + Glyc — ADP+ Glye3p + H
PYK ADP+ H + PEP — ATP+ PYR

O perfil temporal da taxa especifica de crescimento (Figura esta total-
mente relacionado com a concentracgao de células (Figura . Inicialmente a taxa
permanece constante, diminuindo quando as células entram na fase exponencial de
crescimento. No momento da inducao da expressao enzimatica, através da alimen-
tacao com lactose, hd um aumento na taxa ja que a lactose pode ser um substrato
para a célula, voltando posteriormente a reduzir seu valor até um valor préximo a
taxa de morte celular, pois nao havera mais crescimento celular.

Ja o fluxo da reacao de formacao do glicerol 3-fosfato (Figura esta rela-
cionado com o consumo do substrato glicerol. Assim, tem-se um fluxo constante
que comegca a reduzir de forma semelhante & taxa especifica de crescimento, porém,
quando ocorre a inducao, o fluxo aumenta significativamente devido a uma maior

crescimento celular e & formagao dos subprodutos acetato e lactato.
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Figura 4.14: Perfil dindmico dos fluxos da reacao de formacao do glicerol 3-fosfato
(a) e da reacao de formacao do piruvato (b).

No caso do fluxo da reagdo de formacao do piruvato (Figura [£.14D]), importante
reagao da glicolise em que tem-se a geragao de energia (ATP). Pode-se observar um
aumento significativo desse fluxo no momento da indugao da expressao enzimatica,
j& que é necessaria grande quantidade de ATP para formar a enzima como mostrado
também no Capitulo [3
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4.6.4 Estudo de caso

Com o intuito de observar o efeito do ponto de alimentacao de lactose, da vazao
de alimentacao de lactose e da vazao de ar que ¢ injetado no biorreator nas princi-
pais variaveis de estado do processo de producao de L-asparaginase recombinante,

algumas simulagoes foram realizadas.

Diferentes pontos de alimentagao de lactose

O primeiro estudo foi feito considerando diferentes pontos de alimentacao de
lactose (2h, 4h, 6h, 8h e 10h) e verificando a mudanca nas variaveis de interesse
(concentragao de lactose, oxigénio dissolvido, biomassa, glicerol, L-asparaginase,
plasmideo, acetato e lactato).

A lactose é consumida a partir dos pontos de alimentacao como mostrado na
Figura[4.15a] e assim para ponto de alimenta¢do em maiores tempos demoraria mais
para que a lactose fosse totalmente consumida, ja que a taxa maxima de consumo
¢ a mesma. No caso da porcentagem de oxigénio dissolvido (Figura , 0 com-
portamento nao é afetado para pontos de alimentacao no tempo 8h e 10h, em que
o oxigénio dissolvido ja estd nulo, porém para pontos em menores tempos ha a
formagao de picos no instante da alimentacao devido & mudanca na concentracao
de saturacdo de oxigénio, fazendo com que a porcentagem de oxigénio dissolvido

aumentasse nesse ponto.
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Figura 4.15: Perfil dindmico da concentracdo de lactose (a) e da porcentagem de
oxigénio dissolvido (b) para diferentes pontos de alimentagao de lactose.

A partir da Figura [4.16a) observa-se a concentragao de biomassa que apresenta
um perfil semelhante para todos os casos, entretanto nos pontos em que ocorre a

alimentacao de lactose ha uma pequena diluicao voltando a crescer a seguir. Nota-se
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de forma mais acentuada esse efeito para o ponto de alimentacao no tempo 10h, em

que a fase de desaceleracao do crescimento ja iniciou, demorando mais para chegar

3 fase estacionéria.

2 ——Pontogi=2 h
——Pontogim=4 h
18t 301 Pontogi=6 h |
——Pontog;,=8 h
16F [ Pontogim=2 h |1 Pontoyim=10 h
——Pontogi,=4 h 251 ]
14+ Pontogi,=6 h |
. ——Pontogim=8 h -
) Pontogim=10 h| | = r
\\021'2 L ontogy; ) ?20
3 1 s
Q
g 215}
5,4l o
2 0.8
0.6 10
0.4
5
0.2F
O 3 1 1 1 1 0 L L L L
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tempo (h) Tempo (h)
(a) (b)

Figura 4.16: Perfil dindmico da concentragao de biomassa (a) e de glicerol (b) para
diferentes pontos de alimentacao de lactose.

Para o perfil dinamico do glicerol (Figura, verifica-se apenas a diluicao nos
momentos em que ocorre a alimentacao de lactose e posterior consumo do substrato
como esperado. Na Figura o grafico para a concentragao de L-asparaginase no
tempo é mostrado. Como s6 haverd formacgao da enzima na presenca de lactose, in-
dutor da expressao enzimética, é de se esperar que haja formagao da L-asparaginase
a partir do instante em que ocorre a alimentacao de lactose, como observado. Além
disso, ¢ possivel perceber uma concentracao maior final da enzima, quando a ali-
mentacao de lactose acontece nos tempos 2h, 4h e 6h, para o tempo da simulagao.

Diversos trabalhos na literatura, utilizando o planejamento de experimentos,
mostraram que o ponto em que se faz a inducao, proximo ou na fase exponencial do
crescimento, possui efeito significativo sobre a producao de proteinas recombinantes
(CHUAN et al., 2008, LARENTIS et al., 2011, 2014; MANDERSON et al., 2006;
MARINI et al., 2014; SUNITHA et al.l [2000). Sendo que dependendo do sistema
recombinante distintos efeitos podem ser observados. Por exemplo, na expressao de
uma fitase de Bacillus sp., o melhor momento para a inducao foi o inicio da fase
exponencial de crescimento (SUNITHA et al.. 2000). Entretanto, para indugao de
uma, proteina de leptospira em E.coli a melhor etapa foi no final da fase exponencial
de crescimento LARENTIS et al.| (2014).
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Figura 4.17: Perfil dinamico da concentragdo de L-asparaginase (a) e de plasmideo
(b) para diferentes pontos de alimentagao de lactose.

LARENTIS et al. (2011), ao mostrar que o ponto em que fez a inducdo para
a expressao de trés proteinas de Pseudomonas stutzeri em FE.coli apresentou efeito
negativo para duas destas proteinas e positivo para a terceira, reforcou a ideia de
que cada sistema recombinante deve ser analisado de forma particular. Dessa forma,
EINSFELDT]| (2014)) analisou o efeito do ponto da indu¢do sobre a produgao da L-
asparaginase de Z. mobilis em FE.coli mostrando efeito positivo, ou seja, pontos
mais proximos do final da fase exponencial de crescimento levam ao aumento da
da expressao da proteina recombinante. Estando condizente ao observado nesse
trabalho através da Figura [4.17a]

Ja no caso do plasmideo (Figura [£.17b), nao houve uma influéncia significativa
no seu comportamento ao alterar o ponto de alimentagao de lactose, isso porque
o modelo considera que haja sempre a formacao do plasmideo. O comportamento
dinamico do acetato e lactato, mostrado na Figura [4.18 apresentam perfis seme-
lhantes ao da enzima. Isso ocorre devido a relacao desses compostos com a formagao

da L-asparaginase, tando para a geragao de energia quanto para a regeneracao de
NAD.
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Figura 4.18: Perfil dindmico da concentragdo de acetato (a) e lactato (b) para
diferentes pontos de alimentacao de lactose.

Assim, o ponto de alimentacao de lactose influencia consideravelmente na res-

posta das variaveis do processo.

Variagao da vazao de alimentacao de lactose

Para essas simulacoes foi considerado a alimentacao de lactose durante todo o
processo e testadas diferentes vazoes no sentido de observar a resposta das varaveis
de interesse. Para uma concentracao de lactose na corrente de alimentagao de 75g/L,
as vazoes testadas foram entre 0-0,10 L/h.

Como esperado, nota-se & medida que se aumenta a vazao de lactose a con-
centragao de lactose também aumenta no tempo final da simulagao (Figura .
Quando nao ha alimentagao de lactose (vazao nula), o sistema se comporta como no
modo batelada, destoando dos demais perfis e sem a formacao de L-asparaginase,
acetato e lactato (Figuras [4.19] [4.20 4.21] e 4.22)).

O perfil para a porcentagem de oxigénio dissolvido (po,), mostrado na Figura

apresenta um maior consumo de oxigénio quando nao ha alimentacao de
lactose, devido & maior produgao de células (Figura nesse periodo de tempo
em relacao aos perfis quando tem-se alimentacao de lactose e consequente expressao
da enzima. Com a variacao na vazao de alimentacao de lactose a influéncia na
concentracao de oxigénio dissolvido nao foi muito significativa de uma vazao para

outra.
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Figura 4.19: Perfil dindmico da concentragao de lactose (a) e porcentagem de oxi-
génio dissolvido (b) para diferentes vazoes de alimentacao de lactose.

A biomassa (Figura apresenta comportamento semelhante para as dis-
tintas vazoes estudadas, diferenciando quando a vazao é nula. Inicialmente, para
essa situacao, as células apresentam um menor fase lag e posteriormente se man-
tém num valor final menor quando comparado para os casos em que ha presenca de
lactose. Isso se deve pois a lactose pode ser utilizada como fonte de carbono pela
célula e considera-se a mesma taxa de morte celular (kq), parametro estimado para

o experimento em que havia formacao de enzima, para o sistema em modo batelada.
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Figura 4.20: Perfil dindmico da concentragdo de biomassa (a) e glicerol (b) para
diferentes vazoes de alimentacao de lactose.

No caso do glicerol (Figura [4.20b)) nota-se um consumo maior conforme a vazdo
de alimentacao de lactose aumenta, porém isso esté relacionado a diluicao que ocorre

com o aumento do volume final do biorreator para maiores vazoes. Além disso, ao
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comparar com o caso em que ha ou nao presenga de lactose, o consumo é maior
quando a vazao de alimentacao de lactose nao ¢é nula, ja que tem-se a formacao da
enzima e dos subprodutos.

Com base na Figura[4.21b|que apresenta o comportamento do plasmideo para as
diferentes vazoes, verifica-se que na auséncia de lactose tem-se uma formacgao maior
de plasmideo uma vez que nao ha a expressao da enzima que esta correlacionada ao
fluxo de plasmideo. Para os casos com distintas vazoes de lactose, ndao houve uma

influéncia expressiva.
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Figura 4.21: Perfil dinadmico da concentracdo de L-asparaginase (a) e plasmideo (b)
para diferentes vazoes de alimentacao de lactose.

As Figuras e apresentam os perfis dinamicos para a L-asparaginase,
o acetato e lactato. Percebe-se que o comportamentos para esses componentes sao
bem semelhantes, isso porque a enzima s6 é formada com a presenca de lactose,
indutor da expressao enzimatica, e devido a carga metabolica imposta a célula com
a formacao dos subprodutos, acetato e lactato, que sao gerados. De uma forma

geral, nao ha um impacto relevante nessas variaveis.
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Figura 4.22: Perfil dindmico da concentracao de acetato (a) e lactato (b) para
diferentes vazoes de alimentacao de lactose.

As simulacbes acima mostram que a presenca ou nao da lactose no sistema é que

influencia as variaveis do processo e nao necessariamente os distintos valores para a

vazao de alimentacao de lactose.
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Variacao da vazao de ar

Para esse estudo foi considerado diferentes vazoes de ar para injecao no biorre-

ator entre 10-100 L/h, com o intuito de observar o efeito nas principais variaveis

do processo. Vale ressaltar que a condi¢do experimental de EINSFELDT, (2014),

utilizada nesse trabalho na calibracao do modelo, considera a vazao de ar para in-

jecao de 90 L/h. Nas Figuras |4.23] [4.24] e [4.25] estdo os comportamentos dinamicos

da lactose, oxigénio dissolvido, biomassa, glicerol, L-asparaginase e plasmideo. Os

graficos para o acetato e lactato nao foram expostos por terem o comportamento

semelhante ao da L-asparaginase.
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Figura 4.25: Perfil dindmico da concentracao de L-asparaginase (a) e plasmideo (b)
para diferentes vazoes de ar.

Como pode ser observado em todos os graficos, apenas para vazoes baixas de
ar desviam pouco em relacao as outras vazoes. Isso porque, mesmo aumentando a
vazao de ar, como o coeficiente de transferéncia de massa de oxigénio permanece
constante, nao ha alteracdo no consumo de oxigénio pela célula. Teria que mudar
também a agitacao e temperatura do biorreator, que nao foram considerados no

modelo proposto.
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4.7 Consideracoes finais

Esse capitulo apresentou a formulacao do modelo proposto, considerando o mo-
delo metabolico construido anteriormente, por meio de trés blocos, metabolico, di-
namico e cinético. Mostrando, no bloco metabdlico, a inclusao da abordagem da
analise do balango de fluxos (FBA) e o porqué da utilizacdo de uma fun¢io multi-
objetivo, discutindo o melhor valor de € a ser considerado no modelo a partir das
solucoes Pareto 6timas e do méximo valor experimental para o fluxo plasmidial.
No bloco dindmico mostrou-se as equacoes diferencias para o balango de massa e
como os fluxos metabdlicos foram inseridos nestas. J& no bloco cinético, as taxas
de consumo de glicerol, oxigénio, lactose e de producao dos subprodutos utilizadas
foram apresentadas baseando-se na cinética Michaelis-Menten. Além disso, foi feita
a calibracao do modelo, iniciando com a anélise de sensibilidade para assim obter
um conjunto inicial de parametros, que afetam significativamente o modelo, para a
primeira etapa da estimacao destes parametros, seguindo para a etapa final de es-
timacao dos parametros restantes. Posteriormente, os resultados e discussao foram
expostos, além do estudo de casos variando os pontos de alimentacao de lactose, a
vazao de alimentacao de lactose e a vazao de ar de injecao no biorreator, mostrando

as influéncias nas principais variaveis do processo.
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Capitulo 5
Conclusao

O presente trabalho realizou, satisfatoriamente, a construcao do modelo metabo-
lico considerando as reacoes da formacao da L-asparaginase, utilizando os precurso-
res dos aminoacidos, e do plasmideo, e a expressao enzimética através da lactose. As
andlises iniciais mostraram a grande necessidade de energia requerida para formar
a proteina recombinante, sendo uma grande carga metabolica para a célula fazendo
com que as diferentes vias metabolicas sejam ativadas.

Adicionalmente, foi formulado o modelo em trés blocos, metabélico (utilizando
o modelo construido anteriormente), dinamico e cinético. Por meio da andlise de
sensibilidade, um conjunto inicial de parametros foi utilizado na estimacao e pos-
teriormente os outros também foram estimados. O ajuste do modelo aos dados
experimentais de EINSFELDT) (2014)) foi razoavel, porém entende-se a necessidade
de mais experimentos para que a validagao do modelo fosse possivel.

De uma forma geral, o modelo dinaAmico proposto, considerando na formulacao
a abordagem da andlise do balanco de fluxos metabdlicos, foi adequado para o
processo de producao da L-asparaginase recombinante. Através dessa formulacao é
possivel acompanhar as mudancas metabolicas nesse tipo de processo biotecnolégico,
trazendo grande contribuicao para o projeto, otimizacao e controle do processo de
producao de proteinas recombinantes.

E finalmente alguns estudos de caso foram feitos e foi possivel notar que o ponto
de alimentacao de lactose e a vazao de alimentacao de lactose, considerada durante

todo o processo, tém grande influéncia nas principais variaveis do sistema.
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Sugestoes para futuros trabalhos

Algumas sugestoes para futuros trabalhos sao a reconstrucao do modelo metabo-
lico para a E. coli BL21 (DE3) que possui o gene que codifica a TTRNA polimerase
sob controle do promotor lacUV) e é bastante utilizada na expressao de proteinas;
considerar a instabilidade plasmidial na modelagem matematica e que a inducao
da expressao enzimatica ocorre através da ligacao de quatro moléculas da alolac-
tose (produto do metabolismo da lactose) na proteina Lacl (tetramero); realizagao
de experimentos em diferentes condicoes para producao da L-asparaginase recombi-
nante de formar a validar o modelo proposto, e a otimizacao dinamica do processo
manipulando a vazao de alimentacao de lactose tendo como objetivo a maximizacao

da concentracao da L-asparaginase.
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Apéndice A

Conceitos Fundamentais de

Bioquimica

A.1 Dogma central da Biologia molecular

De acordo com o dogma central da biologia molecular (CRICK] |1958)) ¢ possivel
entender como o fluxo de informagao genética acontece nos sistemas biologicos. De
forma simplificada, ocorre a replicacao do DNA e sua transcrigao para formar o RNA
e, a partir deste, tem-se a traducao gerando a sequéncia de aminoacidos, formando
uma proteina (Figura [A.T)).

A replicacao do DNA ocorre ao sintetizar fitas-filhas utilizando como molde a fita-
parental de DNA e nucleotideos livres que pareiam com as bases desta. Da mesma
forma, o RNA ¢é sintetizado utilizando nucleotideos livres que pareiam com as bases
complementares em uma das fita de DNA. O mRNA corresponde ao gene que codifica
uma proteina e este é traduzido através do ribossomo e do RNA transportador que

catalisam a formagao da cadeia polipeptidica.

A.2 Acidos nucleicos

Os nucleotideos sao compostos por uma base nitrogenada, uma pentose e um
grupo fosfato. As bases sao derivadas de dois compostos, purina e pirimidina. O
DNA e o RNA possuem em sua estrutura duas bases purinicas, adenina (A) e gua-
nina (G), e duas bases pirimidinicas, podendo ser a citosina (C), uracil (U) e timina
(T) (VOET et all 2014). Sendo que tanto o DNA quanto o RNA apresentam cito-
sina, porém a uracil estd presente apenas no RNA e a timina no DNA.

Os ribonucleotideos apresentam a pentose ribose, e estes sao encontrados no RNA
(acido ribonucleico), ja os desoxinucleotideos apesentam a pentose 2’-desoxirribose
e fazem parte do DNA (4acido desoxirribonucleico) (LEHNINGER et al., [2005). O
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Replicagdo DNA|  CCTGAGCCAACTATTGATGAA
GGACTCGGTTGATAACTACTT

Transcrigéol

RNA Ccu CCA AUU GAA

Tradugéol l

Proteina | Pro-Glu-Pro-Thr-lle-Asp-Glu

Figura A.1: Dogma central da biologia molecular.

DNA possui algumas caracteristicas principais, como duas cadeias polinucleotidicas
formando uma dupla hélice e cada base nitrogenada esta ligada a uma base da fita
oposta (ha o pareamento das bases complementares). J4 o RNA é uma fita simples
e se difere do DNA pela substituicao da timina pela uracil e pela presenca de grupos
hidroxila no carbono 2.

A replicacao do DNA ocorre através de enzimas chamadas de DNA polimerases.
Essas enzimas utilizam a fita simples do DNA como molde para catalisar a sintese
da fita complementar utilizando desoxinucleosideos trifosfatos (ANTPs) adequados
(Figura . A reagao libera pirofosfato (PP;) que pode ser hidrolisado posterior-

mente.

dATP + dCTP +
dGTP + dTTP

GCTTCAGAGCA

AGCTTCAGAGCA

DNA
polimerase

Figura A.2: Replica¢do do DNA. (Adaptado de VOET et al|(2014))
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Ja a formagao do RNA ocorre através da transcricao pela RNA polimerase que
utiliza a fita simples de DNA como molde. A enzima catalisa a sintese de RNA sendo
necessario para a reagao os ribonucleosideos trifosfatos (NTPs) e tem-se também a

liberacao de pirofosfato (PP;):

(RNA), + NTP = (RNA),;1 + PP,

A.3 Proteinas

Para gerar a sequéncia de aminoacidos e sintetizar proteinas ¢ necessario traduzir
o codigo genético. A informagao genética esta contida no RNA mensageiro (mRNA)
gerado a partir da transcricao do gene do DNA.

Se ligam ao mRNA moléculas de RNA transportador (tRNA), cada uma car-
regando um aminoacido correspondente. Esse aminoécido esté relacionado com o
anticodon (sequéncia de trinucleotideos) presente na sequéncia do tRNA e comple-
mentar ao codon do mRNA.

Assim, durante a traducao, a cadeia polipeptidica é formada de acordo com a
ordem na qual os anticodons do tRNA se ligam aos cédons do mRNA no ribossomo

e com a ligacdo de cada aminoacido que esta presente em cada tRNA (Figura|A.3).

RNA
_____ DNA

Ribossomo

&,  mRNA _—

) J :J Proteina
. . P ’
Aminoacil-tRNA

Figura A.3: Esquema geral da sintese de proteinas.
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Apéndice B
Reacao de formacao do plasmideo

Através da sequéncia do plasmideo pET-28b(+)(http://www.addgene.org/
browse/sequence_vdb/2566/)), mostrado na Figura que apresenta 5368 pa-
res de base, e da sequéncia do gene da L-asparaginase (Figura , foi construida
a reacao para a formacao de uma fita do plasmideo com o gene inserido ao obter a

quantidade de cada base nitrogenada presente nas sequéncias descritas.

T7_terminator
T7_Terminal_primner
¥hol [158)

Maotl (158)

Eagl (156)

Hindlll (173)

Sall (178)

Sacl (100)

EcoRI (182)
BamHI (188)
T7_leader

Nhel (230)

Mdel (237)
¥ press_fwd_primer
Meol (205)

T_trarsl_sn RBES

Xbal (334)

acO
T7_promoter
Bglll [£00)

B RrewBan_prinn
et (300 - 553)

’____4-_”’
F frame ,/"/ ’
KanR2 -~ ..

Srnal (£289) L \

Xmsl (4207) SRF frame 3
Clal (#115) Bl (1138)
Mrul [4082) acl

Apal (1333)
pET-28 b (+)
5368 bp
pBR322_origin
ORF frame
/ EcoRV [1572)
Hpal (1828)
.
~._
T
GEX_3 prime
ROP tet (575 - 851)
Fspl (2204)

Figura B.1: Mapa circular do plasmideo pET-28b(+)
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http://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/2566/

1 atgatgattt ttaaaatcce tgttaaggee tettetgetg cggeettgge aatatgeatg

61 atgatgggge ctactcegge gatatctatg aataatcagg ttcattcaat tcagacgtta
121 ccgegeattt tagttetgge aacgggegge acgattteceg geaagaaaaa tggaatgtet
181 gaaatcgget ataatgeagg cggegttact ggaaaacage tegttgaaga tataccggaa
241 ttagctaaac tcgetgaaat caatgtecgaa caaattgeca atateggete gecaagatatg
301 aatgatgega tatggetgeg cttggecaag cgeatccaag acgeegtege ccataacgaa
361 geggatggta ttgtgattac ccatggeace gataccatgg aagaaaccge ctttttectt
421 gatacggtta ttcgcaccga caagecgatt attetgacag gegecatgeg cectageact
481 gccattggtg cagatggtee cgecaattta tatgaggega ttgaagtege ggecacceece
541 aaggccaaag atcatggegt catgatcgte atgaatgaca ctattcatge agecagatgg
601 gcaagcaaaa cccacacaac cgeegtegaa acctttcagt ccatcaatge aggacctate
661 ggttatgtcg atceggette ggtgeggttt attgageega aaaaacagee tgteccaage
721 tatggcctte cgacgactge geetttgeet geggtegaaa tectttacge cecatageggt
781 atggggectt caattatcaa tgatctcatc aaaacgggeg tgaaaggeat tattettgee
841 getgttgete acgggaatag ttcaaaagaa gegatggetg cectecaatet tgeegtcaaa
901 caaggcgtga ttgttgtgeg ttcatccaga accggatcag getttgtgaa tegeaatgte
961 gaggtcaatg atgacaaaaa cgactttgtt gtctettatg atetttegee ccagaaagece
1021 cgcatcctte ttcagatttt aatagecaat ggeaaaaaca aactttetga tatccaatet
1081 gcatttgaag ctggttttta a

Figura B.2: Sequéncia do gene da enzima L-asparaginase (ATCC 31821) proveniente
de Zymomonas mobilis CP4

Assim, a seguinte reagao pode ser obtida considerando a necessidade de 1,36 mol
de ATP por mol de ANTP por polimerizagao CUNNINGHAM et al.| (2009):

1575 dATP + 1678 dCTP + 1712 dGT P + 1554 dT'T'P + 8866 AT P
— 1/2 Plasmideo + 8866 AM P + 6519 PP

Vale ressaltar que a reacao acima considera a formacao de apenas uma fita do

plasmideo.
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Apéndice C

Reacao de formacao da

L-asparaginase

Tendo a sequéncia de aminoacidos para a L-asparaginase obtida apds a traducao
(Figura [C.1)), optou-se pelos precursores dos aminoacidos para compor a reacao de

formagao da enzima. As abreviagoes dos aminoacidos estao apresentadas na Tabela

1 mmifkipvka ssaaalaicm mmgatpaism nnqvhsiqtl prilvlatgg tisgkkngms
61 eigynaggvt gkqlvedipe laklaeinve gianigsqdm ndaiwlrlak riqdavahne
121 adgivithgt dtmeetaffl dtvirtdkpi iltgamrpst aigadgpanl yeaievaatp

181 kakdhgvmiv mndtihaarw askthttave tfqsinagpi gyvdpasvrf iepkkqpvps
241 yglpttaplp aveilyahsg mgasiindli ktgvkgiila gvgdgnsske amaalnlavk
301 qgvivvrssr tgsgfvnrnv evnddkndfv vsydlspgka rillgilian gknklsdigs

361 afeagf

Figura C.1: Sequéncia de aminoacidos da enzima L-asparaginase (ATCC 31821)
proveniente de Zymomonas mobilis CP4

Tabela C.1: Aminoacidos e suas abreviagoes

Aminoéacidos
Arginina (R) Alanina (A)
Histidina (H)  Asparagina (N)
Isoleucina (T) Aspartato (D)
Leucina (L) Cistefna (C)

Lisina (K) Glutamato (E)
Metionina (M)  Glutamina (Q)
Fenilalanina (F) Glicina (G)

Treonina (T) Prolina (P)
Triptofano (W) Serina (S)
Valina (V) Tirosina (Y)

Para saber os coeficientes estequiométricos da reacao e os componentes gerados,
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é necessario entender como se da a biossintese dos aminoacidos, que serd mostrada
na se¢ao [C.I} Além disso, foi considerado que 4,324mol de ATP ¢é requerido por mol
de aminoacido por polimerizacdo (CUNNINGHAM et al., 2009) e assim foi possivel

construir a seguinte reagao com os precursores dos aminoacidos:

54 3PG + 56 a KG 4 1582,6 AT P + 17 EAP + 81 NADPH + 97 OAA+
17T PEP + 134 PYR+ 7 R5P — 56 NADH + L-asparaginase

em que 3PG é o composto 3-fosfoglicerato, a K G, a-cetoglutarato, F4P, eritrose-4-
fosfato, NADPH , difosfopiridina nucleotideo fosfato reduzido, OAA, oxalacetato,
PEP, fosfoenolpiruvato, PY R, piruvato, R5P, ribose-5-fosfato e NADH, difosfo-

piridina nucleotideo reduzido.

C.1 Biossintese de aminoacidos

Os aminoacidos sao sintetizados a partir de precursores metabolicos conheci-
dos, sendo um total de vinte existentes. Todos os aminoéacidos sao provenientes de
intermediarios da glicolise, do ciclo de Krebs ou da via das pentoses como pode
ser observado na Figura Os principais componentes utilizados para a forma-
¢cao dos aminoacidos sao: 3-fosfoglicerato, fosfoenolpiruvato, piruvato, oxalacetato,

a-cetoglutarato, aspartato, glutamato e eritrose-4-fosfato.

Glicose
l Piruvato
Glicose 6-fosfato s <
! i y
_§ Citrato
l Ribose 5- L4
fosfato Oxaloacetato .
$ a-cetoglutarato
i Histidina 1 | ’ 3
g 5 Aspartato
Eritrose 4 == 3-Fosfoglicerato ™ Serina Glutamato
fosfato $ ']
1 - Asparagina Glutamina
l Glicina Metioni .
Cisteina etonina Pr‘.’"’_‘a
r === Fosfoenolpiruvato Treonina Arginina
& Isoleucina
: 1 Alanina
Trlptofano Piruvato =) Valina
Fenilalanina Leucina
Tirosina

Figura C.2: Visao geral da biossintese de aminoacidos. Fonte: LEHNINGER et al.
(2005).
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O piruvato, oxalacetato e o a-cetoglutarato estao relacionados diretamente a
alanina, aspartato e ao glutamato, respectivamente. A sintese desses aminoacidos
acontece em apenas um passo através da rea¢do de transaminagao (Figura .
Sendo que a asparagina e a glutamina necessitam de ATP para serem formadas.

O glutamato é o precursor da prolina e arginina. As reagoes para formacao da
prolina utilizam ATP e NADPH, ji a arginina é formada pelas reacoes do ciclo
da uréia, utilizando ATP e NAD (Figura . A serina é formada a partir do 3-
fosfoglicerato, usando NAD e glutamato nas reacoes, e esta é utilizada para formar
glicina e cisteina (Figura [C.3)).

O precursor da lisina, metionina e treonina é o aspartato. Inicialmente ocorre
a reacao de fosforilagao e segue em trés rotas para a formacao dos aminoacidos,
utilizando NADPH e ATP (Figura [C.6). Ja para a formagdo da leucina, isoleucina
e valina utiliza-se o piruvato como composto inicial (Figura [C.7).

Os aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano, tem como precur-
sores o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato. Inicialmente tem-se uma reacao de
condensacao desses compostos e assim segue para as reagoes de formacao dos ami-
noacidos (Figura [C.8). Finalmente a sintese de histidina é derivada do composto
5-fosforribosil-a-pirofostato (PRPP) (Figura [C.9).

_ NAD  NADH Glutamatoalfa-cetoglutarato |
(;’OO COO cCoO Pi |T| ~
H-C-OH Z—L:'Z‘ C“,:O ~N_ 7 . H3N+*CI)‘H ASL» H07CH2—(T‘,—+COO
CH,-OPO; 1 CHpoPOZ™ 2 CH,; OPO3 NH3
3-Fosfoglicerato 3-Fosfo-hidroxipiruvato 3-Fosfoserina Serina

Figura C.3: Conversao de 3-fosfoglicerato em serina. As enzimas para essa conver-
sao sao (1) 3-fosfoglicerato-desidrogenase, (2) uma amino-transferase dependente de
PLP e (3) fosfosserina-fosfatase. Fonte: VOET et al.| (2014)
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H,C—C—=COO0
Piruvato
Aminoacido

alfa-cetoacido

H
H3C—£|—COO_
+

NH3
Alanina

o) o o)

N\, | oo \ ]
C—CH,—C—C00 \/C—CHZ—CHQ—C—COO
O o]
Oxalacetato alfa-Cetoglutarato
Aminoacido Aminoacido
2 3
alfa-cetoacido alfa-cetoacido
o " H
Ne—c HZ—JI—COG O\ s
< | C—CH;—CH;—C—C00
+ O
NH3 NH3
Aspartato Glutamato
Glutamina ATP
ATP 5
4 _ ADP _
AMP+PPi o H
Glutamato AN | -
C—CHy—CH;—C—CO00
(0] H 2—/
\ _ OPO; NHE
/C Hy —CO0 3
HaoN | + — Intermediario -
NH; gama-Glutamilfosfato
Asparagina NH3
5
Pi
H
O\ |
C—CHZ—CHz—C—COCS
H 2N/ | +
NH3
Glutamina

Figura C.4: Sintese de alanina, aspartato, glutamina, asparagina e glutamina.
As reagOes envolvem a transaminagao de (1) piruvato, (2) oxalacetato, e (3) a-
cetoglutarato, e a aminagao de (4) aspartato e (5) glutamato. Fonte: VOET et al.

(2014)
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Glutamato
ATP

ADP

H

C—CH,—CH,—C—=C00

\ /"

2—

Glutamato-5-fosfato
NAD(P)H

NAD(P}

Pi Glutamato alfa-cetoglutarato
H

o) | H
+ _
C_CHZ_CHZ_C_Cod 5 HSN ACH2£H2£H27(N:I_AIPOO
3
+ ey
NH3 Ornitina

V4

Glutamato-5-semialdeido
H Ciclo da uréia
3

H
coo H,N .
o] e 2N~ —
TSN _C-N-CH,~CH, CH; C-COO

H,N"
2 +
/\'-Pirrolina-5-carboxilato H NH;

NAD(P)H
) Arginina
4
+
NAD(P)
Q—coo’

H

Prolina

Figura C.5: Sintese de arginina, ornitina e prolina a partir de glutamato. Os cata-
lisadores da biossintese da prolina sao (1) v-glutamil-cinase, (2) desidrogenase, (3)
nao-enzimatico e (4) pirrolina-5-carboxilato-redutase. A ornitina é convertida em
arginina pelo ciclo da uréia. Fonte: VOET et al.| (2014)
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0 H
‘¢ _CH.-C-COO0
C CHy C €

NH4
Aspartato
ATP
1
ADP
% . coo i
- C-CH,C~- » =
OP-0" N CHzCH-C-C0O
3 OH NH3
Aspartil-beta-fosfato Treonina
NADPH
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O it U ]
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Y NHj
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(|3H24\‘H3 N Metil-THF
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COO H
.. | —
Lisina CH3—S£H2£H27C‘:_€’OO
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Figura C.6: Sintese de lisina, metionina e treonina. As enzimas que catalisam
as reacgoes sdo (1) aspartocinase, (2) [-aspartato-semialdeido-desidrogenase, (3)
homosserina-desidrogenase e (4) metionina-sintase. Fonte: VOET et al. (2014)
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H3C-C-COO SPiruvato O
Piruvato alfa-cetobutirato
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Valina CHs H CHj,
HsC— C-CH;-C-COO0 CHH
H NH3 H3C-C—C-COO0
H NH:
Leucina . N
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Figura C.7: Sintese de isoleucina, leucina e valina. A primeira enzima, a
acetolactato-sintase, catalisa duas reagoes, uma conduzindo até a valina e leucina, e
a outra, até a isoleucina. A valina-amino-transferase catalisa a formacao de valina e
isoleucina, e a leucina-amino-transferase catalisa a formacao de leucina, a partir de
seus respectivos a-cetoacidos. Fonte: VOET et al.| (2014)
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Figura C.8: Sintese de fenilalanina, triptofano e tirosina.

As enzimas envolvi-

das sdo (1) 2-ceto-3-desoxi-D-arabinoeptulosonato-7-fosfato-sintase, (2) antranilato-
sintase, (3) triptofano-sintase, subunidade «, (4) triptofano-sintase, subunidade (3,

(5) corismato-mutase. Fonte: [VOET et al.| (2014)
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Figura C.9: DBiossintese de histidina. As enzimas envolvidas sdo (1) ATP-

fosforribosil-transferase e (2) glutamina-amido-transferase.

(2014)
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