MARTA CRISTINA TEIXEIRA LEITE

IDENTIFICA(;AO, CARACTERIZAC;AO E ANALISE DA
EXPRESSAO DE GENES DE RESPOSTA AO ESTRESSE
OXIDATIVO EM Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagao
em Microbiologia Agricola, para obtengao
do titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL

2008



MARTA CRISTINA TEIXEIRA LEITE

IDENTIFICA(;AO, CARACTERIZA(;AO E ANALISE DA
EXPRESSAO DE GENES DE RESPOSTA AO ESTRESSE
OXIDATIVO EM Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagao
em Microbiologia Agricola, para obtencao
do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 31 de outubro de 2008.

Prof. Arnaldo Chaer Borges Prof. Hilario Cuquetto Mantovani

Prof. Antonio Fernandes de Carvalho Prof® Tania Maria Fernandes Salomao

Prof® Célia Alencar de Moraes

(Orientadora)



A Deus,
Aos meus pais, Luiz Mario e Neuza Maria,
Ao meu amado esposo Robson,
Aos meus irmaos e cunhadas, Luiz Mario e Cristina, Luiz Fernando e

Monica, Luiz Gustavo e Jaqueline e ao meu querido sobrinho Lucas.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pela presenca constante em minha vida, por ser meu

sustento e minha fortaleza e me guiar sempre por um caminho seguro.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Microbiologia, pela

oportunidade de realizagdo do curso.

A Coordenagido de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pelo apoio financeiro.

A professora Célia Alencar de Moraes, pela orientacdo e confianga em meu

trabalho.

Ao professor Hosni M. Hassan pela oportunidade, pelo carinho com que me

recebeu em seu laboratodrio e pela relevante participagdo em meu trabalho.

Aos professores Arnaldo Chaer Borges, Hilario Cuquetto Mantovani, Antdnio
Fernandes de Carvalho e Tania Maria Fernandes Salomao pelas valiosas contribuigdes e

conselhos.

A professora Marisa Vieira de Queiroz, pela contribuicdo para realizacdo deste

trabalho.

A todos os professores do Departamento de Microbiologia, pelos ensinamentos.



Aos amigos do Laboratorio de Microbiologia Industrial, pela amizade e pelo

apoio.

Aos amigos dos Laboratorios de Fisiologia de Microrganismos, Microbiologia
de Alimentos, Anaerdbios, Micorrizas, Genética de Microrganismos, Biotecnologia

Ambiental e Biodiversidade pela convivéncia agradavel.

Aos amigos Thiago, José Carlos, Alessandra e Ana Paula, pelo apoio nessa etapa

importante da minha vida.

Aos amigos Brian, Trent, Matt e Qiaen pelo agradavel convivio no laboratério e

por todo o conhecimento compartilhado.

A minha querida familia Milligan, Corey, Cathy e Clara, pela inesquecivel

convivéncia e amizade e por tantos momentos de alegria.

Ao meu esposo Robson, pelo carinho e compreensao, pelo constante incentivo e

companheirismo.

Aos funciondrios Sr. Toninho, Danilo, Evandro, Laura, Aparecida e Nilcéa, pela

amizade, pelo respeito, pela dedicagdo e eficiéncia.

Aos meus queridos irmaos e pais, pelo amor e pela torcida para que eu atingisse

esse objetivo importante.



BIOGRAFIA

MARTA CRISTINA TEIXEIRA LEITE, filha de Luiz Mario Leite e Neuza
Maria Teixeira Leite, nasceu em Aimorés, Estado de Minas Gerais, no dia 24 de
fevereiro de 1981.

Em marco de 1999, ingressou na Universidade Federal de Vigosa-UFV, onde,
em agosto de 2003, graduou-se em Nutri¢ao.

No periodo de agosto de 2000 a julho de 2001, foi bolsista do PIBIC/CNPq.

Em agosto de 2003, iniciou o Programa de Po6s-Graduagdo em Microbiologia
Agricola, em nivel de Mestrado, na Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais,
sendo que em janeiro de 2005, obteve a mudancga para nivel de Doutorado sem defesa
de tese.

No periodo de mar¢o de 2007 a marco de 2008 foi bolsista CAPES pelo
Programa de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior (PDEE), tendo sido o estagio
desenvolvido no laboratorio sob coordenacao do Dr. Hosni M. Hassan vinculado ao
Microbiology Department, North Carolina State University at Raleigh, NC, USA. Em

31 de outubro de 2008 foi realizada a defesa da tese de Doutorado.

Vi



CONTEUDO

RESUMO ...ttt ettt sttt et
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt et e e saesteeseesaeeneenseenes
1. INTRODUGCAOD ..ot
2. REVISAO DE LITERATURA ....ccoovtumiiirriereneieeieseesseiesesessessesasesssessses
2.1. Ecologia do Trato Gastrointestinal.............ccceeeveriieniieniieenienieeieeeee e
2.2. Bactérias do 4cido TACtICO ...oouveruiiiiriiiiiiiiiieceeee e
2.3. Bactérias do 4cido 14tico probioticas..........ccceereeviieniieniienieeieeieeeeen,

2.4. Estresse oxidativo e efeito do oxigénio no metabolismo de bactérias
JACTICAS ettt ettt ettt ettt naeas

3. MATERIAIS E METODOS ......ccovvvuumreirmrrimrennesesessiseessessssessssssssssssssenes
3.1, MICTOTZANISITIO «...eeuviieeiiiieeiiee ettt e eteeeeieeesteeesaeeeseseeennbeeesaeeessneesnnneesnneeas
3.2 Extragao de DNA Total.......ccoooiiiieiiiicieeceeee e

3.2.1. Preparo das celulas..........coceeriieiiiiniiiiiiiiieeee e
3.2.2. Extrac@o de DINA ......oooiiiieeeee e e
3.2.3. Quantificagdo de DNA .........cooviiiiiieeee e

3.3 Selegao dos genes a serem identificados e caracterizados em L. delbrueckii
UFV H2D20 ..ottt sttt eees

Vii

10

16

26

26

26

26

27

27

28



3.4 Detecgao dos genes spx, ptsl e mecA de L. delbrueckii UFV H2b20 ........
3.4.1. Construgao dOS PIIMETS. .....cevueerterierieerieerenieenieeeesieesreeresieesieenaeeaeens
3.4.2. Reacoes de AMPlIfiCACA0 ....cveveeeveeeiiieeiiieeiee e

3.5 Detecgdo do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20..........cccocoveevvenrennenne.
3.5.1. ConStrucao dOS PIIMETS.......eerueeerieriieeieeriieeieeneeesseesreeseessreenseesneens
3.5.2. Reacdes de AMPIIfiICaACAO ...occueevuiieiieniieiieeieeie e

3.6 Deteccdo do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20..........cccooeveirinnene
3.6.1. Construga0 dOS PIIMETS......ceceureerieeerieeerieeesaeeesreeessreeesreesssreesseeens
3.6.2. Reagdes de AMPLIfiCaCaA0 ....cceevuveeciieniieiieeieete e

3.7 Detecgdo de gene homologo a SigA em L. delbrueckii UFV H2b20 .........
3.7.1. Construgao dOS PIIMETS. .......coueerterierieerieereniienieetesieenreeeesieenieenaeeaeens
3.7.2. Reacao de AmMPlificacao ......ccceeeceeeiiiiiiiieeiiie et

3.8 Sequenciamento e andlise das SEqUENCIAS .......ccueeevveeerveeerieeeieeeree e

3.9 PCR INVETSA ittt ettt sttt s

3.10 Analise fllogeNnétiCa. ......cccueviieiiiieiieiieeie et

3.11 Analise da expressdo dos genes Spx, dps e pox por PCR em tempo real .

3.11.1 Condig¢des de cultivo: transferéncia da condicdo de anaerobiose
PATA ACTODIOSE ...eeuiiieiiieiiieetie ettt eteeeite et eesiteebee st e eabeesaeeebeesateenbeesnbeeaseesateenseenens

3.11.2 Condigdes de cultivo: transferéncia da condi¢cdo de aerobiose para
ANACTODIOSE. ... veeeerieeittieeiteeetteeeiteeeeteeesaeeessteeeasseeasseeasseeasssaessseessssesssseeesseenns

3.11.3 Condigdes de cultivo: efeito da concentragdo de glicose sobre a
expressao do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20.........c.ccooeveevieiiiiciene,

3.11.4 Condigdes de cultivo: efeito da concentracdo de perdxido de
hidrogénio sobre a expressao do gene dps de L. delbrueckii UFV H2b20........

315 ExXtragdo de RINA .....oviiieieeeeceeeeee e
3.11.6 PCR em tempo 1€al .......cccuieiiiieiieiiieiieciieeieeee e

3.12 Avaliagdo da atividade da enzima piruvato oxidase de L. delbrueckii
UFV H2D20 ...ttt ettt s tae e e tae e sara e e saaeeesaveeesnnee s

32

32

32

34

35

35

36

37

37

38

38

39

40

41

42

42

46

46

48



4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...

4.1. Caracterizacdo das Sequéncias e Analise Filogenética dos genes SpX,
OIS € POX. ittt ettt ettt ettt ettt eeteebeena e reebe e e ereereenaans

4.1.1. Sequéncia nucleotidica e organizagdo génica parcial do operon que
codifica o gene spx de L. delbrueckii UFV H2b20..........cccoveviieiiiiieiicicieenes

4.1.2. Caracterizagdo dos dominios conservados da proteina Spx de L.
delbrueckii UFV H2b20........cccoviiiiiiiiinieiiccicteceeeeeeee e

4.1.3. Relacionamento Filogenético de Spx de L. delbrueckii UFV H2b20
com homologos de outras bactérias gram-positivas...........ccceeeeveerieerveerieenveennen.

4.1.4. Sequéncia do gene dps de L. delbrueckii UFV H2b20 .....................
4.1.5. Caracterizagdo da proteina Dps de L. delbrueckii UFV H2b20.........

4.1.6. Relacionamento Filogenético de Dps de L. delbrueckii UFV H2b20
com homologos de outras bactérias gram-positivas..........eecuveeevueeeeiveeeniieeenineeenns

4.1.7. Caracterizagdo parcial do gene pox que codifica a enzima piruvato
oxidase de L. delbrueckii UFV H2b20.........ccccceveniiririeieieieieieeeese e

4.1.8. Caracterizagdo parcial da enzima piruvato oxidase de L. delbrueckii
UFV H2D20 ..ottt ettt et e ta e s esbe e s sbeenbaessaeesseenns

4.1.9. Relacionamento Filogenético da enzima piruvato oxidase de L.
delbrueckii UFV H2b20 com homdlogos de outras bactérias gram-positivas....

4.1.10. Sequéncia de gene homoélogo a SigA de L. delbrueckii UFV

4.2. Analise da expressdao dos genes SpX, dps e pox e da atividadeda enzima
piruvato oxidase de L. delbrueckii UFV H2b20 ........cccccoviriiiniieiiieeceene,

4.2.1. Avaliacdo da expressdao do gene spx por PCR em tempo real em
condigOes de estresse OXIAAtIVO ....ecccueieeiuieeiiieeeiie et e

4.2.2. Avaliagdo da expressdo do gene dps por PCR em tempo real em
condigoes de estresse OXIAAtIVO .....cecueeeeiuieeeiiieeciie et e et

4.2.3. Avaliacdo da expressdo do gene pox por PCR em tempo real em
condicoes de eStresse OXIAAtIVO ...ueeiieiuiiieieiiiiee ettt et

4.2.4. Avaliagdo da atividade enzimatica de piruvato oxidase em L.
delbrueckii UFV H2D20......c.ooeiiiiiieieieeeiee ettt

Pagina

50

50

56

60
63

67

70

73

76

80

83

86

86

95



5. CONCLUSOES ..ot e e e e e s e e e es e e es e s eresenn

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



RESUMO

LEITE, Marta Cristina Teixeira, Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2008.
Identificacdo, Caracterizacdo e Analise da Expressdo de Genes de Resposta ao
Estresse Oxidativo em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20. Orientadora: Célia
Alencar de Moraes. Conselheiros: Marisa Vieira Queiroz e Juraci Alves de Oliveira

O estresse oxidativo ¢ uma importante causa de perda de viabilidade de culturas
lacticas utilizadas na industria de alimentos, bem como as com propositos probiodticos.
O presente trabalho teve por objetivo identificar e caracterizar genes de resposta ao
estresse oxidativo em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, uma bactéria com
caracteristicas potenciais para probiose. Assim, foram identificados e seqiienciados os
genes dps, que codifica uma proteina pertencente a familia das ferritinas, e pox, que
codifica a enzima piruvato oxidase, bem como feita a caracterizagdo parcial do operon
que contém o gene SPX, um fator transcricional envolvido na resposta ao estresse
oxidativo. A andlise das seqiiencias demonstra que o operon que codifica o gene SpX ¢
bastante conservado em sequéncia e também com relacdo a sua organizacao em L.
delbrueckii UFV H2b20. Esse operon apresenta 98% de identidade de sequéncia com os
de L. delbrueckii ATCC 11842 e L. delbrueckii ATCC BAA-365. De forma similar, o
gene pox também apresenta 98% de identidade de sequéncia com os genes
correspondentes dessas bactérias. O gene dps, ausente no genoma dessas duas estirpes,
apresenta alta identidade de sequéncia (99%) com os genes correspondentes de
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus sakei, trés espécies
probidticas que ndo fazem parte do grupo de L. delbrueckii. As analises filogenéticas

realizadas com base nos genes SpX e PoxX confirmam a classificagdo de L. delbrueckii

Xi



UFV H2b20, embora possua caracteristicas que a distinguem de outras bactérias da
mesma espécie. Demonstra-se também por analise filogenética, com base no gene dps e
analise das sequéncias, que esse gene foi provavelmente adquirido por transferéncia
horizontal a partir de bactérias com caracteristicas probiodticas, sendo o mesmo,
portanto, possivelmente relacionado a caracteristica probidtica dessa bactéria. Neste
trabalho, também foi avaliada a expressdo desses genes em resposta ao estresse
oxidativo. Demonstrou-se que a transcri¢do de todos os genes foi induzida em resposta a
presenca de oxigénio e que dps ¢ induzido pela presenga de peroxido de hidrogénio de
forma dose-dependente. A constatagdo de que SpX e¢ dps foram induzidos no inicio da
fase estacionaria de crescimento, foi interpretada como resultado da regulagdo desses
genes por fatores que independem da presenga ou auséncia de oxigénio nessa fase do
crescimento. O gene POX apresenta extrema sensibilidade a presenca ou auséncia de
oxigénio sendo rapidamente induzido ou reprimido, respectivamente. O gene pox ¢
reprimido em condi¢cdes de excesso de glicose, em razdao de ser regulado pelo
mecanismo de repressdo catabolica. Estes resultados também foram observados ao se
analisar a atividade dessa enzima quando do cultivo de L. delbrueckii UFV H2b20 na
presenca de excesso ou restricdo de glicose, bem como na presenga de galactose.
Demonstrou-se, portanto, o papel desses genes na resposta ao estresse oxidativo em L.
delbrueckii UFV H2b20. A demonstracdo do papel desses genes na resposta ao estresse

oxidativo ¢ de grande interesse para o desenvolvimento do processo industrial.
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ABSTRACT

LEITE, Marta Cristina Teixeira, Universidade Federal de Vigcosa, October of 2008.
Identification, Characterization and Expression Analysis of Oxidative Stress
Response Genes in Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20. Adviser: Célia Alencar de
Moraes. Co-advisers: Marisa Vieira de Queiroz, Juraci Alves de Oliveira

Oxidative stress is an important cause of viability loss in lactic acid bacteria
used in food industry and as probiotics. This work aimed at identifying and characterize
genes involved in the oxidative stress response in Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20, a potencial probiotic strain. Therefore, dps, which encodes a ferritin-like
protein, and poX, which encodes the pyruvate oxidase enzyme, were identified in L.
delbrueckii UFV H2b20 and sequenced. The operon bearing the spx gene, encoding a
transcriptional factor, was also identified and partially characterized. The operon
bearing SpX is conserved in sequence and organization in L. delbrueckii UFV H2b20. A
high sequence identity (98%) was found between the spx operon and its homologs of L.
delbrueckii ATCC 11842 and L. delbrueckii ATCC BAA-365, as well as between pox
of L. delbrueckii UFV H2b20 and its homologs of those bacteria. The dps gene is absent
in the genome of L. delbrueckii ATCC 11842 and L. delbrueckii ATCC BAA-365, but it
is present in L. delbrueckii UFV H2b20 bearing 99% identity with its homologs of
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus sakei, three
probiotic bacteria that belong to a group different from L. delbrueckii. Phylogenetic
analyses based on spx and pox demonstrate that L. delbrueckii UFV H2b20 is always
related to L. delbrueckii ATCC 11842 and L. delbrueckii ATCC BAA-365, confirming
that L. delbrueckii UFV H2b20 belongs to this species, although it has some unique
characteristics. Phylogenetic analyses based on dps sequences demonstrate that L.
delbrueckii UFV H2b20 is always related to L. plantarum, L. rhamnosus, L. reuteri ¢ L.
sakei, indicating the possible aquisition of this gene by horizontal gene transfer.
Besides, these results indicate the possible involvement of dps with the probiotic

features of this strain. In this work, the expression of those three genes in response to
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oxidative stress was also evaluated. Transcription of all genes was induced in response
to oxygen and dps is induced by hydrogen peroxide in a dose-dependent way. The Spx
and dps genes were induced at the beggining of stationary phase demonstrating that
some regulatory factors that control the expression of these genes are independent of
oxygen, during this growth phase. The pox gene displays extreme sensibility to the
presence or absence of oxygen, being fastly induced or repressed, respectively. This
gene is also repressed by excess of glucose, since it is regulated by catabolite repression.
These results were also observed when the enzyme activity was evaluated in excess of
glucose or under restriction of this sugar and in the presence of galactose as well. The
involvement of spx, dps and pox in the oxidative stress response of L. delbrueckii UFV
H2b20 was clearly demonstrated. The demonstration of the role of these genes in the

oxidative stress response is important for the development of the industrial process.
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1. INTRODUCAO

Probidticos sdo descritos como “microrganismos vivos que quando administrados em
quantidade adequada conferem beneficios a saide do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001).
Alimentos contendo probiodticos podem ser denominados alimentos funcionais e representam
um crescente mercado para a industria de alimentos e produtos lacteos (STANTON et al.,
2001).

Dentre as bactérias lacticas, espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as mais
comumente utilizadas como probidticos devido aos significantes beneficios a saade, como:
manutengdo da resisténcia da mucosa intestinal a doencas infecciosas, produ¢do de metabdlicos
com a¢do antimicrobiana, tendo acdo sobre patdgenos entéricos, estimulacdo do sistema
imunoldgico, reducdo da intolerancia a lactose, redugcdo dos niveis de colesterol e atividade
anticarcinogénica (HELLER, 2001; PERDIGON et al.,, 2002; STANTON et al. , 2003;
ADOLFSSON et al., 2004).

A utiliza¢do de Lactobacillus em alimentos implica na exposicao a varios tipos de estresse
ambiental como extremos de temperatura, pH, pressdo osmotica, oxigénio, alta pressdo e
escassez de nutrientes que afetam a fisiologia e as propriedades das células. Assim, para que os
efeitos benéficos sejam alcangados, os probidticos devem ser capazes de sobreviver as
condi¢cdes adversas encontradas durante o processamento e estocagem do alimento. A
sobrevivéncia de bactérias probioticas nos alimentos abaixo da quantidade recomendada pode
limitar sua habilidade de exercer os efeitos benéficos na saide humana (SHAH, 2000). Portanto,
¢ essencial conhecer ndo apenas as condigdes favoraveis ou desfavordveis para o crescimento
destes microrganismos, mas também os mecanismos que permitem sua sobrevivéncia e as

atividades metabolicas sob condigdes de estresse.



Dentre as razoes da perda de viabilidade de probioticos nos alimentos, a morte celular
devido a toxicidade do oxigénio ¢ considerada um fator significativo (DAVE & SHAH, 1997).

O estresse oxidativo se refere a condicdes em que a produgdo de espécies reativas de
oxigénio resulta em efeitos adversos no desempenho celular. A reducao de 4 elétrons do O, para
H,O resulta na formacao de intermediarios reativos de oxigénio como: anion superoxido (O;"),
perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (HO®). Os radicais O, e H,O» contribuem para
a formacdo do oxidante altamente reativo HO® via rea¢des de Fenton e Haber-Weiss
(MCCORMICK & BUETTNER, 1998). O anion superdxido (O;) pode se difundir por
distancias consideraveis e alcancar alvos potenciais, sendo mais reativo com proteinas
intracelulares do que peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (HO®) (FRIDOVICH,
1999).

Em bactérias do acido lactico, algumas oxidases sdo responsaveis pela interagdo direta
com o oxigénio, com a produgdo de peroxido de hidrogénio. As atividades destas oxidases podem
produzir espécies reativas de oxigénio que causam estresse oxidativo na célula sendo esperado,
portanto, que a presenga de oxigénio induza a uma resposta celular especifica. (STORZ &
IMLAY, 1999; THIBESSARD et al., 2001; VAN DE GUCHTE et al., 2002).

Durante o desenvolvimento de um alimento funcional um tipo de estresse que pode ser
encontrado pelos microrganismos probidticos ¢ o estresse oxidativo. O oxigénio se dissolve
facilmente no leite, de forma que a viabilidade de microrganismos em alimentos lacteos
fermentados ¢ particularmente influenciada pelo contetido de oxigénio no produto, além da
permeabilidade da embalagem ao oxigénio (SHAH, 2000).

O Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, isolado a partir de fezes de criancas alimentadas
exclusivamente com leite materno, tem sido objeto de numerosos estudos em nosso laboratorio
no BIOAGRO — UFV e demonstrou caracteristicas fisiologicas de interesse tecnologico e
funcional que o tornam objeto de atencdo de pesquisadores e empreendedores da area de
alimentacdo e saude para sua utilizagdo como probidtico (SANTOS, 1984). Estudos realizados
na UFMG, nos Departamentos de Microbiologia e de Bioquimica e Imunologia e na UFOP tém
demonstrado de maneira cientificamente fundamentada a capacidade de colonizacdo, de
imunoestimulacdo e, em consequéncia a atividade protetora dessa bactéria contra
microrganismos patogénicos.

Desta forma, a aplicagdo de L. delbrueckii UFV H2b20 em alimentos probidticos reforca a
necessidade de maior resisténcia as condigdes adversas presentes tanto no processamento de

alimentos como no trato gastrintestinal, uma vez que as bactérias devem sobreviver a passagem



pelo trato gastrintestinal, resistir a microbiota intestinal residente, colonizar a mucosa intestinal
e desempenhar fungdes especificas em condi¢des desfavoraveis para o crescimento (DUNNE et
al., 1999; SCHIFFRIN & BLUM., 2001).

Tendo em vista a diversidade de mecanismos de resposta a estresse ja encontrados em
diferentes espécies e mesmo entre diferentes linhagens de Lactobacillus buscou-se com este
trabalho adquirir o conhecimento necessario para a obten¢do de uma cultura probidtica com
melhores caracteristicas de resisténcia as condic¢des inibitdrias presentes, tanto nas etapas de
processamento quanto no trato gastrointestinal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
identificar e caracterizar genes envolvidos nos mecanismos de resposta ao estresse oxidativo

presentes em L. delbrueckii UFV H2b20.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ecologia do Trato Gastrointestinal Humano

A comunidade microbiana presente no trato gastrointestinal humano ¢é caracterizada por
sua alta densidade populacional, ampla variedade e pela complexidade de suas interagdes
(ISOLOAURI et al., 2001). Cerca de 100 trilhdes de microrganismos (10'*) colonizam o trato
gastrointestinal, sendo que a grande maioria reside no célon, onde a densidade alcanga 10" a 10
12 células/mL (EGERT et al., 2006).

Representantes dos trés grandes dominios da vida — Bacteria, Archaea e Eukarya — estdo
presentes no trato gastrointestinal. Archaea e Eucarya sdo representados por membros de apenas
um filo cada, enquanto a comunidade bacteriana ¢ excepcionalmente diversa, sendo os
microrganismos predominantes. O ecossistema bacteriano intestinal ¢ constituido por
aproximadamente 1.000 espécies e mais de 7.000 estirpes. Membros de nove filos bacterianos
foram detectados, dentre os quais Firmicutes, Bacteroides e Actinobacterias sdo os filos
predominantes (XU et al., 2007; RAJILIC et al., 2007).

A colonizagdo microbiana se inicia apds o nascimento, mas o desenvolvimento da
microbiota e da barreira intestinal ¢ um processo gradual. A microbiota intestinal materna ¢ uma
fonte de microrganismos para a colonizacao do trato gastrointestinal do recém-nascido, porém a
mesma também ¢ determinada pelo ambiente (BRY et al., 1996). Inicialmente, o trato
gastrointestinal de recém-nascidos ¢ colonizado por anaerdbios facultativos, consistindo
principalmente de Enterobacteria, especialmente Escherichia coli, e Enterococcus. Entretanto,
diferencas existem na composi¢do das espécies, principalmente de acordo com o tipo de dieta

(ECKBURG et al., 2005; FLINT et al., 2007). Em recém-nascidos alimentados ao seio a



contagem de bifidobactérias aumenta drasticamente, enquanto lactobacilos e bacteroides
aumentam em menor propor¢cdo e enterobactérias e enterococos diminuem. Nestes casos,
bifidobactérias correspondem de 80 a 90% do total dos componentes da microbiota fecal, sendo
as principais espécies presentes Bifidobacterium bifidum, B .infantis e B. longum. Em recém-
nascidos alimentados com formulas infantis a microbiota formada ¢ muito mais complexa
composta por bifidobactérias, bacterdides, clostridios e estreptococos (NAIDU et al., 1999;
LOREAU et al., 2001; NEU et al., 2007).

Tradicionalmente, os estudos para caracterizacdo da microbiota intestinal se baseavam
em técnicas que requerem o cultivo de microrganismos. Entretanto, nas ultimas décadas,
técnicas moleculares independentes de cultivo tém sido intensivamente aplicadas para estudar a
diversidade da microbiota do ecossistema intestinal (WALTER et al., 2001; HARMSEN et al.,
2002). Estes estudos utilizam técnicas filogenéticas e moleculares que se baseiam no
sequiienciamento de genes codificadores de rRNA 16S a partir de DNA extraido de amostras
intestinais. Com a utilizagdo destas técnicas moleculares tem-se observado que a diversidade da
microbiota intestinal tem sido grandemente subestimada e que mais de 75% dos filotipos
detectados ndo correspondem a espécies conhecidas (LOREAU, et al., 2001; FLINT et al.,
2007; ZOETENDAL et al., 2008).

A Figura 1 mostra a arvore filogenética reconstruida a partir das sequéncias de rRNA
16S dos representantes mais freqiientemente detectados em material fecal humano

(ZOETENDAL et al., 2008).

No meio da atual revolucdo da gendmica comparativa e funcional ¢ importante
considerar a contribui¢do da microbiota intestinal a nossa biologia. O termo microbioma foi
sugerido por Ledenberg para descrever o genoma coletivo da microbiota indigena humana
(HOOPER & GORDON, 2001). Estima-se que o microbioma intestinal possua um total de
genes aproximadamente 10 vezes maior que o genoma humano codificando vias bioquimicas
que ndo estdo presentes no homem, as quais complementam a nossa biologia e contribuem para
a saude (KUROKAWA et al., 2007).

Um aspecto importante da microbiota intestinal ¢ a capacidade da mesma de comunicar-
se ¢ interagir com o hospedeiro em uma relagdo de simbiose, exercendo efeitos marcantes na
nutricao, estrutura, fisiologia, bioquimica, imunologia e na expressao génica do hospedeiro
contribuindo para o desenvolvimento e manutencdo das fun¢des de protecdo e digestdo do trato

gastrointestinal (KUROKAWA et al., 2007; FLINT et al., 2007).
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Figura 1 — Arvore filogenética construida com base nas sequéncias dos genes de rRNA 16S de
diferentes grupos de bactérias freqiientemente detectadas no material fecal humano

(ZOETENDAL et al, 2008).

Uma importante funcdo da microbiota ¢ o aproveitamento de energia por meio da
fermentagdo de carboidratos nao digeridos no intestino delgado, levando a producao de acidos
organicos de cadeia curta como acetato, propionato e butirato. Estes sdo utilizados pelo
hospedeiro como fonte de energia ou em processos biossintéticos, sendo os mesmos absorvidos
no coélon por difusdo passiva através do epitélio intestinal. O butirato ¢ principalmente
metabolizado no epitélio intestinal onde é convertido a corpos cetonicos ou a CO;. O epitélio do
colon supre 60 a 70% de sua necessidade energética pela utilizacdo do butirato. J& o acetato ¢
utilizado por tecidos periféricos como esqueleto e musculo cardiaco e também pelos adipocitos
no processo de lipogénese. Além do valor nutricional, os acidos organicos de cadeia curta

exercem importantes efeitos em outros aspectos da fisiologia intestinal, estimulando o fluxo



sangiiineo, afetando a proliferacdo e diferenciagdo epitelial e alterando as jung¢des interepiteliais
intestinais (HOOPER & GORDON, 2001; HOOPER, 2004).

Outras fungdes benéficas exercidas pela microbiota intestinal incluem a hidrolise de
lipideos, a degradagdo de proteinas em aminodcidos € o metabolismo de xenobidticos. Além
disso, o desenvolvimento da microbiota intestinal forma uma barreira que previne o
estabelecimento de bactérias patogénicas. A redug¢do da microbiota intestinal devido a infec¢des
ou apds o tratamento com antibidticos pode interferir com a disponibilidade de nutrientes
criticos e impedir a estimulagdo e o desenvolvimento adequado da mucosa intestinal e da
resposta imune inata e adaptativa (FLINT et al., 2007).

Estudos com camundongos isentos de germes revelaram que a comunidade microbiana
desempenha um importante papel na saide do trato gastrointestinal, sendo que o intestino
desses camundongos possui varias diferencas fisiolégicas e um sistema imune menos
desenvolvido, quando comparado ao de um camundongo normal (HOOPER et al., 2002).
Apesar disso, apenas recentemente os mecanismos moleculares envolvidos nessas interagdes
comegaram a ser elucidados. BRY ¢ colaboradores (1996) demonstraram que Bacteroides
thetaiotaomicron induz a produgdo de glicanos fucosilados no intestino de camundongos.
Interessantemente, uma estirpe de B. thetaiotaomicron mutante para a via de utilizagdo de
fucose, ndo foi capaz de induzir a producdo de glicanos, indicando que esta comunicagdo entre
microrganismo e hospedeiro ocorre no intestino.

Apds esta descoberta, HOOPER e colaboradores (2001) estudaram a resposta
transcricional global de camundongos livres de germes como resultado da colonizacao por B.
thetaiotaomicron utilizando microarranjo de DNA e PCR em Tempo Real. Os resultados desse
trabalho demonstraram que B. thetaiotaomicron ¢ capaz de modular a expressdo de genes
relacionados a uma variedade de fungdes fisioldgicas, incluindo absor¢do de nutrientes e
resposta imune. Além disso, observou-se que o hospedeiro reage de maneiras diferentes a
colonizagdo por Escherichia coli e Bifidobacterium infantis, o que indica que as interagdes com
as células do hospedeiro no trato gastrointestinal podem ser especificas para cada
microrganismo. Em outro estudo relacionado HOOPER et al., 2002 observou que células de
Paneth presentes no intestino de camundongos secretavam uma angiogenina, Ang4, apos a
colonizagdo por B. thetaiotaomicron. Este peptideo possui atividade bactericida contra
microrganismos intestinais e faz parte da resposta imune inata. Além disso, as células de Paneth
induzem o desenvolvimento da rede vascular presente nas vilosidades ap6s a colonizacao

bacteriana.



Esses estudos indicam que uma comunicagdo especifica entre hospedeiro e
microrganismos pode moldar a imunidade e a maturagdo do trato gastrointestinal do hospedeiro
e conseqiientemente, exercem um grande impacto sobre a ecologia do trato gastrointestinal.
Assim, um maior conhecimento sobre o ecossistema intestinal e suas interagdes com o
hospedeiro pode ser tutil para a prevencao de doencas importantes, o que tem aumentado o
interesse cientifico em desvendar as bases moleculares desta relacio (DE VOS et al., 2004;

ZOETENDAL et al., 2006; ZOETENDAL et al, 2008;).

2.2 Bactérias do Acido LActico

As bactérias do acido lactico constituem um grupo heterogéneo de microrganismos que
estdo amplamente distribuidos no ambiente, sendo encontrados nos tratos gastrointestinal,
urogenital e respiratdrio de humanos e animais, bem como em plantas (frutas, vegetais e graos
de cereais), leite e outros (WOOD & WARNER, 2003).

Filogeneticamente entre as bactérias gram-positivas, as bactérias do éacido lactico
pertencem ao ramo dos clostridios e sdo caracterizadas como bastonetes ou cocos gram-
positivos, ndo esporulantes, desprovidos de mobilidade e, normalmente, catalase negativos que
produzem acido lactico como principal ou Unico produto da fermentacdo. Crescem em
condi¢des anaerdbias, porém a maioria ndo ¢ sensivel ao oxigénio, sendo, portanto,
aerotolerantes (HOLZAPFEL et al., 2001). Membros deste grupo sdo geralmente subdivididos
em dois grupos com base no metabolismo de carboidratos. O grupo dos homofermentativos ¢
formado por bactérias que utilizam a via glicolitica (via Embden-Meyerhof-Parnas) para
converter glicose quase que exclusivamente em 4cido lactico, dentre os quais se encontram o0s
géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus e alguns Lactobacillus. Ao
contrario dos homofermentadores, bactérias heterofermentativas utilizam a via 6-
fosfogluconato/fosfocetolase pela qual, quantidades significativas de outros produtos como
etanol, acetato e CO, sdo produzidas, além do acido lactico. Membros deste grupo incluem os
géneros Leuconostoc, Weisella ¢ alguns Lactobacillus (FRANZ et al., 1999). As condigdes de
crescimento podem alterar significativamente a composicao dos produtos finais gerados em
algumas bactérias lacticas devido a alteracdes no metabolismo do piruvato ou ao uso de
aceptores de elétrons externos como oxigénio e compostos organicos (AXELSSON, 2004).

O género Bifidobacterium freqiientemente considerado no mesmo contexto das bactérias

lacticas por compartilhar algumas caracteristicas tipicas, ndo estd filogeneticamente relacionado



a este grupo e possui um modo de fermentacdao unico. Ao contrario das bactérias lacticas que
possuem conteido G+C menor que 55%, as bifidobactérias apresentam um contetido G+C
relativamente alto (57-67%) e pertencem ao ramo dos Actinomycetes. (VANDAMME et al.,
1996; STILES & HOLZAPFEL, 1997).

A classificacdo das bactérias do acido lactico em diferentes géneros ¢ baseada em uma
variedade de caracteristicas como: morfologia, modo de fermentagdao de glicose, crescimento
em diferentes temperaturas, configuracdo do acido lactico produzido, habilidade para crescer a
altas concentracdes de sal, além da tolerancia a ambientes acidos ou alcalinos. Marcadores
quimiotaxonomicos como composicao de acidos graxos e constituicdo da parede celular sao
também utilizados para classificacdo. Além disso, a presente taxonomia também se baseia
parcialmente em relacionamentos filogenéticos, os quais tém sido estabelecidos pelo extensivo
trabalho na determinagdo e comparagao de sequéncias do gene rRNA 16S (VANDAMME et al.,
1996) . A maioria dos géneros das bactérias lacticas forma agrupamentos filogeneticamente
distintos, mas para alguns géneros, especialmente Lactobacillus e Pediococcus, o agrupamento
filogenético ndo se correlaciona com a atual classificagdo baseada em caracteristicas
fenotipicas. Atualmente, novas ferramentas para classificagdo e identificagdo das bactérias do
acido lactico estdao substituindo ou complementando metodologias tradicionais baseadas no
fenotipo destes microrganismos, sendo as mais promissoras o seqlienciamento do gene rRNA
16S, técnicas de fingerprint baseadas em PCR e padrio de proteinas soluveis (AXELSSON,
2004).

As bactérias do acido lactico sdo amplamente empregadas na industria de alimentos,
sendo utilizadas na fabricagdo de produtos lacteos e de outros alimentos fermentados como
queijos, iogurtes, carnes fermentadas e vinhos. Estes microrganismos contribuem para o sabor e
a textura destes produtos por produzirem proteases e peptidases, agentes aromaticos ou
exopolissacarideos. Além disso, contribuem também para a conservacdo dos mesmos por
inibirem o crescimento de bactérias deterioradoras e/ou patogé€nicas pela producdo de
substancias inibidoras do crescimento, tais como bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de
hidrogénio. Os géneros de importancia em alimentos sdo Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagonococcus e Weissella (KLEIN et al., 1998).

Atualmente, estes microrganismos também tém sido utilizados para a fabricacdo de
produtos quimicos e biologicos, incluindo biopolimeros em Leuconostoc sp, enzimas em

Lactobacillus brevis, etanol e acido lactico em Lactobacillus casei, L. delbrueckii e L.brevis



(KLAENHAMMER et al., 2005). Alguns membros deste grupo de bactérias ainda tem se
destacado por estarem freqlientemente associadas e efeitos terapéuticos e benéficos a saude

humana e animal.

2.3 Bactérias do Acido LActico Probiéticas

O aumento da expectativa de vida e a busca por melhorias na qualidade de vida tém sido
fatores impulsionantes para a pesquisa e desenvolvimento na aérea dos alimentos funcionais.
Embora o conceito de alimentos funcionais tenha sido introduzido ha muito tempo atras, apenas
recentemente surgiram evidéncias que suportam a hipotese de que a dieta desempenha uma
importante fungdo na modulacdo de fungdes fisiologicas essenciais ao corpo. Entre os varios
compostos funcionais reconhecidos até o momento, compostos bioativos presentes em
alimentos fermentados e probiodticos sdo os mais estudados devido a longa tradi¢do no uso e dos
efeitos benéficos ja reconhecidos (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

O termo probiotico tem sido comumente utilizado hd mais de 25 anos. Defini¢des sobre
este termo tém sido aperfeigoadas ao longo dos anos, a medida que mais informacdes tornem-se
disponiveis (REID et al., 2003).

Seguindo as recomendacdes da FAO/WHO (2001), probiodticos sdo descritos como
“microrganismos vivos que quando administrados em quantidade adequada conferem beneficios
a saude do hospedeiro”. Conseqiientemente, uma grande variedade de espécies e géneros
poderia ser considerada como potencialmente probiodticos. Comercialmente, entretanto, as
linhagens mais importantes pertencem ao grupo das bactérias do acido lactico. Dentre estas,
espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as mais comumente utilizadas como
probiodticos em alimentos para consumo humano devido aos significantes beneficios associados
com a ingestao destes microrganismos (VASJILIC & SHAH, 2008).

O género Lactobacillus ¢ o maior dentro do grupo das bactérias do acido lactico (LAB) e
apresenta grande variabilidade fenotipica (bioquimica e fisioldgica) entre as espécies que
colonizam tecidos humanos. Varios efeitos benéficos a saude sdo atribuidos a linhagens
probiodticas de Lactobacillus que colonizam o trato gastrintestinal como: manuten¢do da
resisténcia da mucosa intestinal a doencas infecciosas, producdo de metabodlicos com acao
antimicrobiana, tendo agdo sobre patdgenos entéricos, estimulagdo do sistema imunoldgico,

reducdo da intolerancia a lactose, redugdo dos niveis de colesterol e atividade anticarcinogénica
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(OUWEHAND et al., 2002). Por esse motivo, essas bactérias tém sido amplamente estudadas
visando o seu uso em alimentos probidticos que auxiliem na terapia e na manutencdo da
microbiota intestinal. Futuras aplicacdes dos lactobacilos provavelmente incluirdo a construcao
de linhagens capazes de produzir nutrientes essenciais ou apresentar epitopos como
componentes de vacinas orais (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

Virios critérios sdo usados para a selecdo de microrganismos probidticos, como
estabilidade fenotipica e genotipica, padrdes de utilizacdo de carboidratos e proteinas,
tolerancia, sobrevivéncia e crescimento em condi¢des acidas e na presenga de bile, propriedades
de adesao ao epitélio intestinal, produgdo de substancias antimicrobianas, padrdes de resisténcia
a antimicrobianos e capacidade de inibir patogenos entéricos (REID, 2008). Além disso, para
serem utilizadas comercialmente, as linhagens probioticas devem apresentar boas propriedades
tecnologicas para serem incorporados em produtos alimenticios sem perderem a viabilidade e
funcionalidade ou gerarem aromas e texturas desagradaveis (MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002).

Alguns autores (MCCARTNEY, 2002; DOGI & PERDIGON, 2006) sugeriram a inclusdo
de mais duas abordagens na selegdo de bactérias probidticas: a avaliagdao in vitro da
funcionalidade e a analise gendmica. A avaliacdo da funcionalidade se refere ao efeito exercido
por estes microrganismos sobre o tecido linfoéide associado ao intestino, denominado GALT,
mais especificamente, ao tipo de resposta modulada por estes microrganismos. Ja a utilizagdo da
analise genomica para selecdo de probidticos estd relacionado a crescente disponibilidade de
sequéncias completas de genomas de Lactobacillus e Bifidobacterium (MCCARTNEY, 2002;
DOGI & PERDIGON, 2006).

O Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, foi isolado por SANTOS (1984) a partir de
fezes de criancas alimentadas exclusivamente com leite materno e demonstrou caracteristicas
fisiologicas de interesse tecnologico e funcional que o tornam objeto de atencao de
pesquisadores e empreendedores da drea de alimentacdo e saude para sua utilizagdo como
probidtico (AGOSTINHO, 1988; MONTEIRO, 1999; FURTADO, 2001; LEITE, 2005).
Estudos tém demonstrado a capacidade de colonizagdo, de imunoestimula¢do e, em
consequéncia a atividade protetora dessa bactéria contra microrganismos patogénicos
(NEUMAN et al., 1998; FILHO-LIMA et al., 2000).

Muitos autores defendem a importancia da origem das estirpes probioticas para aplicacdes
comerciais especificas. Entretanto, sugere-se que a especificidade da acdo probiodtica ¢ mais

importante do que sua origem (FAO/WHO, 2001).
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Os genomas de algumas bactérias probioticas ja foram seqiienciados e outros estdo em
andamento. Com a disponibiliza¢do destes dados serd possivel conhecer o potencial genético
desses microrganismos para sobreviver no trato gastrointestinal e predizer algumas das
atividades probioticas como imunoestimulagao (DE VOS et al., 2004; MORELLI, 2007).

O primeiro exemplo de caracterizagdo molecular relacionada a funcdo probidtica foi
fornecido pela analise funcional do genoma e do proteoma de Bifidobacterium longum
NCC2705 (SCHELL et al., 2002; YUAN et al., 2006). Analises de bioinformatica forneceram
informagdes necessarias para esclarecer sobre a capacidade de bifidobactérias em fermentar
oligossacarideos nao digeriveis, uma vez que um grande nimero de proteinas putativas parecem
ser especializadas no catabolismo de uma variedade de carboidratos. Dentre estas proteinas
estdo novas glicosil-hidrolases que ndo foram detectadas por ensaios de fermentagdo. Esta
abundancia de hidrolases poderia prontamente contribuir para a competitividade e persisténcia
de bifidobactérias no c6lon (MORELLI, 2007).

Além disso, a analise do genoma de L. johsonnii NCC533, uma bactéria probiodtica
comercialmente utilizada, revelou a presenca de mais de 12 proteinas de superficie, incluindo
subunidades fimbriais, possivelmente envolvidas na adesdo as mucinas intestinais (PRIDMORE
et al., 2004). Em L. plantarum WCFSI1 a analise do genoma tem fornecido importantes
informagdes sobre o comportamento desta bactéria sob estresse por sais biliares ¢ em B. longum
NCC2705 um inibidor de serino-proteases foi encontrado, o qual estd possivelmente envolvido
na atividade imunomoduladora de bifidobactérias (BRON et al., 2004; SCHELL et al., 2002).

Assim, a andlise dos genomas ¢ uma nova ferramenta para a selecdo de linhagens
probidticas, a qual poderia ser utilizada para fornecer informacdes sobre as caracteristicas
probidticas potencialmente presentes nos microrganismos analisados. Futuras linhagens
probidticas serdo provavelmente selecionadas pela combinagdo entre uma andlise genomica
preliminar seguida por ensaios in vitro. Entretanto, ensaios in Vivo continuardo sendo
fundamentais para a etapa final da selecao de linhagens probiodticas (MORELLI, 2007).

Historicamente, um aspecto importante considerado em relagdo a utilizacdo de
microrganismos probioticos ¢ o aspecto ecologico, desde a inferéncia de Metchnikoff (1907), de
que a comunidade bacteriana residente no intestino grosso de humanos seria a fonte de
substincias toxicas ao sistema nervoso e vascular. Estas substancias, absorvidas no intestino e
presentes na corrente sangiiinea, contribuiriam para o processo de envelhecimento. Assim,
bactérias do trato gastrointestinal foram identificadas como os agentes causadores da

“autointoxicacdo”. Estes microrganismos seriam capazes de degradar proteinas, liberando
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amoénia, aminas e indois, os quais em determinadas concentragdes sdo toxicos aos tecidos
humanos. Metchnikoff inferiu que baixas concentragdes dos produtos bacterianos toxicos
poderiam escapar ao processo de desintoxicacdo no figado e entrar na circulagdo sistémica.
Assim, inferiu-se que seria possivel substituir ou diminuir em niimero as bactérias putrefativas
no intestino pelo enriquecimento da microbiota intestinal com populagdes bacterianas que
fermentassem carboidratos e possuissem baixa atividade proteolitica. A administracdo oral de
culturas de bactérias lacticas foi entdo utilizada para este propdsito, uma vez que se observou
que a fermentagdo natural do leite impedia o crescimento de bactérias ndo tolerantes ao acido,
incluindo espécies proteoliticas (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

Entretanto, a visdo de Metchnikoff de que o consumo de células bacterianas alteraria as
proporcdes de certas populagdes presentes no intestino desconsiderou umas das mais poderosas
forcas da natureza: a homeostase. A homeostase das comunidades bacterianas é representada
por estado de equilibrio que ¢ gerado pelos proprios microrganismos. A competicdo por
nutrientes e espago, a inibi¢do de um grupo por produtos metabdlicos de outro, predacdo e
parasitismo, todos contribuem para a regulacdo da propor¢do das populagdes microbianas
(TANNOCK, 2004).

A grande diversidade microbiana do trato gastrointestinal indica a presenca de um elevado
nimero de nichos ecologicos. Muitos nichos sdo determinados por caracteristicas anatomicas,
imunoldgicas e fisiologicas do hospedeiro. Entretanto, muitos nichos sdo também gerados pelo
desenvolvimento de complexas cadeias alimentares, onde o produto de um microrganismo
torna-se substrato para outro (DE VOS et al., 2004; LEY et al., 2006).

A teoria evolucionaria prediz que em um ambiente espacialmente heterogéneo, os nichos
vagos tornam-se ocupados por organismos, ¢ a sele¢do natural favorece a emergéncia de
especialistas ecologicos que sdo altamente adaptados aos nichos disponiveis (KASSEN &
RAINEY, 2004). Durante a colonizagdo gradual do trato gastrointestinal humano nos primeiros
anos de vida, todos os nichos sdo provavelmente ocupados por microrganismos bem adaptados,
muitos dos quais sdo adquiridos do contato com a mae (LEY et al., 2006). Uma vez que cada
nicho ecolégico pode ser ocupado apenas por um tipo de organismo, segundo a teoria de
exclusdo de nichos, torna-se extremamente dificil que um organismo que ¢ acidentalmente ou
intencionalmente introduzido em um ecossistema seja capaz de estabelecer-se e persistir no
sistema. Estes principios ecologicos explicam porque os niveis populacionais e a composi¢ao de

espécies da microbiota do trato gastrointestinal permanecem constantes ao longo da vida adulta,
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sendo este fenomeno denominado “exclusdo competitiva” (TANNOCK, 2004; WALTER,
2008).

A exclusdo competitiva é relevante para a introdu¢do de probidticos no trato
gastrointestinal. Estes microrganismos s3o aldéctones a comunidade microbiana do intestino, e
como demonstrado em varios estudos, estes tem uma existéncia transiente no ecossistema
intestinal (TANNOCK, 2004). Em um destes estudos, Lactobacillus rhamnosus DR 20 foi
administrado em leite diariamente por um periodo de 6 meses. A linhagem probidtica foi
detectada apenas durante o periodo de consumo do produto, sendo que apds a interrup¢ao do
mesmo a excrecdo do microrganismo nas fezes também foi interrompida. Além disso, os niveis
da linhagem probidtica eram relativamente baixos e esta foi detectada irregularmente nas
amostras coletadas de cerca de 40% dos individuos que possuiam populagdes preexistentes e
estaveis de Lactobacillus residentes no intestino. Os demais individuos ndo possuiam
populagdes estaveis de Lactobacillus e a linhagem probidtica pode ser detectada em todas as
amostras fecais ao longo do periodo de consumo do produto probidtico (TANNOCK et al.,
2000).

Lactobacillus aloctones sdo comumente introduzidos no ecossistema intestinal, uma vez
que os mesmos estdo amplamente distribuidos na natureza. Eles sdo parte da microbiota de
muitos alimentos, e estas espécies encontradas em alimentos podem ser detectadas de forma
transiente em amostras fecais (DAL BELLO et al., 2003; WALTER et al., 2003). Entretanto,
alguns individuos possuem populagdes de Lactobacillus autoctones que podem ser detectados
ao longo de toda a vida. O conceito de autoctonia foi primeiramente utilizado em relacao ao
ecossistema intestinal por DUBOS e colaboradores (1965). Posteriormente, SAVAGE (1972)
definiu que microrganismos autdctones sao caracterizados como microrganismos que colonizam
regides particulares do trato gastrointestinal nos primeiros anos de vida, multiplicam-se
formando densas populagdes logo apds a colonizagdo e permanecem nestas proporgdes ao longo
da vida de individuos saudéveis.

Os beneficios conferidos por microrganismos intestinais ja foram claramente
demonstrados de varias formas. As bactérias intestinais podem melhorar as fungdes imunes do
hospedeiro e da barreira mucosa, além de fornecer protecao contra microrganismos patogénicos.
Essas interagdes sao extremamente complexas e modulam vias de transducdo de sinais e a
expressao génica de células epiteliais e imunes. Isto nos leva a predizer que atividades
mutuamente benéficas foram estabelecidas por sele¢do natural durante a coevolucdo, uma vez

que estas interagcdes promovem o melhor desenvolvimento do hospedeiro. Conseqiientemente,
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bactérias que habitam o trato gastrointestinal e compartilham uma longa historia evolucionaria
com seu hospedeiro sdo, provavelmente, as que possuem melhores efeitos sobre a satde, os
quais podem ser explorados quando esses microrganismos sdo utilizados como probidticos.
Portanto, pode-se considerar que estirpes autoctones constituem melhores estirpes probiodticas
para determinadas aplicacdoes (WALTER, 2008).

A maioria das estirpes atualmente utilizadas como probioticos pertencem a espécies que
sdo provavelmente aldctones ao trato gastrointestinal humano e a incapacidade de persistir no
mesmo ¢ reflexo da perda de competitividade no ecossistema intestinal. Seria um grande avango
a investigagdo de caracteristicas probioticas de estirpes comprovadamente autdctones, tanto em
relacdo a persisténcia no intestino como aos efeitos benéficos a satde (TANNOCK, 2004;
WALTER, 2008).

Os efeitos benéficos de microrganismos probioticos a saide do hospedeiro sdo conferidos
principalmente pela estimulagao ou modulagdo do sistema imunologico. O relacionamento entre
microrganismos autoctones e o sistema imune em individuos saudaveis ¢ caracterizado pela
tolerancia, enquanto esta relacdo com bactérias aloctones resulta em uma intensa resposta
imune. Aparentemente, bactérias intestinais desenvolveram propriedades para evitar uma
resposta imune do hospedeiro. Assim, elas possuem fatores que induzem células T regulatérias
antigeno especificas que contribuem ativamente para o desenvolvimento da tolerancia por parte
do hospedeiro (TSUJI, 2006). Conseqiientemente, bactérias autdctones seriam candidatas mais
promissoras para serem utilizadas como probiodticos no tratamento de doencas inflamatdrias
intestinais, uma vez que a supressao de uma resposta imune inapropriada seria importante para
o controle da doenca. Lactobacillus reuteri, o qual é autoctone em roedores € humanos ¢é capaz
de modular macrofagos e células dendriticas de modo a favorecer a tolerdncia imunologica,
tendo demonstrado ser especialmente eficiente na preveng¢do de colite em varios modelos
animais (MIYOSHI et al., 2006).

Por outro lado, a ativacdo do sistema imune, como o aumento da fagocitose e efeitos
adjuvantes, observada apds a administragdo de algumas estirpes probioticas reflete a natureza
aléctone das mesmas, e estas bactérias seriam mais efetivas no tratamento ou prevengao de
doencas infecciosas e diarréia causada por rotavirus (MADSEN, 2006).

Assim, no futuro, além dos critérios ja utilizados para selecao de estirpes probioticas, o
desempenho ecologico, a persisténcia e a historia evolucionaria poderdo também ser analisados

como critérios de selecdo (WALTER, 2008).
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2.4 Estresse oxidativo e efeito do oxigénio no metabolismo de bactérias lacticas

As bactérias do acido lactico sdo microrganismos anaerdbios ou aerotolerantes. O efeito
do oxigénio no crescimento e metabolismo das bactérias lacticas tem sido estudado ha vérias
décadas. Entretanto, a maioria dos estudos tem utilizado Lactococcus lactis como organismo
modelo. Estes microrganismos reagem ao oxigénio e as consequéncias destas reacdes podem ser
tanto benéficas como deletérias. (DE ANGELIS & GOBETTI, 2004).

As bactérias lacticas possuem vias eficientes de fermentacdo de carboidratos acopladas a
fosforilagdo em nivel de substrato. Acreditava-se que estas eram incapazes de produzir ATP
através de cadeia transportadora de elétrons utilizando-se oxigénio como aceptor final de
elétrons, uma vez que ndo sintetizam citocromos ou grupamentos heme. Entretanto, na presenca
de heme ou hemoglobina no meio de cultura, algumas bactérias lacticas sdo capazes de alterar
seu metabolismo fermentativo e realizar respiracdo, formando citocromos, utilizando oxigénio
como aceptor final de elétrons, resultando no aumento da producdo de ATP, provavelmente pela
fosforilagao oxidativa. Esta alteracdo do metabolismo foi primeiramente observada em bactérias
do género Enterococcus, mas ja foi observado também em Lactococcus e Leuconostoc
(AXELSSON, 2004).

A andlise do genoma de L. lactis IL1403 (BOLOTIN et al., 2001) revelou a presenca de
todos 0s genes necessarios para a respiracdo aerobia, bem como genes envolvidos nas etapas
finais da sintese de grupos heme. Apesar destas observagoes em L. lactis, o oxigénio ¢
geralmente associado a efeitos negativos em bactérias lacticas (BOLOTIN et al., 2001;
DUWAT et al., 2001; VAN DE GUCHTE et al., 2002).

O estresse oxidativo se refere a condicdes em que a produgdo de espécies reativas de
oxigénio resulta em efeitos adversos no desempenho celular. A reducao de 4 elétrons do O, para
H,O resulta na formacao de intermediarios reativos de oxigénio como: anion superoxido (Oy"),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil (HO"). Os radicais O,” e H,O; contribuem para
a formag¢do do oxidante altamente reativo HO' via reagdes de Fenton e Haber-Weiss
(FRIDOVICH, 1998)

O anion superoxido (O;") pode se difundir por distancias consideraveis e alcancar alvos
potenciais, sendo mais reativo com proteinas intracelulares do que perdxido de hidrogénio
(H20,) e radical hidroxil (HO’). Desta forma, o oxigénio por si s6 ¢ incapaz de causar qualquer
dano 4s celulas, porém durante o metabolismo celular estes intermedidrios com alto potencial

oxidante sdo gerados e podem reagir com varios alvos celulares causando danos como bloqueio
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de wvias metabdlicas, mutagdes espontaneas, e efeitos bacteriostatico e bactericida
(FRIDOVICH, 1995). Dentre os principais alvos celulares estdo proteinas, DNA, RNA e
lipideos da membrana, entre outros. O anion superdxido (O,) possui um moderado potencial
oxidante e pode reagir com compostos como polifendis, ascorbato e catecolaminas
(FRIDOVICH, 1998; BRIOUKANOV & NETRUSOV, 2007). Peréxido de hidrogénio (H>0,)
pode oxidar residuos de cisteina presentes em proteinas, inativando desta forma véarias enzimas.
Pode também reagir com ferro e cobre como descrito anteriormente, e produzir radicais hidroxil
(STORZ & IMLAY, 1999; BRIOUKANOV & NETRUSOV, 2007). O radical hidroxil (HO") é
um forte agente oxidante capaz de reagir com a maioria dos compostos organicos € causar
clivagem das fitas de DNA, bem como uma serie de modificagdes de base do mesmo
(FRIDOVICH, 1998; CABISCOL et al., 2000).

Outro tipo de dano ¢é a peroxidacdo dos lipideos e alteracdo das proteinas de membrana,
afetando a permeabilidade celular e a osmoregulacao. O principal efeito da peroxidacao de
lipideos ¢ a diminui¢ao da fluidez da membrana, o que altera suas propriedades, desestruturando
a interagdo desta com as proteinas de membrana (CABISCOL et al., 2000). A peroxidacao atua
como um efeito amplificador, uma vez que mais radicais s3o formados e acidos graxos
poliinsaturados sdo degradados a uma variedade de produtos. Alguns destes produtos, como
aldeidos, sdo extremamente reativos e podem danificar moléculas como proteinas. Ao contrario
das espécies reativas de oxigénio, os aldeidos possuem uma vida média longa e podem se
difundir e atacar alvos distantes, agindo como segundo mensageiro toéxico (CABISCOL et al.,
2000).

Viérios mecanismos de resisténcia ao estresse oxidativo ja foram descritos para
microrganismos, os quais se baseiam principalmente na prevencdo da formacdo das espécies
reativas de oxigénio, na eliminagdo das mesmas, na protecao dos possiveis alvos ou no reparo
dos danos causados (VAN DE GUCHTE et al., 2002).

Bactérias lacticas utilizam tanto enzimas (catalase, NADH oxidase/ peroxidase,
superoxido dismutase) quanto compostos ndo enzimdaticos (Mn, ascorbato, tocoferdis e
glutationa) para reduzir os radicais do oxigénio, sendo que habilidade de responder ao estresse
oxidativo varia, dentre essas bactérias, dependendo do nivel e tipos de mecanismos
antioxidantes (VAN DE GUCHTE et al., 2002).

Em bactérias do acido lactico, algumas oxidases sdo responsdveis pela interagcdo direta
com o oxigénio, com a producdo de peroxido de hidrogénio, sendo que, em algumas culturas

expostas ao oxigénio o acumulo desse composto chega a niveis inibitdrios. As atividades destas
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oxidases podem produzir espécies reativas de oxigénio que causam estresse oxidativo na célula
sendo esperado, portanto, que a presenca de oxigénio induza a uma resposta celular especifica
(MIYOSHI et al., 2003). A tabela 1 resume as principais reagdes catalisadas por bactérias

lacticas que envolvem a utilizacdo de oxigénio molecular ou metabolitos de oxigénio.

Reacdes Enzimaticas Enzimas Genes
NADH +H  + O, —» NAD'+ H,0, NADH: H,0, oxidase ahpF
2NADH + H" + O,—» 2NAD"+ 2H,0 NADH: H,0 oxidase nox
Piruvato + fosfato + O, —» acetilfosfato + CO2 + H,0, Piruvato oxidase pox
a-glicerofosfato + O, —® diidroxiacetona fosfato + H,O,  a-glicerofosfato oxidase glpo
20, +H" —» H,0,+ 02 superoxido dismutase sod
NADH + H" + H,0, —» NAD"+ 2H,0 NADH peroxidase npr

Tabela 1 — Reacdes enzimadticas que utilizam oxigénio em bactérias lacticas e as respectivas

enzimas e genes correspondentes (MIYOSHI et al., 2003).

O mecanismo de resisténcia mais comum entre as bactérias do acido lactico ¢ a utilizagao
do sistema NADH oxidase/NADH peroxidase. NADH oxidases estio amplamente distribuidas
entre as bactérias lacticas e produzem peréxido de hidrogénio ou d4gua como produtos finais da
reacdo com o oxigénio, dependendo da capacidade da enzima de transferir 2 ou 4 elétrons. No
primeiro caso, NADH:H,O; oxidase, catalisa a redu¢do de oxigénio a perdxido pela oxidagao
de uma molécula NADH, enquanto NADH:H20 oxidase reduz oxigénio a agua pela oxidacao
de 2 moléculas de NADH. A maioria das bactérias lacticas possui NADH peroxidase que
utiliza o perdxido de hidrogénio como aceptor final de elétrons com a formacdo de uma
molécula de agua. Entretanto, a atividade de NADH peroxidase ¢ geralmente baixa e a
destoxificacao celular do peroxido torna-se ineficiente (SEAMUS, 1987; AXELSSON, 2004).

Algumas bactérias lacticas possuem ainda oxidases que utilizam oxigénio molecular para
oxidar substratos como piruvato ou lactato. Uma vez que estas reacdes niao ocorrem em
anaerobiose, o metabolismo na presenca de oxigénio ndo ¢ idéntico ao metabolismo na
auséncia deste. Além disso, a atividade das oxidases pode produzir espécies de oxigénio
parcialmente reduzidas como anion superdxido (O;), peroxido de hidrogénio e radical hidroxil
que causardo estresse oxidativo na célula (LORQUET et al., 2004).

Lactobacillus delbrueckii ¢ uma importante espécie de bactéria lactica utilizada na produgao

industrial de produtos fermentados de leite. Este microrganismo € um anaerobio aerotolerante
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que obtém a maior parte da energia a partir da fermenta¢do homolactica. Embora Lactobacillus
delbrueckii ndo utilize oxigénio no metabolismo energético, a presenga deste no ambiente pode
influenciar sua fisiologia (MARTY-TEYSSET et al., 2000) .

L. delbrueckii subsp. bulgaricus pode reduzir O, para H,O, utilizando uma oxidase
dependente de NADH para eliminar ou diminuir o nivel de O,. O mesmo foi encontrado para L.
plantarum ATCC 8014 através da oxidacdo de NADH, lactato ¢ piruvato. A destoxificagdo de
O, leva a uma superproducao de H,O, que causa estresse oxidativo e provoca a entrada precoce
das células na fase estacionaria (RIBEIRO, 1995; MARTY-TEYSSET et al., 2000).

A enzima piruvato oxidase também ¢ encontrada entre as bactérias lacticas e converte
piruvato a CO; e acetil-fosfato com a formagado de peroxido. Esta enzima estd envolvida no
metabolismo aerobio de Lactobacillus plantarum que forma quantidades significativas de
acetato em aerobiose (GOLFFIN et al., 2006).

De acordo com a sequéncia do genoma de L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842
poucos dos genes de resisténcia a estresse oxidativo conhecidos estdo presentes neste
microrganismo. A Unica enzima que pode eliminar o oxigénio parece ser a enzima piruvato
oxidase (Pox), entretanto, nao ha catalase para destoxificar o peréxido de hidrogénio produzido
nesta reagdo. Esta estirpe parece ndo possuir NADH oxidase ja descrita em outras linhagens de
L. delbrueckii subsp. bulgaricus (VAN DE GUCHTE et al., 2006).

A enzima piruvato oxidase ja foi caracterizada em Lactobacillus plantarum e desempenha
uma funcdo chave na via de conversdo de lactato a acetato. Esta enzima utiliza oxigénio para
converter piruvato a acetilfosfato o que resulta na producao de CO, e H,O,. A via de conversao
do lactato a acetato (Ldh-Pox-Ack) em L. plantarum esta sobre o controle de dois fatores
ambientais: disponibilidade de glicose e oxigénio. A regulagdo desta enzima por oxigénio em
L. plantarum ocorre em dois niveis: o oxigénio é requerido como substrato para a atividade da
enzima e também induz fortemente a transcricdo do gene pPoxB por um mecanismo ainda
desconhecido (GOFFIN et al., 2006).

Um segundo mecanismo comum de resisténcia ¢ a presenca da enzima superoxido
dismurase (Sod) que remove o anion superoxido, formando oxigénio e perdxido de hidrogénio.
Esta enzima estd presente em algumas bactérias lacticas, como Lactococcus e Enterococcus,
mas esta ausente em outras como Lactobacillus (AXELSSON, 2004)

Outra enzima geralmente utilizada por véarios microrganismos em resposta ao extresse
oxidativo ¢ a catalase. A maioria das bactérias lacticas ndo possui catalase, entretanto algumas

espécies sdo capazes de produzir catalases em meios de cultura contendo heme. Catalases
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contendo manganés em seu sitio ativo também ja foram detectadas em algumas bactérias
lacticas (KONO & FRIDOVICH, 1983; BARYNIN et al., 2001). Uma catalase a base de
manganés foi detectada em Lactobacillus plantarum ATCC 14431 e observou-se que esta €
essencial para o crescimento normal deste microrganismo em condi¢des de aerobiose, sendo a
mesma importante para a remog¢dao do peroxido de hidrogénio gerando pelo metabolismo
celular. Além disso, a inativagdo desta enzima por recombinagdo sitio-especifica resultou em
aumento da sensibilidade ao perdxido (PEACOCK, 2008).

Outro mecanismo importante na eliminagdo de metabdlitos toxicos de oxigénio € o
acumulo intracelular de manganés. Algumas estirpes de Lactobacillus sdo capazes de acumular
manganés em altas concentragdes (30 a 35 mM), sendo que nestas concentragdes o manganés ¢
funcionalmente equivalente a superoxido dismutase, removendo desta forma o anion superéxido
(AXELSSON, 2004).

Apesar do efeito inibitorio das espécies reativas de oxigénio sobre as bactérias lacticas,
concluiu-se que parte da atividade antimicrobiana de Lactobacillus, sobre a microbiota
intestinal ¢ devida a esses compostos (DE ANGELIS & GOBETTI, 2004).

Ribeiro (1995) observou que em L. delbrueckii UFV H2b20 a principal substancia
envolvida na acdo antagonista em relagdo a outros microrganismos, além do acido lactico, € o
perdxido de hidrogénio. Desta forma, a presenca de sistemas de resisténcia as espécies reativas
de oxigénio esta intimamente relacionada a capacidade competitiva dos microrganismos sejam
eles aerdbios, anaerdbios ou aerotolerantes.

A utilizagdo de Lactobacillus como probidtico implica na exposigdo a varios tipos de
estresse como extremos de temperatura, pH, pressdo osmotica, oxigénio, alta pressdo e escassez
de nutrientes que afetam a fisiologia e as propriedades das células. Portanto, ¢ essencial
conhecer ndo apenas as condigdes favoraveis ou desfavordveis para o crescimento destes
microrganismos, mas também os mecanismos que permitem sua sobrevivéncia e as atividades
metabolicas sob condicdes de estresse (SHAH, 2000).

Dentre as razdes da perda de viabilidade de probidticos nos alimentos, a morte celular
devido a toxicidade do oxigénio ¢ considerada um fator significativo. Assim, durante o
desenvolvimento de um alimento funcional um tipo de estresse encontrado por microrganismos
probioticos ¢ o estresse oxidativo. O oxigénio se dissolve facilmente no leite, de forma que a
viabilidade de microrganismos em alimentos lacteos fermentados ¢ particularmente influenciada
pelo contetdo de oxigénio no produto, além da permeabilidade da embalagem ao oxigénio

(SHAH, 2000; TALWALKAR & KAILASAPATHY, 2004).
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De acordo com a sequéncia do genoma do L. bulgaricus, outros genes envolvidos no
estresse oxidativo presentes neste microrganismo sdo os codificadores de duas tioredoxinas,
duas tioredoxinas redutases e possivelmente um gene homoélogo ao gene da proteina regulatoria
Spx (ZUBER, 2004). A captacdo ou entrada de poliaminas ou seus precursores também pode
representar uma alternativa para o aumento da tolerancia ao estresse oxidativo (VAN DE
GUCHTE et al., 20006).

A iniciagdo da transcricdo em procariotos ¢ controlada em muitos niveis e por uma
variedade de interagdes entre RNA polimerase, sequéncia promotora e diversos fatores
regulatorios. A subunidade a da RNA polimerase, especialmente, o dominio C-terminal
(aCTD), € um alvo comum para interagdo entre ativadores transcricionais € a RNA polimerase,
fazendo com que esta estabeleca contato produtivo com a regido promotora (BUSBY &
EBRIGHT, 1999). Recentemente, demonstrou-se que o dominio aCTD ¢ o alvo de uma forma
negativa de controle exercida pela proteina Spx em Bacillus subtilis (NAKANO et al., 2003).

Spx ndo possui uma atividade de ligagdo especifica a sequéncias do DNA, mas ao invés
disso, interage com o dominio aCTD da RNA polimerase impedindo ou interrompendo a
interagdo da enzima com determinados ativadores de transcri¢do, o que resulta na repressao de
varios genes. Spx ¢ altamente conservado entre as bactérias Gram-positivas e faz parte da
familia de proteinas relacionadas a arsenato redutase (ArsC) (NAKANO et al., 2005; NAKANO
etal. 2003; ZUBER, 2004).

Com base nos estudos ja realizados em Bacillus subtilis ha evidéncias de que Spx
desempenha uma importante fun¢do na estrutura fisiolégica deste microrganismo e
possivelmente de outras bactérias Gram-positivas. Os dados obtidos indicam que Spx ¢ um
regulador transcricional global que exerce tanto controle positivo como negativo sobre a
iniciacdo da transcricdo em resposta ao estresse oxidativo (ZUBER, 2004; NAKANO et al.,
2003;

Spx também parece ser um importante fator regulatério na resposta ao estresse em
Staphylococcus aureus e durante o processo de infecgdo em Listeria monocytogenes
(CHATTERIJEE et al., 2006; PAMP et al., 2006). Véarios operons cujos produtos estdo
relacionados a biossintese de purinas, pirimidinas, aminoacidos e vitaminas sdo reprimidos e
mais de 100 genes sdo induzidos pela interagdo de Spx com o dominio aCTD da RNA
polimerase. Dentre os genes mais induzidos estdo os genes trxA e trxB que codificam uma
thioredoxina e uma thioredoxina redutase, respectivamente. Outros genes com fun¢do na

homestase de tiol, incluindo trés genes homdlogos a thioredoxina, sdo induzidos por Spx, o que
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sugere que este atue no controle da resposta celular ao estresse oxidativo (NAKANO et
al.,2003).

Uma importante caracteristica de Spx ¢ a presen¢a do dominio redox dissulfeto Cys-XX-
Cys que controla sua atividade. A ativacdo transcricional a partir dos promoteres de trxA e trxB
requer que ambas as cisteinas estejam oxidadas. A presenca de um agente redutor que converta
as cisteinas a um estado tiol resulta na perda da capacidade de ativacdo da transcricdo. Ainda
ndo se sabe como a interagdo da proteina Spx oxidada com a RNA polimerase ativa a
transcri¢do de promotores sobre controle positivo de Spx (NAKANO et al., 2005; NEWBERRY
et al., 2005).

O gene spx faz parte do operon yjbC-spx em Bacillus subtilis e ¢ transcrito a partir de pelo
menos 5 promotores por 4 formas de RNA polimerase holoenzima (6™ ¢® o™ e c") . A
expressao do gene spx tem sido associada a limitagdo de fosfato, a presenca de etanol e estresse
oxidativo, enquanto o regulon spx ¢ ativado por uma variedade de condigdes de estresse que
incluem choque térmico, estresse osmotico, oxidativo e compostos fendlicos toxicos
(LEELAKRIANGSAK & ZUBER, 2007).

O controle da expressdo de Spx em resposta ao estresse oxidativo ocorre em 3 niveis. Os
niveis de proteina aumentam independentemente da transcri¢do do gene, provavelmente pela
inibicdo da atividade de ClpXP que catalisa a protedlise de Spx. A atividade de Spx também
estd sobre o controle do sitio dissulfeto Cys-XX-Cys e finalmente a transcrigdo a partir do
promotor P3 ¢ induzida por estresse oxidativo. A analise da regido promotora P3 de spx indicou
a presenca de dois cis-elementos que participam na repressdo da transcricdo do gene pela
interagdo direta com dois repressores transcrionais, PerR e YodB (LEELAKRIANGSAK et al. ,
2007; LEELAKRIANGSAK & ZUBER, 2007)

Embora muito ja se conhecga a certa da importancia deste gene em Bacillus subtilis, apenas
um estudo foi realizado em bactérias lacticas, no qual um gene homologo a Spx foi identificado
como sitio de mutagdes que conferem resisténcia a temperaturas elevadas em mutantes recA em
Lactococcus lactis (FREES et al., 2001).

Analises filogenéticas, comparagdo do conteudo genomico dentro do grupo de bactérias
do 4cido lactico e a reconstrucao de genes ancestrais revelam a combinacao de perda e ganho de
genes durante a evolucao das bactérias lacticas. Dentre os genes perdidos durante a evolucao
estdo genes que codificam proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo como catalase
e outras enzimas. Apesar da auséncia destes genes em 8 dos 12 genomas analisados por

MAKAROVA e colaboradores (2006) pelo menos alguns Lactobacillus mostraram um aumento
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na resisténcia ao estresse. Esta resisténcia ¢ demonstrada pelo aumento da recuperacao de
Lactobacillus vivos a partir de alimentos desidratados a vacuo e irradiados quando comparado
com espécies de Staphylococcus e Salmonella.

Essa resisténcia pode ser mediada em parte pelo baixo conteudo de ferro, um potente
oxidante, acompanhado da acumulagdo de manganés, um potente antioxidante (MAKAROVA
et al., 20006).

O ferro ¢ um nutriente essencial para a maioria dos organismos, sendo utilizado como
cofator de varias enzimas e como catalisador em processos de transporte de elétrons. Entretanto,
na presenga de oxigénio, o ferro € capaz de gerar radicais de oxigé€nio que podem danificar
DNA, proteinas e lipideos da membrana. A concentragdo intracelular de ferro livre ¢ controlada,
principalmente, por ferritinas, uma superfamilia de proteinas que estoca ferro na sua forma
oxidada, a qual ndo ¢ toxica para as células. Ferritinas presentes em mamiferos,
bacterioferritinas e proteinas Dps pertencem a esta superfamilia (ISHIKAWA et al., 2003).

Proteinas Dps foram identificadas em varias espécies bacterianas. Estas proteinas, ao
contrario das bacterioferritinas, ndo foram completamente caracterizadas e sdo formadas por
apenas 12 subunidades, sendo capazes de se ligarem a aproximadamente 500 atomos de ferro
(BOZZI et al., 1997; PAPINUTTO et al., 2002).

O ferro ¢ incorporado na cavidade central da proteina Dps pela oxidacdo de Fe, a Fe; pelo
dominio ferroxidase encontrado entre as subunidades da proteina (ILARI et al., 2000, SMITH,
2004).

Estudos com véarios organismos confirmaram que todas as ferritinas sdo utilizadas no
estoque de ferro e na protecdo contra a toxicidade deste. Além disso, foi demonstrado que Dps
protege o DNA contra agentes oxidantes pela co-cristalizagdo do DNA com a proteina (SMITH,
2004).

Em Escherichia coli, quando as células estdo sob estresse oxidativo, a proteina Dps ¢
expressa ¢ se liga ao DNA sem aparente especificidade de sequéncia, formando complexos
extremamente estaveis. Dps também protege o DNA devido a sua habilidade de anular a
combinacgdo toxica de Fe," e H,0, (GRANT et al., 1998; ZHAO et al., 2002).

Com relagdo ao controle da expressdo, o gene dps esta sujeito a um complexo sistema de
regulacdo. A indugdo de Dps por H,O, requer a presenca de OxyR e da RNA polimerase
holoenzima ¢"°. Entretanto, na fase estacionaria de crescimento, sdo requiridos o fator ¢° € o

fator de integracdo do hospedeiro para expressao do mesmo (ALTUVIA et al.,1994)
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Um homologo a Dps, denominado MrgA, foi identificado e caracterizado em Bacillus
subtilis, porém, o mecanismo de regulagdo do gene mrgA parece ser diferente do mecanismo
encontrado para dps em E. coli. Ao contrario de dps, mrgA ¢é negativamente regulado, ¢ até o
momento, nenhum fator sigma homologo a ¢° foi encontrado entre as espécies de Bacillus
(CHEN & HELMANN, 1995; CHEN et al. 1995).

Entre as bactérias lacticas, um homodlogo a Dps, denominado Dpr, foi identificado e
caracterizado em algumas espécies de Streptococcus, o qual parece ser indispensavel para a
tolerancia destes microrganismos ao oxigénio (YAMAMOTO et al., 2000; YAMAMOTO et al.,
2004).

Protecdo adicional parece ser promovida por outros antioxidantes, incluindo glutationa e
y-glutamilcisteina. Varias espécies de Lactobacillus possuem uma glutationa sintetase
bifuncional (GshAB) enquanto outras possuem apenas y-glutamilcisteina sintetase (Gsh A).
Entretanto, mesmo Lactococcus que nao sintetiza glutationa demonstrou ser capaz de acumular
este composto, aparentemente pelo transporte a partir do ambiente (LI, 2003).

Além da importancia dos mecanismos de resisténcia ao estresse oxidativo para a
sobrevivéncia de microrganismos probidticos em alimentos, estes também parecem ser
importantes para a persisténcia destes microrganismos no trato gastrointestinal. Durante a
passagem dos nutrientes pelo trato gastrointestinal espécies reativas de oxigénio sdo geradas
tanto na mucosa quanto no limen, sendo, portanto fundamental que esses microrganismos
sejam capazes de eliminar ou resistir a presenca destes compostos (TANNOCK, 2004;
VASILJEVIC & SHAH, 2008).

A aplicagdo do sistema IVET (in vivo expression technology) usando L.reuteri e
camundongos Lactobacillus-free revelou a indugdo do gene msrB, que codifica uma sulfoxido
metionina redutase durante o processo de colonizag¢do. Esta ¢ uma enzima de reparo que protege
a bactéria contra danos oxidativos causados por espécies reativas de nitrogénio ou
intermediérios de oxigénio. Pode-se inferir, portanto que a mesma ¢ provavelmente importante
para a atividade probiotica deste microrganismo (TANNOCK, 2004).

Nas ultimas décadas intensificaram-se as pesquisa para caracterizagdo genética de
bactérias probiodticas A combinagdo dos avangos nas tecnologias genéticas com as informagdes
sobre o genoma destas bactérias abre futuras possibilidades para o desenvolvimento de
linhagens probidticas mais eficazes. Essas sofisticadas tecnologias ndo sé facilitardo a
compreensdo dos mecanismos moleculares por meio dos quais as linhagens probidticas

promovem efeitos benéficos no intestino humano, mas também permitird o desenvolvimento de
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novas funcionalidades em algumas linhagens probidticas, como a utilizagdo destes
microrganismos como vacinas recombinantes vivas. A ado¢do da manipulagcdo genética para o
melhoramento de culturas probidticas também possui potencial para ser utilizada para o
aumento da viabilidade destas culturas quando expostas a ambientes estressantes, como aqueles
encontrados durante o desenvolvimento de alimentos funcionais ou durante o transito gastrico
(MATTILA-SANDHOLM et al. 2002).

Apesar de todo o conhecimento adquirido ao longo dos anos sobre os mecanismos de
resisténcia ao estresse oxidativo em bactérias lacticas, a aplicacdo da gendmica funcional sera
fundamental para se alcancar um maior conhecimento a cerca da regulacao destes mecanismos

(MIYOSHI et al., 2003)
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Microbiologia Industrial e Biotecnologia,
localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, na
Universidade Federal de Vigosa e no laboratorio sob a coordenagao do Dr. Hosni M. Hassan,

(Microbiology Department, North Carolina State University at Raleigh, NC, USA).

3.1. Microrganismo

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi isolado a partir de material fecal de criangas
recém nascidas alimentadas exclusivamente com leite materno (SANTOS, 1984). Culturas
estoque foram preparadas, congeladas em nitrogénio liquido ¢ mantidas a —80°C em caldo MRS

(Oxoid — Hampshire, Inglaterra), contendo 20% de glicerol.

3.2. Extragéo de DNA total

3.2.1. Preparo das células

As células congeladas de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foram reativadas em
leite desnatado reconstituido a 10% incubado a 37°C até que ocorresse sua coagulacdo. Em
seguida, foi feita a transferéncia para caldo 3 ml de MRS contendo 2% de glicose, o qual foi
incubado a 37°C por aproximadamente 12 horas. A partir desta foi feita uma nova transferéncia
para 20 ml de MRS contendo 2% de glicose, o qual foi incubado conforme descrito

anteriormente. Apds o periodo de incubacdo as células foram coletadas por centrifugacdo a
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7000g, a 4°C por 10 minutos em centrifuga Sorvall RT6000B. Os pellets obtidos foram lavados
2 vezes com Tris-HCI 20mM, pH 8.0.

3.2.2. Extracdo de DNA

Os DNAs das amostras foram extraidos utilizando DNAeasy Tissue kit (QITAGEN®),
seguindo as recomendagdes do fabricante, ou segundo protocolo adaptado no laboratorio de
Microbiologia Industrial para bactérias lacticas (NEVES, 1998).

Os pellets obtidos, conforme descrito anteriormente, foram ressuspendidos em 800 ul de
TE (100 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 1 mM EDTA), pH 8,0, em microtubos. As paredes das células
foram hidrolisadas adicionando-se lisozima (Sigma®) e mutanolisina (Sigma®) na concentragao
de 40 pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente, seguida de incubag¢do em banho-maria a 37 °C por 1
hora. Apdés a incubacdo os microtubos foram centrifugados a 5000g por 10 minutos
(Microcentrifuge — 12 Beckman). Os protoplastos foram ressuspendidos em 800 pl de TE (100
mM Tris-HCL, pH 8,0 e 1 mM EDTA), pH 8,0. Foram adicionados 200 ul de SDS (duodecil
sulfato de s6dio) 10% e os microtubos incubados em banho-maria a 55 °C por 15 minutos para
que ocorresse lise celular. Em seguida, RNase A foi adicionada a uma concentragdo final de 50
ng/mL e as amostras incubadas em banho-maria a 37°C, por 30 minutos. Adicionou-se também
proteinase K (Sigma®™) as amostras a uma concentragdo final de 100 pg/mL e o tempo de
incuba¢do foi de 15 minutos, a 55°C. O volume total foi dividido em 2 microtubos, sendo
adicionado igual volume de fenol/cloroférmio. O contetido foi cuidadosamente homogeneizado
e a solucdo aquosa separada por centrifugacdo (Microcentrifuge — 12 Beckman). A fase aquosa
foi transferida para outro microtubo e a extracdo com fenol/cloroférmio foi realizada
novamente. A fase aquosa obtida ap6s a segunda extracdo com fenol/cloroformio foi adicionado
1/10 volume de acetato de sodio 3M pH 5,2, sendo o DNA precipitado pela adicdo de 1 volume
de isopropanol, seguida por incubagdo a -20 °C por 2 horas ou overnight. O DNA foi coletado
por centrifugacdo a 12000g por 15 minutos, lavado com etanol 70% e ressuspendido em TE

(Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0).

3.2.3. Quantificacido de DNA

A quantificacdo dos DNAs foi estimada pela comparacdo das bandas com concentragdes

conhecidas de DNA de fago lambda, por eletroforese em gel de agarose 0,8% e/ou por leitura
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em espectrofotometro em comprimento de onda 260 nm. O DNA quantificado foi armazenado a

4°C ou a -20°C, até sua utilizagio.

3.3. Selecdo dos genes a serem identificados e caracterizados em L. delbrueckii UFV
H2b20.

Os genomas de duas linhagens de L. delbrueckii, L. delbrueckii ATCC 11842 (n® de
acesso: NC_008054) e L. delbrueckii ATCC BAA-365 (n® de acesso: NC_008529), disponiveis
no banco de dados do NCBI, bem como os das linhagens probidticas, Lactobacillus plantarum
(n® de acesso: NC_004567), Lactobacillus reuteri (n® de acesso: NC _008529), Lactobacillus
gasseri (n® de acesso: NC 008530), Lactobacillus acidophilus (n® de acesso: NC_006814),
Lactobacillus jonhsonii (n®* de acesso: NC 005362) foram analisados e genes possivelmente
envolvidos na resposta ao estresse oxidativo foram selecionados para estudo.

Desta forma, trés genes foram selecionados para possivel caracterizagdo em L.
delbrueckii UFV H2b20, spx, pox e dps.

O gene spx codifica um fator transcricional envolvido na resposta ao estresse oxidativo e
¢ altamente conservado entre bactérias gram-positivas, sendo que a funcdo do mesmo foi
amplamente caracterizada em Bacillus subtillis. Desta forma, foram analisados em relagdo a
presenga e organizacdo génica de SpPX ndo apenas os genomas dos microrganismos citados
anteriormente, bem como os genomas de Listeria monocytogenes (n® de acesso: NC_011660),
Listeria innocua (n® de acesso: NC 003212), Enterococcus faecalis (n® de acesso:
NC_004668.1), Streptococcus pyogenes (n® de acesso: NC_008022), Streptococcus pneumoniae
(n® de acesso: NC 008533.1) e Bacilllus subtilis (n® de acesso: NC_000964.2).

Para o gene poX, o qual codifica a enzima piruvato oxidase, além dos genomas das
bactérias lacticas citados anteriormente, também foram analisados os genomas de Bacillus
subtillis (n® de acesso: NC_000964.2), Streptococcus pneumoniae (n° de acesso: NC_008533.1)
e Listeria monocytogenes (n® de acesso: NC_011660).

O terceiro gene selecionado para este estudo foi o gene dps, o qual codifica uma proteina
que estoca ferro na sua forma oxidada. Este gene foi selecionado devido a sua presenga no
genoma de linhagens probidticas como Lactobacillus .plantarum (NC _004567.1), Lactobacillus
rhamnosus (AF037091), L. reuteri (NC _009513.1), Lactobacillus gasseri (NC_008530.1),
Lactobacillus acidophilus (NC _006814), Lactobacillus jonhsonii (NC_005362), Lactobacillus
helveticus (NC 010080.1), Lactobacillus fermentum (NC 010610.1), Lactobacillus sakei
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(NC _007576.1) e Lactococcus lactis (NC_002662.1). Embora este gene nao esteja presente nos
genomas de L. delbrueckii ATCC 11842 e L. delbrueckii ATCC BAA-365, um fragmento de
426 pares de base contendo parte do mesmo foi identificado em L. delbrueckii lactis e
disponibilizado no banco de dados do NCBI (AF496234). Além disso, genes homologos a dps
foram identificados e caracterizados em outros microrganismos gram-positivos como
Streptococcus mutans (NC_004350.1), Streptococcus suis (NC_009442.1), Listeria
monocytogenes (n® de acesso: NC 011660) e Listeria innocua (n® de acesso: NC 003212),
sendo 0 mesmo importante para a sobrevivéncia desses microrganismos em condigdes de
estresse oxidativo (YAMAMOTO et al.,, 2000; YANG et al., 2000; ILARI et al., 2000;
YAMAMOTO et al., 2002; KAUKO et al, 2004; OLSEN et al., 2005). Desta forma, esses

microrganismos também foram utilizados como referéncia para este estudo.

3.4 Deteccgao dos genes spx, ptsl, mecA de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

3.4.1. Construcao dos primers

Os primers (MWG" ou IDT®) abaixo foram construidos com base nas sequéncias
disponiveis no NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov), nos genomas de: Lactobacillus delbrueckii
ATCC 11842 e Lactobacillus delbrueckii ATCC BAA-365. Uma sequéncia de 3164 pares de
bases contendo os genes ptsl, spx e mecA foi utilizada como referéncia para construgcdo dos
primers SPX 1443, SPX 2575, SPX 2178, PTS1F, PTSIR, MECAF, MECAR (tabela 2).

Inicialmente foram construidos os primers SPX 1443, SPX 2575 ¢ SPX 2178, com os
quais foi detectada a presenca do gene SpX no genoma de L. delbrueckii UFV H2b20, bem como
identificados os genes pstl e mecA, os quais estdo localizados no mesmo operon que SpX. Os
produtos de PCR foram purificados e seqiienciados.

As sequéncias obtidas apresentaram alta identidade (99%) com as sequéncias de
Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 e Lactobacillus delbrueckii ATCC BAA-365. Desta
forma, os primers PTS1F, PTSIR, MECAF, MECAR foram construidos com base nas
sequéncias dos genes ptsl e mecA destes microrganismos.

Assim, com o objetivo de se obter a maior sequéncia possivel do operon ptsl-spx-mecA,
algumas combinag¢des de primers foram utilizadas para amplificagdo do mesmo, conforme

listado na tabela 3.
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Primers Sequéncia

1 SPX 1443 5-GTCAGTTCTCCGCCTCATC-3’
2 SPX 2575 5-AAGTCATTGTCCTCGTCCACT-3’
3 SPX 2178 5-CTCAGCAGGCTTGGGTTCTTT-3’
4 PTSIF 5-AAGGCTGAATGGCGGAAG-3’
S PTSIR 5'-CGGAGAACTGACGGGTTG-3’
6 MECAF 5'-CTTGGACTTACTCGGCAACC-3'
7 MECAR 5'- CTGCTGGAAGAGGCACTG-3'

Tabela 2- Primers utilizados para a amplificacdo dos genes Spx, ptsl e mecA
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Combinagao de

Condigdes para reacdo de PCR

Primers

1+2 1 ciclo de 94 °C por 3min

1+3 30 ciclos de 94 °C por 30s, 47°C por 1 min, 72 °C por 1 min
1 ciclo de 72 °C por 10 min
1 ciclo de 94 °C por 3min

4+5 30 ciclos de 94 °C por 30s, 54°C por 1 min, 72 °C por 1 min
1 ciclo de 72 °C por 10 min
1 ciclo de 94 °C por 3min

6+7 30 ciclos de 94 °C por 30s, 52°C por 1 min, 72 °C por 1 min

1 ciclo de 72 °C por 10 min

Tabela 3 — Combinagdes de primers utilizadas para amplifica¢do dos genes SpX, ptsl e mecA

A posicdo de anelamento dos primers esta representada no esquema abaixo:

) < 3164
> | > |
ptsl Spx mecA
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3.4.2. Reag0es de Amplificagéo

Reagdes de amplificagdo foram conduzidas, em volume total de 25 pL, contendo: tampao
Gotaq Green (Promega™; 0,1 mM de cada deoxirribonucleotideo (ANTP); 0,4 uM de cada
primer; 25ng de DNA de L. delbrueckii UFV H2b20 e¢ 1,0 U de Taq DNA polimerase
(Promega®). Foi utilizado termociclador Bio-Rad 96-well iClicer (Bio-Rad, Hercules, CA)
programado conforme descrito na tabela 3. Os produtos da amplificagdo foram separados por

eletroforese em gel de agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5 pg /mL).

3.5. Deteccéo do gene pox em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
3.5.1. Construcéo dos primers

Os primers (MWG® ou IDT®) foram construidos com base na sequéncia do genoma de
Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 e Lactobacillus delbrueckii ATCC BAA-365, disponivel
no banco de dados do NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov) e estdo descritos na tabela 4. Os
nucleotideos destacados nos primers POXHISF, POX1R e POXHISR correspondem a sitios de
restricdo (Ndel, BamHI e BamHI, respectivamente) adicionados para clonagem do gene em
vetor pET16B. Os primers POXRTF ¢ POXRTR também foram utilizados nas rea¢des de PCR

em tempo real.

32



Primers Sequéncia

POXHISF 5'-AGACAACATATGGCAAAAATTAAGGGCG-3’
POXI1R 5- AAATGGATCCTTAGTAAAGAAGCAC -3’
POXHISR 5-AATGGATCCTTAGTAAGAAGCACCTGAAC -3’
POXRTR 5’-CAAGCTCTTCTTAGCGTCT-3"
POXRTF 5’-CTGGTAGTTTGGGTTGGT-3’

Tabela 4 — Primers utilizados para amplificagdo do gene pox
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As combinagdes de primers presentes na tabela 5 foram utilizadas para amplifica¢do do

gene poX, com o objetivo de se obter a sequéncia completa do mesmo.

Combinagao de Condig¢des para reacao de PCR
Primers
1+3 1 ciclo de 94 °C por 3min

30 ciclos de 94 °C por 30s, 56°C por 1 min, 72 °C por 2 min
1 ciclo de 72 °C por 10 min

2+5 1 ciclo de 94 °C por 3min
30 ciclos de 94 °C por 30s, 48°C por 1 min, 72 °C por 1 min
1 ciclo de 72 °C por 10 min

3+5 1 ciclo de 94 °C por 3min
30 ciclos de 94 °C por 30s, 53°C por 1 min, 72 °C por 1 min
1 ciclo de 72 °C por 10 min

Tabela 5 — Combinagdes de primers utilizadas para amplificagdo do gene pox.

A posigdo de anelamento dos primers esta representada no esquema abaixo:

2
! 5 4 3
> —> «—

3.5.2 Reac6es de Amplificacao

Reacdes de amplificagdo em cadeia (PCR) foram conduzidas conforme descrito
anteriormente no item 3.4.2. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em

gel de agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5 pg/ ml).
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3.6. Deteccéo do gene dps em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

3.6.1. Construcao dos primers

Inicialmente, os primers (IDT®) DPS1, DPS2, DPS548 ¢ DPSend foram construidos
com base na sequéncia do fragmento de um gene homoélogo a dps presente em Lactobacillus
delbrueckii lactis, de acordo com dados disponiveis no NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov).
Os produtos de PCR obtidos foram purificados e sequenciados. As sequéncias obtidas
apresentaram alta identidade (99%) com a sequéncia do gene dps de Lactobacillus plantarum
WCFSI1 (acesso). Desta forma, os demais primers (DPS3, DPS4, DPS517) foram construidos
com base no genoma desse microrganismo, a fim de se obter a sequéncia completa do gene dps

de L. delbrueckii UFV H2b20.

Primers Sequéncia
1 DPS1 5-CTACCCATAAGCCTACCGA-3’
2 DPS2 5-GACCTTTACCAATACGGCA-3’
3 DPS3 5-GTTGCCGATTTGAGCCAG-3’
4 DPS4 5'-GAAATACACGAAAACCAAAGCA -3’
S DPSend 5"-TGCCGTAGTATCCGTGTCA-3’
6 DPS517 5'-CTACCATAAGCCTACCCATAA-3'
7 DPS548 5'- ATATTCAAATGGGGCGTTC-3'

Tabela 6 — Primers utilizados para amplifica¢do do gene dps
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Varias combinagdes de primers foram utilizadas para amplificagdo do gene dps, com o

objetivo de se obter a sequéncia completa do mesmo conforme listado na tabela 7.

Combinagao Condigdes para reagdo de PCR
de Primers
1+2 1 ciclo de 94 °C por 3min
1+3 30 ciclos de 94 °C por 30s, 53°C por 1 min, 72 °C por 1 min
2+5 1 ciclo de 72 °C por 10 min
3+6 1 ciclo de 94 °C por 3min
4+5 30 ciclos de 94 °C por 30s, 48°C por 1 min, 72 °C por 1 min
4+6 1 ciclo de 72 °C por 10 min
4+7

Tabela 7 — combinagdes de primers utilizadas para amplificagao do gene dps.

A posigdo de anelamento dos primers esta representada no esquema abaixo:

4, 3, 2, L b L &

dps

3.6.2 Reacbes de Amplificacéo
Reagdes de amplificagdo em cadeia (PCR) foram conduzidas conforme descrito

anteriormente no item 3.4.2. Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em

gel de agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5 pg /mL).
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3.7. Deteccgéo de gene homdlogo a sigA em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

O gene homologo a sigA, Ldb1245, foi utilizado por PENAUD et al. (2006) como gene
controle ou de referéncia para analise da expressdo de uma CPX-ATPase por PCR em tempo
real em L. delbrueckii ATCC 11842. A expressdo deste gene foi avaliada em condig¢des de
estresse acido e o mesmo escolhido como controle apds a verificacio que a expressdo do
mesmo nao foisignificativamente afetada em tais condigdes.

Desta forma, este gene foi detectado em L. delbrueckii UFV H2b20 e sua expressao
avaliada nas condigdes testadas nesse trabalho, a fim de se utilizar o mesmo como gene de

referéncia nos ensaios de PCR em tempo real.

3.7.1. Construcao dos primers

Os primers (MWG®™ ou IDT®) RPOD124 ¢ RPOD1128 (Tabela 8) foram construidos
com base na sequéncia do gene Ldb1245 presente no genoma de Lactobacillus delbrueckii
ATCC 11842 disponivel no banco de dados do NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov). O gene

Ldb1245 é um gene homologo a SigA, o qual codifica um fator sigma.

Primers Sequéncia
1 RPODF124 5'-CTGCCGTATGGTCTGAATGA-3'
2 RPODR1128 5'-TGAGAAGTAGTCCTGGAGCA-3'

Tabela 8 — Primers utilizados para amplificacdo do gene homoélogo a SigA

3.7.2. Reagdo de Amplificacao

Reagdes de amplificagdo foram conduzidas, em volume total de 25 pL, contendo: tampao
Gotaq Green (Promega™; 0,1 mM de cada deoxinucleosideo trifosfatado; 0.4 puM de
oligonucleotideos iniciadores; 25 ng de DNA de L. delbrueckii UFV H2b20 e 1,0 U de Taq
DNA polimerase (Promega®). Foi utilizado termociclador Bio-Rad 96-well iClicer (Bio-Rad,
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Hercules, CA) programado conforme descrito na tabela acima. Os produtos da amplificacao
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5 pg

mL™).

3.8. Sequenciamento e anélise das sequéncias

Os produtos de PCR obtidos foram extraidos de gel de agarose utilizando QIAQUICK
Gel extraction kit (QIAGEN®) de acordo com as recomendacdes do fabricante e enviados para
seqiienciamento (MWG-BIOTECH Inc., High Point, NC ou Laboratério de Genomica, UFV)
ou clonados em pGEM-Teasy anteriormente ao seqiienciamento (Laboratorio de Genodmica,
UFV).

As sequéncias foram analisadas pelo programa BLAST, disponivel no banco de dados
NCBI, pela homologia com outros genes presentes em bancos de dados disponiveis e alinhadas
utilizando-se o programa ClustalW2 disponivel online no site do European Bioinformatics
Institute (<http//:www.ebi.ac.uk>).

As sequéncias dos genes analisados foram capturadas no site do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (<http//:www.ncbi.nlm.nih.gov>).

3.9. PCR Inversa

A fim de se obter a sequéncia promotora do gene dps utilizou-se a técnica de PCR inversa
(HARTL & OCHMAN, 1994).

O DNA de L. delbrueckii UFV H2b20 foi digerido com a enzima Mspl (C CG.G) a 37°C
por 12 horas. Apds o periodo de incubagdo, a enzima foi inativada em banho-maria a 70°C por
15 min. Uma aliquota do DNA (2 a 4 ul na concentragdao de 100 ng/ul) foi entdo utilizada para
reacdo de ligagdo. A reagdo de ligacdo foi conduzida em volume total de 40 pl contendo:
Tampdo de ligagio 1X (Promega”™), 2 U de DNA ligase (Promega®™) e DNA (5-10 ng/ul). A
reacdo foi incubada a 4°C por 16 horas e uma aliquota da mesma foi utilizada para a reagdo de
PCR.

A reacdo de amplificacao foi conduzida, em volume total de 25 pL, contendo: tampao Gotaq
Green (Promega®); 0,1 mM de dNTP; 0,4 uM de cada primer; 25 ng de DNA de L. delbrueckii
UFV H2b20 ¢ 1,0 U de GoTaq DNA polimerase (Promega®). Foi utilizado termociclador TC-
512 (TECHNE, Staffordshire, UK) programado para 1 ciclo de 3 minutos a 94°C; 35 ciclos de
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30 segundos a 94°C; 1 minuto a 56°C e 2 minutos a 72°C. Apds o ultimo ciclo, uma etapa de
10 minutos a 72°C. Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5 pg mL™), extraidos do gel utilizando PureLink™
Quick Gel Extraction kit (Invitrogen™) e enviados para seqilenciamento (Laboratério de
Gendmica — UFV).

Os primers utilizados na rea¢ao de PCR estéo listados na tabela 9.

Primers Sequéncia
1 INVPCRRIG 5’-AGCCAAGAACCAGGAAAC-3’
2 DPSUNEI1 5’-GTCAGGAACTCACCCATC-3’
3 DPSUNE2 5’-GAAGAAGGCACGGAAGAA-3’

Tabela 9 — Primers utilizados para rea¢dao de PCR inversa

A posi¢ao de anelamento dos primers esta representada no esquema abaixo:

Mspl

dps

3.10. Andlise filogenética

Os genes que apresentaram maior porcentagem de identidade com o DNA seqiienciado
foram analisados com o auxilio do programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007). Arvores
filogenéticas foram reconstruidas pelos métodos da Maxima Parcimonia e de Neighbor-Joining,

utilizando o método de dois parametros de Kimura (ECK e DAYHOFF, 1966).
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3.11. Analise da expressao dos gene spx, dps e pox por PCR em tempo real

3.11.1. Condicgdes de cultivo: transferéncia da condicdo de anaerobiose para

aerobiose

Uma aliquota do estoque da cultura contendo Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi
ativada em 10 ml de caldo MRS (2% de glicose) e incubado em cadmara de anaerobiose (Coy
Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA) contendo 85% de N,, 10% de CO; e 5% de H, a
37°C por 12 horas. Apos este periodo, a pureza da cultura foi determinada por coloragdo de
Gram. Além disso, também foram feitas estrias compostas em adgar MRS (2% de glicose) e
incubadas por 24 horas a 37°C, sob as condi¢des descritas anteriormente.

Uma aliquota dessa cultura foi, entdo, inoculada em 40 ml de MRS (2% de glicose) de
modo a se obter uma densidade 6ptica de 0.04, a qual foi determinada por medidas de densidade
Otica em espectrofotometro (SmartSpec Plus Spectrophotometer, Bio-rad, Hercules, CA, USA),
com comprimento de onda de 600 nm e incubado sob as condi¢des descritas anteriormente. O
crescimento também foi acompanhado por espectrofotometria, em comprimento de onda de 600
nm, até atingir uma densidade Optica de aproximadamente 0.5. Ao atingir a densidade 6tica
desejada a cultura foi diluida em 400 ml de caldo MRS (2% de glicose) para uma densidade
Otica de aproximadamente 0.04, quando entdo se iniciou o experimento para coleta das amostras
para extragdo de RNA. O crescimento foi novamente acompanhado por medidas de densidade
Otica em espectrofotometro, com comprimento de onda de 600 nm e o atingir densidade otica de
aproximadamente 0.25, uma amostra foi retirada (TO) para extracdo de RNA. A cultura foi
entdo separada em 3 partes iguais: Uma das partes foi mantida em anerobiose e as outras foram
transferidas para agitador rotatorio (Innova 4000 Benchtop Incubator Shaker, Artisan Scientific
, IL, USA) (130 rpm/37°C), sendo adicionado a uma delas 20U de catalase. A partir do TO
amostras para a extragdo de RNA foram coletadas a cada geracdo até atingirem o inicio da fase
estacionaria. Amostras foram coletadas apenas das culturas mantidas em anaerobiose e em
aerobiose ambas sem catalase.

Para cada amostra coletada, o mesmo volume de uma solucdo de 25 mM citrato de
sodio, 10 mM EDTA, 10 M sulfato de amonio, pH 5.2, foi adicionado para preservacao do
RNA (CLARKE & AMARAL, 2003). As amostras foram entdo mantidas em temperatura
ambiente por aproximadamente 20 minutos ou a 4°C por até 12 horas e entéo centrifugadas. Os

pellets foram mantidos a -80 °C para posterior extragdo de RNA.
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Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata e em caldo MRS contendo 2%

de glicose.

3.11.2. Condig¢bes de cultivo: transferéncia da condicdo de aerobiose para

anaerobiose

Uma aliquota do estoque da cultura contendo Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi
ativada em 10 ml de caldo MRS (2% de glicose) e incubada por 12 horas a 37°C sob condigdes
de microaerofilia. Apds este periodo, a pureza da cultura foi determinada por coloracao de
Gram. Além disso, também foram feitas estrias compostas em adgar MRS (2% de glicose) e
incubadas por 24 horas a 37°C, sob as condi¢des descritas anteriormente.

Uma aliquota dessa cultura foi, entdo, inoculada em 40 ml de MRS (2% de glicose) de
modo a se obter uma densidade 6ptica de 0.04, a qual foi determinada por medidas de densidade
Otica em espectrofotometro (SmartSpec Plus Spectrophotometer, Bio-rad, Hercules, CA, USA),
com comprimento de onda de 600 nm, e incubada a 37°C sob condi¢des de microaerofilia. O
crescimento também foi acompanhado por espectrofotometria, em comprimento de onda de 600
nm, até¢ atingir uma densidade 6tica de aproximadamente 0.5. Ao atingir a densidade otica
desejada a cultura foi diluida em 400 ml de caldo MRS (2% de glicose) para uma densidade
Otica de aproximadamente 0.04 e transferida para agitador rotatério (130 rpm/37°C), quando
entdo se iniciou o experimento para coleta das amostras para extragdo de RNA. O crescimento
foi novamente acompanhado por medidas de densidade Otica em espectrofotdmetro, com
comprimento de onda de 600 nm e o atingir densidade oOtica de aproximadamente 0.25, uma
amostra foi retirada (T0) para extragdo de RNA.

A cultura foi, entdo, separada em 4 partes iguais: Duas partes foram mantidas em
agitador rotatorio (Innova 4000 Benchtop Incubator Shaker, Artisan Scientific , IL, USA) (130
rpm/37°C), sendo adicionada a uma delas 20 U de catalase. As demais partes foram transferidas
para camara de anaerobiose (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA) contendo 85% de
N, 10% de CO, e 5% de H,, a 37°C, sendo que a uma delas também foi adicionado 20 U de
catalase. A partir do TO amostras para a extragdo de RNA foram coletadas a cada geragao até
que a cultura atingisse o inicio da fase estacionaria. Amostras foram coletadas apenas das
culturas mantidas em anaerobiose ¢ em aerobiose, ambas sem catalase.

Para cada amostra coletada, o mesmo volume de uma solu¢do de 25 mM citrato de

sodio, 10 mM EDTA, 10 M sulfato de amonio, pH 5.2, foi adicionado para preservagdo do
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RNA (CLARKE & AMARAL, 2003). As amostras foram entdo mantidas em temperatura
ambiente por aproximadamente 20 minutos ou a 4°C por até 12 horas e entdo centrifugadas. Os
pellets foram mantidos a -80 °C para posterior extragdo de RNA.

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata e em caldo MRS contendo 2%

de glicose.

3.11.3. Condigdes de cultivo: efeito da concentracdo de glicose sob a expressdo do
gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20

Para analise da expressdo do gene pox, L.delbrueckii UFV H2b20 também foi cultivado
nas mesmas condigdes descritas nos itens 3.10.1 e 3.10.2, porém em MRS contendo 0,2% de

glicose.

3.11.4. Condicoes de cultivo: efeito da concentracédo de peroxido de hidrogénio sob
a expressao do gene dps de L. delbrueckii UFV H2b20

Para analise da expressdo do gene dps, uma aliquota do estoque da cultura contendo
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi ativada em 10 ml de caldo MRS (2% de glicose) e
incubado em camara de anacrobiose (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA)
contendo 85% de Ny, 10% de CO; e 5% de H,, a 37°C por 12 horas. Apos este periodo, a pureza
da cultura foi determinada por coloragdo de Gram. Além disso, também foram feitas estrias
compostas em agar MRS (2% de glicose) e incubadas por 24 horas a 37°C, sob as condic¢des
descritas anteriormente.

Uma aliquota dessa cultura foi, entdo, inoculada em 40 ml de MRS (2% de glicose) de
modo a se obter uma densidade 6ptica de 0.04, a qual foi determinada por medidas de densidade
Otica em espectrofotometro (SmartSpec Plus Spectrophotometer, Bio-rad, Hercules, CA, USA),
com comprimento de onda de 600 nm, e incubada a 37°C sob condi¢des de microaerofilia. O
crescimento também foi acompanhado por espectrofotometria, em comprimento de onda de 600
nm, até atingir uma densidade otica de aproximadamente 0.4. Ao atingir a densidade Optica
desejada, peréxido de hidrogénio foi adicionado a cultura de modo a obter as concentragdes
finais de 0,1 mM, 0,2 mM e 0,4 mM. Amostras foram retiradas logo antes da adi¢do do

peroxido (T0), 30 minutos e 60 minutos apds. A uma das culturas peroxido de hidrogénio ndo
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foi adicionado, sendo esta utilizada como condicao controle. O experimento foi conduzido em

triplicata para cada uma das concentragdes de peroxido de hidrogénio utilizada.
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Figura 2 — CondicGes de cultivo para analise da expressdo dos genes spx, pox e dps de L.
delbrueckii UFV H2b20: transferéncia da condicédo de anaerobiose para aerobiose.
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delbrueckii UFV H2b20: transferéncia da condicéo de aerobiose para anaerobiose.

45



3.11.5. Extragdo de RNA

As amostras mantidas a -80 °C, foram descongeladas, lavadas 2 vezes em tampao fosfato
e ressuspendidas em Trizol (Invitrogen®). As células foram entdio rompidas utilizando 0.2 mm
silica beads (BioSpec, Inc., Bartlesville, OK) em um Mini-BeadBeater-8 (BioSpec,
Inc.,Bartlesville, OK) por 40 segundos, seguido de intervalo de 1 minuto em banho de gelo.
Estes ciclos foram repetidos 4 vezes.

As amostras foram entdo centrifugadas e a extragdo do RNA foi feita de acordo com as
instru¢des do fabricante para utilizagdo do Trizol (Invitrogen®).

O RNA obtido foi submetido a 2 tratamentos com DNase (Promega®), segundo
instrugdes do fabricante.

A pureza e quantificacdo do mesmo foi determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop

ND1000.

3.11.6. PCR em Tempo Real

Para realizagdo do PCR em Tempo Real foi utilizado kit QuantiTect SYBR Green RT-
PCR (QIAGEN®) segundo recomendagdes do fabricante para one-step reactions. Foram
utilizadas placas de 96 pogos com 20 ul de reagao/cada, contendo 40 ng de RNA e 0,2 uM de
cada primer. Os primers utilizados estdo listados na tabela 9.

O procedimento foi realizado utilizando aparelho iCycler iQ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA). As condicdes utilizadas foram: 50 minutos a 50°C para a
reagdo de transcriptase reversa, 15 minutos a 95°C para ativagdo da DNA polimerase (hot-start)
e 35 ciclos a 95°C por 15 segundos, 51°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Apds os 35
ciclos de amplificacdo todas as amostras foram submetidas a andlise da curva de dissociagdo, a
fim de validar a auséncia de produtos ndo especificos e dimeros de primers. As amostras foram
aquecidas com incremento de 1°C por 30 segundos, partindo de 60°C até atingir 94°C.

O gene homologo a SigA detectado em L. delbrueckii UFV H2b20 foi escolhido como
gene de referéncia para normalizacdo dos resultados apos a verificagao de que a expressao do
mesmo nao foi significativamente afetada nas condigdes testadas.

Os dados de expressdo génica foram anotados como valores de Ct (cycle threshold). O
valor de Ct refere-se ao numero de ciclos de PCR no qual o sinal de fluorescéncia ¢ detectado e

estd acima do valor limiar da curva de amplificagdo (BUSTIN, 2000). Valores de Ct sdo

46



representativos do numero de copias de moléculas de RNA e serve como base para comparagao
entre amostras. O Ct ¢ especifico para cada amostra e ¢ inversamente proporcional a quantidade
inicial do alvo presente na reagao.

A eficiéncia da reagdo para cada par de primers foi determinada pela constru¢do de uma
curva padrdo para cada gene em que dilui¢des seriadas de DNA (0.1, 1, 2, 5, 10, 20, 50 e 100 ng
de DNA) foram plotadas contra seus respectivos valores de Ct. A inclinagdo da reta foi
calculada por regressao linear simples e posteriormente calculado o coeficiente de correlagdo de

Pearson. O valor de inclinacdo da reta foi empregado na formula E = 1( ¢!/inclinagdo dareta)

em que
E ¢ a eficiéncia da reagdo. A quantificacdo relativa foi baseada no método descrito por PFAFFL
(2001), que utiliza a seguinte férmula:

ACT alvo

Quantidade relativa = (E 41vo)

(E rof )ACT ref

Em que:
E .vo=eficiéncia da rea¢do de PCR dos genes alvos (Spx, pox, dps)
E .t = eficiéncia da reacdo de PCR do gene controle (homdlogo de SigA)

ACT = Ct controle — Ct amostra

Os resultados foram analisados utilizando-se o software REST © (Relative Expression
Software Tool), versio REST-MCS (PFAFFL et al, 2002), disponivel em

http://www.wzw.tum.de/gene-quantification que utiliza o modelo Pair Wise Fixed Reallocation

Randomisation Test para comparar a diferenga de expressdo entre os tratamentos. Este modelo
tem a vantagem de ndo assumir nenhum tipo de distribui¢ao e de se adequar a dados cuja
variancia pode ser grande, quando ndo € possivel a aplicacdo de testes paramétricos.

O software REST © foi desenvolvido com base em testes de permutagdo, que
consideram os resultados obtidos a partir de permutacdes aleatorias dos dados do experimento.
No presente trabalho foram consideradas 2000 permutacdes, o que € suficiente para obtengao de

boa estimativa do valor de p (erro-padrao da média ou EP<0,005 quando p=0,05).
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Primers

Sequéncia

Ldb1245F

Ldb1245R

SpxRTF

SpxRTR

DPSRTF

DPSRTR

POXRTF

POXRTR

5’-AGCCAAGAACCAGGAAAC-3’

5’-GTCAGGAACTCACCCATC-3’

5’-GAAGAAGGCACGGAAGAA-3’

5’-GGCGGTCATCCAAAATAAT-3’

5’-GAAGAAGGCACGGAAGAA-3’

5’-GGCGGTCATCCAAAATAAT-3’

5’- CTGGTAGTTTGGGTTGGT-3’

5’- CAAGCTCTTCTTAGCGTCT-3"

Tabela 9 — Primers utilizados nas reagdes de PCR em tempo real

A anadlise da expressao dos genes foi feita comparando-se o resultado obtido a partir das

as amostras controles e testes em relagdo ao TO.

Para o experimento em que peréxido de hidrogénio foi adicionado a cultura, a analise foi

feita comparando-se o resultado obtido para a condi¢do teste (adicdo de perdxido) em relagdo a

condi¢do controle (sem adicdo de perdxido) nos respectivos tempos analisados.

3.12. Avaliacdo da atividade da enzima piruvato oxidase em Lactobacillus delbrueckii UFV

H2b20

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi crescido em MRS contendo 2% e 0,2% de

glicose e também em MRS contendo 2% e 0,2% de galactose em condigdes de aerobiose (130

rpm) e anaerobiose.
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Amostras foram coletadas durante a fase de crescimento exponencial bem como durante
a fase estacionaria. As amostras foram centrifugadas, lavadas com tampao fosfato de potassio e
rompidas utilizando 0.1 mm silica beads (BioSpec, Inc., Bartlesville, OK) em um BeadBeater-8
(BioSpec, Inc.,Bartlesville, OK) por 40 segundos, seguido de intervalo de 1 minuto em banho
de gelo. Estes ciclos foram repetidos 4 vezes. As amostras foram entdo centrifugadas para
obtencdo do extrato livre de células e o0 método de Bradford foi utilizado para quantificacdo das
proteinas.

A determinagdo da atividade da enzima piruvato oxidase foi feita utilizando o método de
LORQUET et al. (2004).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao das Sequéncias e Analise Filogenética dos genes spx, dps e pox

4.1.1 Sequencia nucleotidica e organizacdo génica parcial do operon que codifica 0 gene
spx de L. delbrueckii UFV H2b20

A estratégia para a obten¢do da sequéncia do gene SpX e caracterizagdo do operon que
codifica este gene resultou em quatro fragmentos que apresentavam em alguns pontos
sobreposi¢do de sequéncias, os quais foram amplificados e seqiienciados. A partir da andlise das
sequéncias destes fragmentos, obteve-se uma sequéncia final de 2354 pares de base que possui
98% de identidade com as sequéncias de L. delbrueckii bulgaricus ATCC 11842 ¢ L.
delbrueckii bulgaricus ATCC BAA-365 (Figura 4).

A organizacdo génica na regido do gene spx também ¢ conservada na maioria das bactérias
gram-positivas de baixo conteudo G+C, em que Spx estd fortemente ligado ao gene mecA, o
qual codifica o regulador negativo de competéncia em B.subtilis. Estudos recentes mostram que
Spx afeta a atividade de MecA/ClpCP , uma indicagao de possivel relacionamento entre MecA
e Spx (NAKANO et al., 2001; NAKANO et al., 2002; ZUBER, 2004) .

A organizagdo génica do operon que codifica Spx em L. delbrueckii UFV H2b20 foi
determinada por seqiienciamento e estd representada na figura 5. A figura 5 apresenta também a
organizacdo desse operon em diferentes espécies de bactérias gram-positivas, de acordo com as
sequéncias disponiveis no banco de dados do NCBI. De acordo com os resultados de
seqiienciamento, a organizagdo génica desse operon em L. delbrueckii UFV H2b20 se
assemelha a de espécies como L. gasseri, L. acidophilus e L. johnsonii, bem como de outras
estirpes de L. delbrueckii, sendo o mesmo localizado entre os genes ptsl e mecA. Além da
presenca do gene MecA, conforme descrito anteriormente, observa-se que dentre algumas

espécies de Lactobacillus, os genes ptsH e ptsl encontram-se anteriores ao gene SpX.
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1 GCTGAATGGCGGAAGTTGAAGGACGAACCATCAGTAACTGCTGACGGCAAGCACTTCACG

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

Figura 4 — Sequéncia parcial do operon que codifica o gene spx e das proteinas correspondestes.
A sequéncia de aminoacidos das ORFs que codificam as proteinas Ptsl, Spx e MecA estdo
mostradas abaixo da sequéncia de nucleotideos. Os cddons de inicio e de parada estdo

destacados em negrito. Sitios de ligacdo aos ribossomos (RBS) putativos estdo destacados em

AAE WRK L KDEWP SV TADGIKHFT
ATCGCTGCCAACATCGGTACTCCAGACGACCTGGCTGGCGTTTTGGAAAACGGTGCTGAA
Il AA N1 G TPDIDULAGV L ENG A E
GCAGTCGGCTTGTTCAGAACTGAATTCTTGTACATGAACTCAAACGACTTCCCAACTGAA
AV 6 L FRTUEZFULYMNSNDUFPTE
GAAGACCAGTTTGAAGCCTACAAGAAGGTTCTGGAAGGCATGAACGGCAAGCAGGTTATC
E DQ F EAY KKV L EGMNGIK Q V I
ATCAGAACCATGGACATCGGTGGCGACAAGCACCTGTCCTACTGGGACCTGCCAGAAGAA
Il R T M DI 6 6 D K HUL S Y WD L P E E
ATGAACCCATTCCTGGGTATCCGGGCCGTTCGTCTGTCCTTGAAAAACAAGGAAATCTTC
M NP F L G I R AV RUL S L KNKE I F
CGCACCCAGCTGCGGGCCTTGCTGAGAGCATCAGCTTACGGCAAGCTGGGGATCATGCTC
R T Q L R ALLRASAYGIKLG 1T ML
CCAATGATCGGTACTTTGGACGAACTTCACCAAGCCAAGGCTGTTTTGGCTGAAGAAAAG
P M 1T G TLDEULWHIQAI KAV L A E E K
GACAAGCTGGTCAAGGAAGGCGTCAAGGTTGGCGACGACCTGCAAGTCGGCATGATGATC
b K L Vv K EGV KV G6GDDULQV G MMI
GAAGTTCCGGCAGCTGCCGTTCTGGCAGACCAATTTGCCAAGGAAGTCGACTTCTTCTCA
EVPAAAVLADIGQZFAIKEV D F F S
ATCGGGACCAACGACTTGATCCAATACACTATGGCTGCTGACCGGGGCAACGAAAACGTT

I ¢ T N DL I QY TMAADI R GNE NV

negrito e sublinhadas.
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Figura 4 (continuacao)

661 TCTTACCTCTACCAGCCATACAACCCGTCAGTTCTCCGCCTCATCAAGCACACGATCGAC

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

S YyLYy QP Y NP SV LRUL1T KHT 1D

TCAGCTCACGAAGCTGGTATCTGGTGCGGGATGTGTGGTGAAGCAGCTGGTGACTCAATC
S AAHEAGI WCGMZCGEAAGD S 1
ATGTTCCCAATCCTGCTTTCCATGGGCCTGGACGAATACTCAATGAGCGCAACTTCAATT
M F P 1 L L SMGLDEY S MS AT S I
CTGCGGATCAGAAACGAAATGAAGAAGCTCTCAACTGAAGAACTCGCTAGCCTGGCTGAC
L R 1 R NEMIKI KL STEETILASILAD
AAGGCAACCAAGGAATCATTGACCAACGAAGACAACATCGAACTGGTTAAGAACTTGATG
K AT K E S L T NEIDNIT1 EULV KNL M
GCTGACAAGTAAAGAGCAAATTAAAAGCGATTAGCGTGAGCTGACCGCTTTTTTGCTTGA

A D K -
TTAATTAAGAAATTTAAAAGAAAGCCAATTACCCCCTTCCTTTTTGTAAGTATCCATGCT
AAACTATATAGTAAGCAACGAATGTGTGTTCATGCAATCTCATTTTAAAGGAGCGTGGTA
ACAATGGTAGATTTATATGTTTCTCCAAGCTGCACCTCATGCCGCAAGGCAAAGCAATGG

M v DLY V S P S CTSI CRIKAIKQ W
CTTGAACAGCACAATATTCCCTACAAGGAAAGAAACATTATTTCAGATCCTTTGAACCGG

L EQ HN 1T P Y KEIRNIT 1 S DPL NR
GAAGAAATCATTCATGTTCTGAGAATGACTGAAGAAGGCACGGAAGAAATCGTGTCAACA

E E 1 1 HV L RMTEEGTEET V ST
CGGTCGAAGGCTTTCCAAGAGCTGAATATCGACCTGGACGACATTTCAATGAATGAACTG

R S K A F Q ELN1T DWLD DI SMNE L
ATCGATTTGATTGAAAAGAACCCAAGCCTGCTGAGACGGCCAATTATTTTGGATGACCGC

Il b L 1 E KNP S L L RRW®P 1T I L D DR
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Figura 4 (continuagdo)

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

CGGATGCAGGTTGGCTACAATGAAGATGAAATCCGCCGCTTCCTGCCGCGCAGCGTGCGC
R M Q@ v G Y NEDEI RRFULUPR S VR
CGGCTGGAAATAGCCCGGGCTAAGCGCCTGGCAGACCAGGATTTTTAATTTAAGAATAGA

R L E1 A RAKWRLADI QD F -
AAGTTGCAGGCGTTGGCTTCTAGAAGCTAACGCTTTTGCTTTGTTGGCTTTTTAGGTTAC
AATAACGGTACACATATAAGGAGGGATGAAGATGCGCGTTGAAAAGGTGAATGAGAACAC

M R V E KV N E N T
GCTCCGCGTAAGCATGACCCGGGAGGATCTGAACCAGCGGGGCTTGAAGATCTTGGACTT
L RV SMTREU DI LN QRGTULK 1 L DL
ACTCGGCAACCGGGAAAGAGTCCAGGAATTTTTCCTGTCAGTTCTCCGCGAAGTGGACGA
L G NRERV QEFFL SV L R E V D E
GGACAATGACTTTGCCAGCGATGCGCCGGTGACTTTCCAGGTCATGCCCAACGATGGCGG
b NDFASDAPVTFQVMPND G G
GATCGATCTCCTGATTACCAAGATGAACGCAGGTAGCGACCTGCCGGAAGAAATGCGGCG
I DL L1 T KMNASG SUDU LUWPEEMTRR
CTTCTTTGATCCTGAAGCCAATGGGGTCGGAGACGATATGGCGGAAGCGGTTGAGGAAGA
F F DPEANGVGDIDMATEA AV E E D
TGACTGGGCCTTTTCCGACTTGAACCCGGCTGATGACGCTAACACTGAGATGGACCCGGT
b WAFSDULNWPADUDANTEMTD P V
GATCATGCAGGACCTGGGCAACACCGATGATGAAGACTACGAGGACTACTGGAGTTACCA

I ¥Mm Q bL GNTIDDET DYEDY WS Y Q

GGAGACCCATGTTTTAGTCTTTGACGATATCGATGACCTCCTGGCTTTGGCTGACAGCCT
E T HV L V FDD1I1 DDULL AL ADS L
CAAGGTCAGTGACCTGGCGTCCAGCGTCTACTACTACAAGCAGCAGTTTTATCTCAAGCT
K vsSDULASSVY Y Y K QQ F Y L K L

GGCTTTTATGGACGAGAATTACGCGGAAATCAAGCCAGCTGATGCCTGGGCGATCGCCAA
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AFMDTENY AETII KTPADAMWATIAN
2281 TGAATTTGGCCGCCAGGTGTCCGCTGACGAATTCCAGCAGGCCCAAGCCCACGGCCAGTG

EFGROQVSADTETFOQQAQOQAUHTGEGT QGC
2341 CCTCTTCCAGCA

L F P A
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L. delbrueckii UFV H2b20

2354 bp

L. delbrueckii ATCC 11842 and BAA-365; L. gasseri; L.johnsonii, L. acidophilus

L.reuteri, L.plantarum, L.monocytogenes, L.innocua, E.faecalis

B.subtilis

Figura 5 — Organizagdo génica do operon que codifica o gene spx em L.delbrueckii UFV H2b20

e em outras bactérias gram-positivas de baixo conteudo G+C.
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4.1.2 Caracterizagdo dos dominios conservados da proteina Spx de L. delbrueckii UFV
H2b20

Com base na sequéncia de nucleotideos obteve-se a possivel sequéncia de aminoacidos
da proteina Spx, a qual foi alinhada com homologos de Spx presentes em outras bactérias
Gram-positivas (Figura 6).

Os resultados do alinhamento mostram que a proteina Spx apresenta alguns dominios
que sdo muito conservados entre as bactérias Gram-positivas.

Em Bacillus subtilis, Spx é uma proteina monomérica de aproximadamente 15 KDa que
pertence a familia das proteinas arsenato redutases (ArsC). Membros da familia arsenato
redutase contém um residuo de cisteina conservado que interage com o arsenato. Ortdlogos de
Spx podem ser encontrados na maioria das bactérias Gram-positivas de baixo conteido G+C,
como Staphylococcus, Listeria, Enterococcus, Lactococcus e Streptococcus, possivelmente por
estar envolvida com a resposta ao estresse oxidativo. (ZUBER, 2004).

Em bactérias gram-positivas, Spx e seus homodlogos possuem um dominio conservado
Cys-XX-Cys, que se apresenta no estado sulfidril na presen¢a de condigdes redutoras. Este
dominio se assemelha aos dominios ativos encontrados em oxidoredutases e ¢ o alvo para
ativacdo da proteina Spx (NAKANO et al., 2003). A proteina Spx ativa a transcri¢ao de trxA e
trxB in vitro apenas sobre condi¢des oxidantes, € a0 mesmo tempo a ativagdo transcricional por
Spx requer a formagdo de uma ponte dissulfeto intramolecular dentro do dominio Cys-XX-Cys.
Assim, o estado de oxidagdo destas cisteinas age como um sensor em condigdes de estresse
oxidativo (NAKANO et al., 2005).

Nesse trabalho, a proteina Spx de L. delbrueckii UFV H2b20 foi comparada a de B.
subtilis, uma vez que a fungdo e estrutura dessa proteina foram profundamente caracterizadas
nessa bactéria. O alinhamento dos residuos de aminoacidos da proteina Spx de B. subtilis e seu
homoldlogo em L. delbrueckii UFV H2b20 resultou na conclusdo de que a proteina de L.
delbrueckii UFV H2b20 apresenta 60% de identidade e 80% de similaridade com a proteina de
B. subtilis. Além disso, o dominio de ativagdo Cys10-XX-Cys13 desta ¢ idéntico ao encontrado
em B.subtilis (Figura 7). Além do dominio de ligagdo, outro dominio importante é o dominio de
interacdo com a por¢cado aCTD da RNA polimerase. A substituigdo da glicina presente na
posicdo 52 por uma arginina resultou na perda da capacidade de ativagdo ou repressdo da
transcricdo por Spx, sendo que a perda desta fun¢do ocorreu em razdo do rompimento da

interagdo direta entre Spx ¢ o dominio aCTD da RNA polimerase (NEWBERRY et al., 2005).
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A regido caracterizada por NEWBERRY et al. (2005) como indispensavel para interacao de Spx
com o dominio aCTD também foi encontrado em L. delbrueckii UFV H2b20, como por

exemplo a presenca da glicina na posi¢ao 52 (Figura 7).
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Figura 6 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina Spx de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 com homoélogos encontrados em outras bactérias Gram-positivas
() substituigdes conservadas — aminoacidos com
propriedades quimicas semelhantes e (.) substituicdes semi-conservadas — aminoacidos com
conformag¢do semelhantes.

(Clustal W2). (*) residuos idénticos,

MVDLYVSPSCTSCRKAKQWLEQHNIPYKERN I 1SDPLNREE I IHVLRMTE
MVDLYVSPSCTSCRKAKQWLEQHNIPYKERN I ISDPLNREE I IHVLRMTE
MVDLYVSPSCTSCRKAKQWLEQHNIPYKERN I 1SDPLNREE I IHVLRMTE
VLNLYTSPSCTSCRKAKAWLKEHD I SFKERN IFANPLNKEE IMQVLRMTE
VLNLYTSPSCTSCRKAKAWLKEHD I SFKERN I FANPLNKEE IMQVLRMTE
MVDLYVSPSCTSCRKARAWLEKHNIPFKERNIFSEPLTKEELLKILRMTE
MVTLYTSPSCTSCRKARAWLEEHD IPYKERNIFSEPLSLDEIKEILRMTE
MVTLYTSPSCTSCRKARAWLEEHD IPYKERNIFSEPLSLDEIKEILRMTE
MVTLYTSPSCTSCRKARAWLEEHEIPFVERNIFSEPLSIDEIKQILRMTE
MLTLYTSPSCTSCRKARAWLQEHE IPFKERNIFSEPLNIEELKAILIMTE
MVTLYTSPSCTSCRKARAWLKEHD IAFKERNIFSEPLSLNEIKNILRMTE
MVILYTAPSCTSCRKAKAWLQTHD IDFQEHNLFTEPLSIEKIKQILQLTE
MITLFLSPSCTSCRKAKAWLEKHKVPFVEHNIMTSPLTRKELQHILSLTE

- = *- =*kkkhkkkikkhkx - Xk * - = Ke=ka--- Kk -- =% =%%

EGTEEIVSTRSKAFQELNIDLDDISMNEL IDL IEKNPSLLRRP11LDDRR
EGTEEIVSTRSKAFQELNIDLDDISMNELIDLIEKNPSLLRRPI11LDDRR
EGTEEIVSTRSKAFQELNIDLDDISMNEL IDL IEKNPSLLRRP11LDDRR
NGTEEIISTRSRTFQNLKINLDDLSIDQLIDLVEKNPSLLRRP 1 IMDDRR
NGTEEIISTRSRTFQNLKINLDDY---QL IDLVEKNPSLLRRP 1 IMDDRR
NGTEEIISTRSRAFQQLKINLDDLSIDQLLDLVEKNPSLLRRP1IMDDRR
DGTDEI ISTRSKTFQKLNVDLDSLPLQQLFEL IQKNPGLLRRP111DEKR
DGTDEIISTRSKTFQKLNVDLDSLPLQQLFEL IQKNPGLLRRP 11 IDEKR
DGTDEI ISTRSKVFQKLNVNVESMPLQDLYRL INEHPGLLRRP 11 IDEKR
DGTEEI 1STRSKVFQKLNMDLDELPLQDLLELVQENPGLLRRP IMIDEKR
DGTED I 1SKRSKAYQKLSVDLNDLSMKALFKL ISKNPGLLRRP 11 IDDKR
SGTEEI1STRSKAFQQLNVD INDLSLNELFDMITHDPSLLRRP IMLDEKR
NGTDDIISTRSKIFQKLNIDVESISVSELLHLIEQYPSLLRRPIIIDAKR

**--* * **- -* * == - * ******--* -

MQVGYNEDE IRRFLPRSVRRLEIARAKRLADQDF--- 134
MQVGYNEDE IRRFLPRSVRRLEIARAKRLADQDF--- 134
MQVGYNEDE IRRFLPHSVRRLEIARAKRLADQYF--- 134

LQVGYNEDE IRRFLPRKVRRLELEEIQAMTADL---- 133
LQVGYNEDE IRRFLPRKVRRLELEE IQAMTADF---- 130
LQVGYNEDE IRRFLPRKVRRLELAEAQKI-ADL---- 132
LQVGYNEDEIRRFLPRRVRTYQLREAQKMVN—-—--—- 131
LQVGYNEDE IRRFLPRRVRTYQLREAQKMVN--—-—--— 131
LQVGYNEDE IRRFLPRKVRSFQLREAQRLAN-—---- 131
LQVGFNEDE IRRFLPRDVRQLELRQAQLMAGL----- 132
LQVGYNEDE IRRFLPRKVRELELVEAQEKANMI---- 133
LQVGYNEDE IRRFLPRKIRTLELLRAQQLANM----- 132

-* * ****** ** -

MQIGFNEDEIRAFLPRSYRKQELKEARMRAGIS———— 133
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DGTDEIISTRSK’FQK NVESMPLQDEY R INEHZCHEN FIIBEKY 100
*

mxkk-Fkk-Kkkk*k Fhk-Fxk-=-=-=- = --=--% *khk== =k FAhkAkIxkkhk-%)k--%
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Figura 7 — Alinhamento dos residuos de aminoacidos da proteina Spx de Bacillus subtilis com
seu homologo encontrado em L.delbrueckii UFV H2b20 (ClustalW2) . (*) residuos idénticos,
(:) substitui¢des conservadas — aminoacidos com propriedades quimicas semelhantes e (.)
substituigoes semi-conservadas — aminoacidos com conformagao semelhantes.
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4.1.3. Relacionamento Filogenético de Spx de L. delbrueckii UFV H2b20 com homologos de

outras bactérias gram-positivas.

Arvores filogenéticas foram reconstruidas com base na sequéncia do gene spx de L.
delbrueckii UFV H2b20 e de outras bactérias Gram-positivas, bem como na sequéncia de
aminoacidos da proteina Spx (Figuras 8, 9, 10 e 11). Independentemente do método utilizado,
todas as arvores reconstruidas apresentam a sequéncia correspondente a L. delbrueckii UFV
H2b20 agrupada junto as sequéncias de L. delbrueckii ATCC 11842 e L. debrueckii ATCC
BAA-365.
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98 || L.delbrueckiiATCC11842
95 ‘ L.delbrueckiiATCCBAA365
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96 L L johnsonii
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S.pyogenes
98 S.pneumoniae
—
0.5

Figura 8 - Arvore filogenética reconstruida com homologos do gene spx pelo método de

Neighborg-Joining utilizando o programa MEGA 4.

60| L.delbrueckiilUFVH2b20
99 | | delbrueckiATCC11842

94 ‘ L.delbrueckiiATCCBAA365

L.acidophilus
83 I L.gasseri
96 L _johnsonii
B.subtilis
S.pyogenes
98 S.pneumoniae
A
0.5

Figura 9 - Arvore filogenética reconstruida com base na sequéncia de aminoacidos da proteina

Spx pelo método de Neighbor-Joining utilizando o programa MEGAA4.
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Figura 10 - Arvore filogenética reconstruida com homoélogos do gene spx pelo método de

Maxima Parcimoénia utilizando o programa MEGA 4.
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—

20

Figura 11 - Arvore filogenética reconstruida com base na sequéncia de aminoacidos da proteina

Spx pelo método de Maxima Parcimonia utilizando o programa MEGA4.
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4.1.4. Sequéncia do gene dps de L. delbrueckii UFV H2b20

A estratégia para amplificar e obter a sequéncia do gene dps de L. delbrueckii UFV
H2b20 foi semelhante a utilizada para amplificacdo do gene spX. Os varios fragmentos obtidos
por PCR foram seqiienciados e analisados. A partir da andlise das sequéncias destes fragmentos,
obteve-se uma sequéncia final de 546 pares de base com 98% de identidade com as sequéncias
do gene dps de L. plantarum, L. rhamnosus e L. sakei (Figura 12). Este gene esta ausente no
genoma das linhagens de L. delbrueckii ATCCBAA-365 ¢ L. delbrueckii ATCC 11842,
bactérias amplamente utilizadas na induastria de alimentos, mas que nao apresentam
caracteristicas de probiose.

A fim de se caracterizar a sequéncia promotora do gene dps, a técnica de PCR inversa
foi utilizada, com a qual se obteve um fragmento de aproximadamente 1000 pares de base. O
fragmento gerado foi seqiienciado e a partir da analise da sequéncia obtida foi possivel
determinar a presenga de 784 pares de base anteriores ao gene dps.

A andlise desta sequéncia pelo programa tBLASTn detectou identidade de
aproximadamente 80 a 90% com sequéncias de varios plasmideos presentes em L. plantarum e
L. curvatus. Quando esta sequéncia foi comparada com a regido promotora do gene dps de L.
plantarum, apenas os 35 pares de base proximos ao gene apresentaram alguma identidade.
Além disso, a mesma parece nao codificar nenhuma proteina conhecida (Figura 12).

Foram encontradas nessa regido 2 sequéncias tipicas de promotores de Lactobacillus
com sequéncias analogas as regides -35 (TTGACA) e -10 (TATAAT), ambas separadas por 18
nucleotideos contendo o motivo TG antes do hexamero -10. A presenga do motivo TG parece
ser de considerdvel importancia em bactérias gram-positivas, onde a introdugdo ou dele¢dao do
motivo pode influenciar substancialmente a atividade do promotor (VOSKUIL &
CHAMBLISS, 1998; McCRAKEN & TIMMS, 1999).

Um sitio de ligacdo de ribossomos (RBS) (AAGGAGAT) foi encontrado proximo da
regido de inicio da traducdo. Uma sequéncia semelhante (AAGGAGAA) foi encontrada por
SCHICK et al. (1999) na regido promotora do gene pepQ de Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, o qual codifica uma peptidase.

Assim, como resultado dos métodos empregados, obteve-se uma sequéncia final de 1310

pares de bares.
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O género Lactobacillus ¢ subdividido em 3 grupos de acordo com caracteristicas
fermentativas, sendo que L. plantarum, L. rhamnosus e L. sakei ndo pertencem ao mesmo grupo
de L. delbrueckii, que é homofermentativo. Filogeneticamente, os géneros Lactobacillus e
Pediococccus formam um supercluster dentro das bactérias lacticas que pode ser subdividido
em dois subclusters. Estes, por sua vez, ndo se correlacionam com a subdivisdo fisiologica do
género Lactobacillus descrita anteriormente. Entretanto, também baseado nesta divisdo, L.
delbrueckii apresenta-se em um grupo diferente ¢ pouco relacionado com L. plantarum,
L.rhamnosus ¢ L. sakei (SALMINEN et al., 2004).

Com base nos resultados ja descritos, infere-se que o gene dps presente em L.
delbrueckii UFV H2b20 tenha sido adquirido por transferéncia horizontal de genes.

A massiva transferéncia horizontal de genes (THG) ¢ um dos mecanismos
evolucionarios mais estudados (OCHMAN, 2001). Trés marcantes descobertas, baseadas na
analise de genomas completos, contribuiram para aumentar o interesse sobre o papel da THG na
evolugdo de procariotos. Primeiro, a THG ¢ geralmente considerada como rampa entre
genomas, pelo menos na escala bioldgica de tempo. Segundo, nem todos os genes sao
igualmente transferidos horizontalmente, os genes informacionais de transcri¢do, traducdo e
processos relacionados sdo raramente transferidos, ao passo que genes operacionais, 0S
envolvidos em biossintese de aminodcidos e varios outros processos operacionais sao
facilmente transferidos. Terceiro, fatores bioldgicos e fisicos parecem alterar a THG, eles
incluem forgas intracelulares estruturais entre proteinas - a hipotese da complexidade, interagdes
entre organismos € as com o meio fisico (NOVICHKOV, 2004).

Estd claramente demonstrado que a THG ¢ talvez o principal responsavel pela
diversidade genética entre procariotos, sendo que esta ocorre preferencialmente entre
organismos que tém fatores ambientais e gendmicos em comum, fendmeno denominado

associagao positiva (JAIN et al., 2003).
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Figura 12 — Sequéncia do gene dps de L. delbrueckii UFV H2b20, de sua respectiva regido
promotora e da proteina correspondente. A sequéncia de aminoacidos da ORF que codifica a
proteina Dps estd mostrada abaixo da sequéncia de nucleotideos. Os codons de inicio e de
parada estdo destacados em negrito. Sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS) putativo e as
sequéncias promotoras putativas estdo destacadas em negrito e sublinhadas. Em cinza estdo
destacados os motivos TG, anteriores a regido -10, os quais parecem ser de consideravel

CCGGTTGGTCTTTAAGCCACAGCTTAAAGCGCTTGATACAGCTTTTATAGGTCTTAGCCG

TGTTCGGCATGTCTTCAAGATACAGTAAAAAGCTATCAAGGGTTGCCCCGTCTAAGGTTT

GGGCAAGCGTGATGTCATTGGTCATTTTTGCATCCCTCTTAACTATGATTACTAATCATA

TAATCATATATTGACTCTTTACAGCTATTATAGCACCTTTTCCGCCTATGTGTTATATGG

AATTAGAACTTTTTTCAATTAGTTCGGGATCTGCTCCCCCTGATTTTCAAATTTCTATCC
CACACGAATAAAACCATAGGCACTGCCAAACCCGCAAGCTGTGTCAGCTTGACCCCATAA
ATGAGCGGGAGCTCCCGCTCAAACTCACCCCGCACTCGCCGTGAGGCAGGCAAAAAAAGC
AGGTGTGCTTTTCTTTACATGCGCAAAAGTGTCTTGGCCTAGTGAGTCCATCAACTCCTT
AAAAGCCGTTCTACGTCAGATTTACCGTTAGACGGACAGTAAAATTATACGGTTAACAGC
TAAAATGGCTTAGAGAGCAAATTAGGGGCATTTAAAGCCAATAAAGTCCAGTCGCCAACT
CTTTCGGACTTTATTGGCTTTGAAGATTCCAACTGACGCAAGTCAGTTTTGTTTGAGCAA

-35 -10
AGCGAAATCTGATACAGGTTTTAATGGGTTTAGAACAGCGTAATCTTTGATGACGTATAA

-35 -10 RBS
GTGCGCCTTGGCATTTTCTTCGGTTTTGAGTTATAATAACCATATCAAAAGGAGATCAA

TCTAATGAAATATACGAAAACCAAAGCAGTATTAAATCAACTCGTTGCCGATTTGAGCCA

M K'Y T K TIKAV L NOQLV A DL S Q
GATGTCAATGATTATTCATCAGACGCATTGGTACATGCGTGGACCCAACTTTTTGAAGTT

M s M I I' HQTHWYMRGPNF L KL

importancia para atividade de promotores em bactérias gram-positivas.

Figura 12 (continuacao)

65



901

961

1001

1061

1121

1181

1241
1301

GCACCCCTTGATGGATAAGTTCATGGAAGAAATTGATAGCCAACTCGATGTCATTTCTGA
H P LMD KFMETETIT1T DS QL DV I S E

ACGGCTGATTGCGCTTGATGGCAATCCTTACTCGACCTTAAAAGAAATGGCCGAAAACAC
R LI AL DGNWPY S TULIKIEWMATENT

TAAGATTCAAGACTGGCCTGGTGAATGGGACAAAACAACCCCAGAACGCCTCGCACACTT
K 1 Q bw&PGEWDI KTTPEIR L A H L

AGTTGATGGCTATCGTTACTTGGAAGACCTTTACCAACACGGCATTGAAGTATCCGATGT
v D 6Y RY L EDULY QHG 11 E V S DV

TGAAAAAGACTTCAGTACCCAAGATATTTTCATTGGTCTCAAAACCGCAATTGAGAAGAA
E K D F S TQ D1 F 1 G L K TATI E K K

AATCTGGATGATTCAGGCAGAGCTTGGGTCGGCGCCGGAAATTGATGAATAAAATAATAT
I wm™mMi1 Q AEL GS APE 1 D E -
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4.1.5. Caracterizacdo da proteina Dps de L. delbrueckii UFV H2B20

Com base na sequéncia do gene dps obteve-se a possivel sequéncia de aminoacidos da
proteina Dps, a qual foi alinhada com homologos de Dps presentes em outras bactérias gram-
positivas (Figura 13).

Ao contrario do observado para a proteina Spx (Figura 4), Dps apresenta poucos residuos
idénticos entre as bactérias gram-positivas analisadas, com a ocorréncia de varias substituicoes
conservativas e semi-conservativas (Figura 13).

A proteina Dps de L. delbrueckii apresentou 98% de identidade e 100% de similaridade com
as proteinas de L. plantarum, L. sakei e L. rhamnosus (Figura 13 e Figura 14).

Uma caracteristica importante da proteina Dps ¢ a capacidade da mesma em acumular
atomos de ferro. Proteinas Dps sdo formadas por apenas 12 subunidades, sendo capazes de se
ligarem a aproximadamente 500 atomos de ferro (BOZZI et al., 1997; PAPINUTTO et al.,
2002).

O ferro ¢ incorporado na cavidade central da proteina Dps pela oxidagdo de Fe," a Fe;™ pelo
dominio ferroxidase encontrado entre as subunidades da proteina (ILARI et al., 2000, SMITH,
2004).

Assim, a proteina Dps possui 3 dominios importantes, a interface de dimerizagdo, o centro
ferroxidase e o poro i6nico.Todos os dominios importantes para atividade desta proteina foram

detectados na sequéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 (Figura 15).
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L.gasseri MAYPKTKKIMNE IVADLTQTHMVVHQHHWYMLGRGFLKLHPYLDDVMDEL 50
L.johnsonii MAYPKTKKIMNE IVADLTQTHMVVHQHHWYMLGRGFLKLHPYLDGVMEEL 50
L.helveticus MQYQKTKE I LNQAVADLSQLQMVVRQQHWYMRGPEFLNLHPYLDDVMSEL 50
L.rhamnosus MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSMI IHQTHWYMRGPNFLKLHPLMDEFMEEI 50
L.plantarum MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSMI IHQTHWYMRGPNFLKLHPLMDEFMEEI 50
L.delbruecki iUFVH2b20 MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSMI IHQTHWYMRGPNFLKLHPLMDKFMEEI 50
L.reuteri MKYQETKETLNQLVADLSQMAMI IHQTHWYMRGTNFLKLHPLMDQFMDEI 50
L.Ffermentum MKYEKTKEVLNQLVADLSQLVMVVHQTHWYMRGENFLKLHPLMDDWMDDL 50
E.faecalis MKFEKTKE I LNQLVADLSQFSVVIHQTHWYMRGPEFLTLHPQMDEYMDQI 50
L.lactis MSNEHTQEVLNQTVADLSKGSALVHQIHWYLRGPGFLYLHPKMDELKDQL 50
*- -*- ****-: :- -k *** * **k Kkk :* oo
L.gasseri AEQQDGVAERLIEINGSPISTYEEVLEETNVPDQVGSWDLSMEERFQLIV 100
L.johnsonii AEQQDGVAERLIAINGNPISTYEEVLEETNVPDQIGSWDLSIEERFQLIT 100
L.helveticus NDQRDL IAERLITIDGSPYSSLAEMVDHST IEAHPGKWGTPTTERFATIV 100
L.rhamnosus DSQLDVISERLIALDGSPYSTLKEMAENTK IQDWPGEWDKTTPERLAHLY 100
L.plantarum DSQLDVISERLIALDGSPYSTLKEMAENTK IQDWPGEWDKTTPERLAHLY 100
L.delbrueckiiUFVH2b20 DSQLDVISERLIALDGNPYSTLKEMAENTK IQDWPGEWDKTTPERLAHLY 100
L.reuteri NDQLDV ISERLLTLDGEPYSTLKEIATHTKIKDWPGNFDKTTPERLAHLY 100
L.Ffermentum NDQLDEISERLIALDGSPYSTLKEMAEHTK IPDEPGNWNKSTPERFEVLA 100
E.faecalis NEQLDVVSERLITLDGSPFSTLREFAENTKIEDE IGNWDRTIPERMEKLY 100
L. lactis DEHLDEFAERLITIGGSPVSTLAEFDKNSKIEMTPAAWGKSNSERVKELI 100
_:*_-***- -*** . ot _ -
L.gasseri NAYKQLRDDYERGIKISEDEGDNSTNDLLIAYHTAVEKR IWMMSAELGKR 150
L.johnsonii NAYKQLRDDYERGIKISEGEGDDSTNDLLISYHTAIEKRIWMMSAELGQR 150
L.helveticus DGYHHLAHLYEKG IKAADEEGDYSSSDILTTCHNDLEKR IWMMAAEINQA 150
L.rhamnosus DGYRYLEDLYQHGIEVSDVEKDFSTQDIFIGLKTAIEKKIWMIQAELGSA 150
L.plantarum DGYRYLEDLYQHGIEVSDVEKDFSTQDIFIGLKTAIEKKIWMIQAELGSA 150
L.delbruecki iUFVH2b20 DGYRYLEDLYQHGIEVSDVEKDFSTQDIFIGLKTAIEKKIWMIQAELGSA 150
L.reuteri AGYRYLEDLYQHGIEVTDIEKDYSTQDIFIGFKTAIEKKIWMLQAELDQA 150
L.fermentum KDYRYLADLYQHGIE ISDDEKDFSTQDIFIGFKTATEKRLWMIQAELGKA 150
E.faecalis AGYRYLADLYAKGIEVSGEEGDDCTQDIFIANKTDIEKN IWMLQAKLGKA 150
L.lactis VAYKYLTQLFKDGIKIAGDDGDDVTVDLFTTALGDIEKTLWMIEAEVG—— 148
*- * . : ** : - : *-: *x -** *-:-

L.gasseri PGEGE 155

L_johnsonii PGEGE 155

L.helveticus PNIDE 155

L.rhamnosus PEIDE 155

L.plantarum PEIDE 155

L.delbrueckiiUFVH2b20 PEIDE 155

L.reuteri PEIDN 155

L.fermentum PERDL 155

E.faecalis PGIDA 155

L.lactis

Figura 13 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina Dps de L. delbrueckii UFV
H2b20 com homologos encontrados em outras bactérias Gram-positivas (ClustalW2). (*)
residuos idénticos, (:) substituicdes conservadas — aminodcidos com propriedades quimicas
semelhantes e (.) substitui¢des semi-conservadas — aminoacidos com conformac¢do semelhantes.
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L.delbrueckii MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSMI THQTHWYMRGPNFLKLHPLMDKFMEEIDSQLDVISER 60

L.plantarum MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSMI THQTHWYMRGPNFLKLHPLMDEFMEE IDSQLDVISER 60
******************************************** xxxxxxxx

L.delbrueckii LIALDGNPYSTLKEMAENTK IQDWPGEWDKTTPERLAHLVDGYRYLEDLYQHGIEVSDVE 120

L.plantarum LIALDGSPYSTLKEMAENTK IQDWPGEWDKTTPERLAHLVDGYRYLEDLYQHGIEVSDVE 120

L.delbrueckii KDFSTQDIFIGLKTAIEKKIWMIQAELGSAPEIDE 155

L.plantarum KDFSTQDIFIGLKTAIEKKIWMIQAELGSAPEIDE 155

R R = s

Figura 14 — Alinhamento dos residuos de aminoacidos da proteina Dps de L. delbrueckii UFV
H2b20 com seu homoélogo encontrado em L .plantarum WCFS1 (ClustalW2). (*) residuos
idénticos, (:) substitui¢des conservadas — aminodcidos com propriedades quimicas semelhantes
e (.) substitui¢des semi-conservadas — aminoacidos com conformacao semelhantes.

L.delbrueckii MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSM I IHQTHWYMRGPNFLKLHPLMDKFMEEL 50
L.plantarum MKYTKTKAVLNQLVADLSQMSM I IHQTHWYMRGPNFLKLHPLMDEFMEEL 50
L.lactissubsp.cremoris MSNEHTQEVLNQTVADLSKGSALVHQIHWYLRGPGFLYLHPKMDELKDQL 50
-*- *hkk *****- * - ** *** *** ** KAk **-: o
L.delbrueckii DSQLDVISERL IALDGNPYSTLKEMAENTK 1 QDWPGEWDKTTPERLAHLY 100
L.plantarum DSQLDV ISERL IALDGSPYSTLKEMAENTK 1QDWPGEWDKTTPERLAHLY 100
L.lactissubsp.cremoris DEHLDEFAERL I TI1GGSPVSTLAEFDKNSK I EMTPAAWGKSNSERVKELT 100
*_:** ::****::_*_* E *: :*:**: *_ *-*:_-**: _*:
L.delbrueckii DGYRYLEDLYQHG I[EVSDVEKDREINOPIIAIEL KTAIEKK IWMIQAELGSA 150
L.plantarum DGYRYLEDLYQHGIEVSDVEKDFSTQD IFIGLKTAIEKKIWMIQAELGSA 150
L.lactissubsp.cremoris VAYKYLTQLFKDGIK1AGDDGDDVTVDLFTTALGD IEKTLWMIEAEVG-- 148
*** -*-- **-::_ _* *** *** *** ***
L_delbrueckii PEIDE 155
L.plantarum PEIDE 155

L.lactissubsp.cremoris =  --—-——-

Figura 15 — Alinhamento dos residuos de aminoacidos da proteina Dps de L. delbrueckii UFV
H2b20 com homologos encontrados em L .plantarum WCFSI1 e L. lactis subsp. cremosis
(ClustalW2). (*) residuos idénticos, (:) substitui¢des conservadas — aminoacidos com
propriedades quimicas semelhantes e (.) substituigdes semi-conservadas — aminodcidos com
conformac¢ado semelhantes. Residuos marcados em cinza: interface de dimerizacao; sublinhados:
centro ferroxidase; destacados em preto: poro idnico.
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4.1.6. Relacionamento Filogenético de Dps de L. delbrueckii UFV H2b20 com homologos
de outras bactérias gram-positivas.

Arvores filogenéticas foram reconstruidas com base na sequéncia do gene dps de L.
delbrueckii UFV H2b20 e de outras bactérias gram-positivas, bem como na sequéncia de
aminodacidos da proteina Dps (Figuras 16, 17, 18 e 19). Independente do método utilizado, todas
as arvores construidas apresentam a sequéncia correspondente a L. delbrueckii UFV H2b20
agrupada junto as sequéncias de L. plantarum, L. rhamnosus e L. sakei, sendo S. mutans um
ancestral comum a estes. L. reuteri, outra bactéria probidtica, também foi agrupada no mesmo
clado que L. delbrueckii UFV H2b20.

A proteina Dpr de S. mutans, um homologo de Dps, foi amplamente caracterizada e ¢
indispensavel a sobrevivéncia deste em condi¢des de aerobiose e para persisténcia na cavidade
bucal (HIGUCHI et al., 2000). Podemos sugerir, portanto, que a aquisi¢do do gene dps por L.
delbrueckii UFV H2b20 lhe confere uma vantagem adaptativa para sobrevivéncia durante a
passagem pelo trato gastrointestinal, estando assim, possivelmente relacionado a sua capacidade

probiodtica.

70



701 L.sakei
46 |.rhamnosus

85 L | delbrueckii UFVH2b20
97

L.plantarum

99

L.reuteri

S.mutans

B.subtilis

— L.monocytogenes

89 L L.innocua

0.2

Figura 16 - Arvore filogenética reconstruida com homélogos do gene dps pelo método de

Neighborg-Joining utilizando o programa MEGA 4.

69| L.rhamnosus
Sl L.plantarum
% L L.delbrueckii UFVH2b20

100 .
L.sakei

100 .
‘ —— L.reuteri

S.mutans

L B.subtilis

[ L.monocytogenes

100 L L.innocua

—
0.1

Figura 17- Arvore filogenética reconstruida com base na sequéncia de aminoéacidos da proteina

Dps pelo método de Neighbor-Joining utilizando o programa MEGAA4.
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68 r L.sakei

50 [L L.rhamnosus

100 L.plantarum
100 L.delbrueckii UFVH2b20
L.reuteri
L.monocytogenes
100 — L.innocua
S.mutans
68 S.suis
i a—
20

Figura 18 - Arvore filogenética reconstruida com homélogos do gene dps pelo método de

Maxima Parcimonia utilizando o programa MEGA 4.

L.rhamnosus

og | L.plantarum

9 tL.sakei
L.delbrueckii UFVH2b20

L.reuteri

S.mutans

72 S.suis

r L.monocytogenes

100 L L.innocua

—
10

Figura 19 - Arvore filogenética reconstruida com base na sequéncia de aminoéacidos da proteina

Dps pelo método de Maxima Parcimonia utilizando o programa MEGA 4.
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4.1.7. Caracterizacdo parcial do gene pox que codifica a enzima piruvato oxidase de L.
delbrueckii UFV H2b20

Uma estratégia semelhante a utilizada para amplificacdo do gene spx foi empregada para
deteccdo e obtengdo da sequéncia parcial do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20. Alguns
fragmentos foram gerados por reacdo de PCR, seqiienciados e analisados. A partir da andlise
das sequéncias destes fragmentos, obteve-se uma sequéncia final de 1327 pares de base que
possui 98% de identidade com as sequéncias dos genes pox de L. delbrueckii ATCC 11842 e L.
delbrueckii ATCC BAA-365 (Figura 20).
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1 GGCATTGACCACCTCTACGGTTTCCCAGGTGGTTCTTTTGACTCAACCATGAACGCGATC

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

Figura 20 — Sequéncia parcial do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20 e da proteina
correspondente. A sequéncia de aminoacidos da ORF que codifica a proteina Pox estd mostrada

G 1 bHLY GFUPGGSFDSTMNAI
TACGAAATGCAAGACAAGATCAAGTTCATCGAAGTTCGTCACGAAGAAGCCGCATCCTTG
Y EM Q D K 1 K F I E VR HEEAAS L
GCTGCCTCAGCAGAATACAAGCTGACTGGCAAGCTTGGTGTCTGCATGGGTTCAGCTGGC
AAAAS ANEY KL TG KL GGV CMGCG S A G
CCTGGTGCCATCCACTTGATGAACGGCTTGTATGACGCTAAGTACGACAAGACCCCAATG
P G A1 HLMNGILYDAIKYDIKTPM
GTTGCCCTGGTAGCCAATGTTCCAACTCCTCGTCAAGACATCAACTTCTTCCAAGCCTTT
vV ALV ANV PT®PIRQD I NFF Q A F
GACGAAACGCCATGGTTCCGTGACGTTGCCGTTTGGGTCCACCAAGCCAAGACCAAGGAA

b ETPWFRDVAV WV HOQAIKT K E

GCTTTGCCAGTTTTGATGGACACTGCTATCCGTCAAGCATACGCAAAGAAGGGTCCAGCT
AAL PV L MDTATIRQAYAIKIKGP A
GTTTTGGTAATTCCTAAGGACTTCGGTTGGCAAGAAATCGAAGACAACTACCGCGTTTCC
v L v1 P KDZFGWOQET EDNY R V S
GCAAGCAACCACGTTGCTGACAACTACGCTGCTCCAACTGCTGAATCAATTGAAGCCGCA
AAS NHV ADNYAAPTA AES 1 E A A
ACTAAGTTGATCAAGGAAGCTAAGAACCCAGTTGTTTACTTCGGTTTGGGTGCTTCAGGC
T K L I K EAKNWPV VY F GL G ASG
GCTGCCGAAGAATTGAAGGAATTTGCTGACAAGTTCAAGATGCCAATGATGTCCTCATAC
AAA EEL KEFADIKFIKMPMMS S Y
CTGGGCAAGGGTATCGTTGAAGACAGCTTCAAGCCATACTTGGGGACTATCGGCCGTCTC

L 6 K 61 v EDSZFKWPY L GT 1T G R L

abaixo da sequéncia de nucleotideos.
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Figura 20 (continuacao)

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

GGTGCTAAGGCTCCTAACGAAGTTCAAGGCCACACTGACCTGGTAGTTTGGGTTGGTAAC
G AK APNIEV Q G HTDULV VW V G N
AACTCACCATTCTCAGTATTGTGGTTCCCTAAGAACGCCAAGGTTATCCAAATCGACGTT
NS P F SV LWFWPIKNAKWV 1 QI DV
GACCCAGAAAAGCAAGGCAAGCGTCACTCAGTTGACGTATCAATCCTGGCAGACGCTAAG
b PEKQGIKRHSV DV S 1T L A DAK
AAGAGCTTGCGTGCTTTGATCGACGCCGGTGAAGCCCGTGAAGAATCACCACTTTACAAG
K S L RAL I DAGIEAREESPL Y K
GCTGCTTTGGCCGACCGTGAAGAATGGGACGCATGGACTGCTTCATTTGCTGACGACCAC
AAA L ADIRETEWIDAWTASTFADDH
TTGAAGGACGAAGGCCGCGTACGCCAAGAACCAATCTGGGATGTCATCAACAAGGAAGCC
L K b EGRVRQEP 1T WDV I NKEA
GCAGACAACGCTGTCTTCGCTATTGACGTTGGTAACGTCAACATGGACCACGCACGTCTG
AADNAVZFAI DVGNVNMMDHARL
TTGAACATGAACGGCAAGCAACGCTGGACTACTTCAGGCTTGTACGCAACCATGGGTTAC
L NMNGIKQRWTTSGLYATWMGY
GGCTCACCAGCTGCTATTGCAGCCGCAACTGCAATGCCAGACCGTGTAGTATGGCACTTG
G S PAAI AAATAMZPIDI RVV WHL
GCCGGAGACGGTGGCTTCGCGATGATGAGCGAAGAACTGCTTACTTTGGCTCGCTACAAC
AAG D GGFAMMSEETULULTULARYN

ATGCACGT

M H V
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4.1.8. Caracterizagao parcial da enzima piruvato oxidase de L. delbrueckii UFV H2b20

Com base na sequéncia parcial do gene pox obteve-se a possivel sequéncia de aminoacidos
de uma porc¢do da enzima piruvato oxidase (Pox), a qual foi alinhada com homoélogos de Pox
presentes em outras bactérias gram-positivas (Figura 21).

Virios dominios ou residuos de aminoéacidos conservados foram identificados entre as
bactérias Gram-positivas, sendo que proteina Pox de L. delbrueckii apresentou 98% de
identidade e 100% de similaridade com as proteinas de L. delbrueckii ATCC 11842 e L
.delbrueckii ATCC BAA-365 (Figura 22).

Um importante dominio presente nesta enzima ¢ o dominio de ligagdo ao TPP, o qual ja foi
amplamente caracterizado em L. plantarum (SEDEWITZ et al.,1984; MULLER & SCHULZ,
1993). Com a sequéncia obtida foi possivel identificar apenas parte deste dominio na proteina

Pox de L. delbrueckii UFV H2b20 (Figura 22).
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L.delbrueckiiATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L_.plantarumWCFS1
L.monocytogeneseGD-e

L.delbrueckiiATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323

L. johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1
L.monocytogeneseEGD-e

L.delbruecki iATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842

L .delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1
L.monocytogeneseEGD-e

L.delbruecki iATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1
L._monocytogeneskEGD-e

L.delbruecki iATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbrueckiiUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoniiNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1
L._monocytogeneskEGD-e

MAKTKGANAVLDVMYKWG I DHLYGFPGGSFDSTMNATYEMQDKVKFIEVR
MAK IKGANAVLDVMYKWG IDHLYGFPGGSFDSTMNATYEMQDKVKFIEVR
————————————————— GIDHLYGFPGGSFDSTMNAITYEMQDKIKFIEVR
MTK1SGSDAMFQVLYDWG IDH1YGFPGGSFDSTMNATHNWRNKIKFIEVR
MTK1SGSDAMFQVLYDWGIDH1YGFPGGSFDSTMNATHNWRDKIKFIEVR
MTKINGSDAMLKV1YDWG IDH1YGFPGGSFDSSMNATYDFRDKMKFIEVR
MAK1SGSDAVLKYV 1QKWGVKH 1 YGLPGGSFDSTMNATYNQRKTLKY 1QVR
MKKVKASETLVQTLKNWGIDHVYGLPGDSIDTVVDALRKEQEAIEFIHVR

*- k-kk-kk K-k- - -k- s ok Kk

HEEAASLAASAEYKLTGKLGVCMGSAGPGA ITHLMNGLYDAKYDKTPMVAL
NEEAASLAASAEYKLTGKLGVCMGSAGPGAITHLMNGLYDAKYDKTPMVAL
HEEAASLAASAEYKLTGKLGVCMGSAGPGA ITHLMNGLYDAKYDKTPMVAL
HEEAGALAASAEYKI1SGKVGVCFGSAGPGAVHLMNGLYDAKYDKTPMVAL
HEEAGALAASAEYK1SGKVGVCFGSAGPGAVHLMNGLYDAKYDKTPMVAI
HEEAGALAASSEYKVTGKLGVCFGSAGPGAAHLFNGLYDAKYDKTPMLALI
HEEAGATAASADYKLTGKIGVCFGSAGPGAVHLLNGLYDAKEDG IPMLAI
HEEVATLAAAAYTKLTGKIGVALS1GGPGAIHLLNGMYDAKMDHVPMLVL

-k* EECE = S K= mkk-Kkk - *khkkh Khk-kk-)kkkkhk X *xk -

VANVPTPRQD INFFQAFDEMPWFRDVAVWVHQAKTKEALPVLMDTAIRQA
VANVPTPRQD INFFQAFDEMPWFRDVAVWVHQAKTKEALPVLMDTAIRQA
VANVPTPRQD INFFQAFDETPWFRDVAVWVHQAKTKEALPVLMDTAIRQA
VANVPTSRQD I DFFQAFDEKPWFDPVAVWNHQAKTAES I PVLMDEAIRQA
VANVPTSRQD I DFFQAFDEKPWFDPVAVWNHQAKTAEAIPVLMDEAIRQA
VANVPTSKQD I DFFQAFDEDKWFLDASVWCASAKTPEL IPVLTDEAIRQA
VAQVPTKRMNMDFFQAMNEEP I FDDVAVWNRTAMTAESLPMMTDEA IRQA
AGQVTTDVLNTGFFQEVNLPAIFEDVAVYNKQIDNAETLADVVDEAIRTA

-* * - *** - -*- = % X%k *

YAKKGPAVLV IPKDFGWQE IEDNYRVSASNH-VADNYAAPTAESIEAATK
YAKKGPAVLV IPKDFGWQE IEDNYRVSASNH-VADNYAAPTAES IEAATK
YAKKGPAVLV IPKDFGWQE IEDNYRVSASNH-VADNYAAPTAESIEAATK
YQRKGPAVL I LPKDFGWDK 1EDNFRNNAAAHKVVPNFPAPRKEQVDKALE
YQKKGPAVL ILPKDFGWDK 1 EDNFRNNAAAHK 1VPNFPAPRKEQ IDKALE
YARKGPAVL I IPKDYGWQKIEDNFRVSKKAQ-PKPNYPAPTETSVEEAVK
YAHNGVAVLT IPKDFGWAE 1EDNFETNASVH--TVNYPAPTAESVADAVK
YKEKGVAVLTIPNDIPSQVIKASLEAKPVKF——EQENPKLDEAAIQEAVT

.* *k*k -* *

L IKEAKNPVVYFGLGASAAADELKEFADKFKMPMMSSYLGKG I VEDSFKP
L IKEAKNPVVYFGLGASAAAEELKEFADKFKMPMMSSYLGKG I VEDSFKP
L IKEAKNPVVYFGLGASGAAEELKEFADKFKMPMMSSYLGKG I VEDSFKP
L IKNAENP 1VYFGHGAEDASAELKEFSDKFKMPLVSSVLGKG I VEDEFPA
L IKEAKNP 1 1 YFGHGAQDASAELKEFSDKFKMPLVSSVLGKG I VEDEFPA
LLKEAKNPTMY I GAGAKDAGEEVKEFAEKFKTP IMSSYLGKGVVEDKFPA
L IKAAKSPMI'YFGVGAKDAAEELKAASEKFKMPLVSSVLAKG I IEDDYPA
L1EKAEKPVILAGLGTKHAGPEL TAFSEKLKIP I IHSLPAKT IVPDDHPN

K== K= K - * K- * * - =mkek K== K * == %k

50

33
50
50
50

50

100
100

100
100
100
100
100

150
150
133
150
150
150
150
150

199
199
182
200
200
199
198
198

249
249
232
250
250
249
248
248

Figura 21 — Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos da proteina Pox de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 com homologos encontrados em outras bactérias gram-positivas

(ClustalW2). (*) residuos idénticos,

(:) substituicdes conservadas — aminodcidos com

propriedades quimicas semelhantes e (.) substituicdes semi-conservadas — aminodcidos com

conformagdo semelhantes.
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Figura 21 (continuacao)

L.delbruecki 1IATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L_.plantarumWCFS1
L.monocytogeneseGD-e

L.delbrueckiiATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1
L.monocytogeneseGD-e

L.delbruecki 1ATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323

L. johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1

L .monocytogeneseGD-e

L.delbruecki iATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842

L .delbruecki iUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoni iNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1

L .monocytogeneseGD-e

L.delbruecki iATCCBAA-365
L.delbrueckiiATCC11842
L.delbrueckiiUFVH2b20
L.gasseriATCC33323
L.johnsoniiNCC533
L.acidophi lusNCFM
L.plantarumWCFS1
L._monocytogeneskeGD-e

YLGTIGRIGAKAPNEVQGHTDLVVWVGNNSPFSVLWFPKNAKV 1Q1DVDP
YLGTIGRIGAKAPNEVQGHTDLVVWVGNNSPFSVLWSPKNAKV IQ1DVDP
YLGT IGRLGAKAPNEVQGHTDLVVWVGNNSPFSVLWFPKNAKV 1Q1DVDP
YMGS 1GRVGAKPSND IQTHADLVVWVGNNSPFSVFFFNPKAKVIQIDINS
YMGS IGRVGAKPSND IQTHADLVVWVGNNSPFS IFFFNPKAKVIQIDINS
YIGTIGRIGPKAAQEVQTATDLVVWVGNNSPFSGLWFPKDAKV IQIDVDP
YLGSTGRVAPKPGAEIGFSTDL ILWVGNNVPFSIFLFNKKAKVIQIDIDS
ALGNLGKIGTKPAYEAMQETDLLLMFGNDYPYSDYLP KKTDCIQIDIDP

-k k- - skAk- - kk- k- - Fkdk - -

EKQGKRHSVDVS I LADAKKSLRAL IDAGEAREESPLYKAALADREEWDAW
EKQGKRHSVDVS I LADAKKSLRAL I DAGEAREESPLYKAALADREEWDAW
EKQGKRHSVDVS I LADAKKSLRAL IDAGEAREESPLYKAALADREEWDAW
ERLGKRHAVTVPMLADAKKTLRAL I EAGESRSESPLYKAALADRENWEAW
ERLGKRHAVTVPMLADSKKTLRAL IEAGEGRAESPLY -—=—————————-
GKFGKRHSTDVSMLADSKKALRAL IEEGEERSESPLYKAAIADRENWDAW
EKFGKRHHTNVAIQADAKKALAAINAAGEARDDSAFYDAAVADKKNWDKW
AKISKRFPAIVGLVGDAAEIISDLTAKIAPVEERKFLQACQENMQEWWKW

- kK * - k- - -

I1ASFADDHLKDEGRVRQEP IWDV INKEAADNAVFA I DVGNVNMDHVRLLN
1ASFADDHLKDEDRVRQEP IWDV INKEAADNAVFA IDVGNVNMDHVRLLN
TASFADDHLKDEGRVRQEP IWDV INKEAADNAVFAIDVGNVNMDHARLLN
LESFND---SDE IPMRVEP I FDV INKKAADDAVFAVDVGNVN INFDRLMH
—————————————————————————— KAANDAVFAVDVGNVN INFDRLMH
EDSFKN---SDEMPVRPEP IWDV INKKADDNA 1 FAIDVGNVNVDSCRLLN
QASFND---STESPVRPEP I FDVLNQEASDKAVWAIDVGNVNINFERLIR
LEEDIA———QTSDPIAPEVVMANIQKIADKDAVFSIDVGTATVWSTRYLH

K m o kkk - * -

MNGKQRWTTSGLYATMGYGSPAAIAAATAMPDREVWHLAGDGGFAMMSEE
MNGKQRWTTSGLYATMGYGSPAAI AAATAMPDREVWHLAGDGGFAMMSEE
MNGKQRWTTSGLYATMGYGSPAAIAAATAMPDRVVWHLAGDGGFAMMSEE
LHGDQKWTTSGLYATMGYGAPASLAAAT I YPNREVWNLAGDGGFAMMNQE
LHDDQKWTTSGLYATMGYGAPAALAAAT I'YPKREVWNLAGDGGFAMMNQE
LHDDQKWTTSGLHATMGYGAPAALMAATVYPDREVWNLAGDGGFAMMNQE
MHDDQKWATSG I YATMGFGVPAALAAKVNYPDRDVYSLSGDGAFAMLSEE
LTPENDFIVSAWLGTMGCGLPGAIAAKKAFPDRQAIAIVGDGGFSMVMQD

- * *****--* ** -*****- --

LLTLARYNMHVLTVVFTNETLGY IEAEQRDESNQPLSGV I 1 PDNDWAKVA
LLTLARYNMHVLTVVFTNETLGY IEAEQRDESNQPLSGV 1 IPDNDWAKVA
LLTLARYNMHV-=—= === ==
LLTQARYNMHV INVVFTNETLGY I EAEQVDESHQPLSGVKLPDNDWAMSA
LLTQARYNMHI INVVFTNETLGY IEAEQVDESHQPLSGVKLPDNDWAMSA
LLTMSRYNMHVLNVVFTNETLGY IEAEQVDESHQPLSGV 1 IPDNNWAKVA
TLAQVKYNLHIINIVFSNETLGFIEAEQTDDSHQPLSGVDLPDTDWAKVG
FVTAVGLNMPMIVVVLNNQQLSFIKYEQQSAG ELNYAIDLPDINYAKFA
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Figura 22 — Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos da proteina Pox de Lactobacillus

delbrueckii UFV H2b20 com homologos encontrados em L. delbrueckii ATCC 11842 ¢ L.

delbrueckii ATCC BAA-365. Os residuos destacados em preto correspondem a parte do

dominio de ligacdo a TPP identificado nesta proteina (ClustalW2). (*) residuos idénticos, (:)

substituicdes conservadas — aminodcidos com propriedades quimicas semelhantes e (.)

substitui¢des semi-conservadas — aminoacidos com conformagdo semelhantes.
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4.1.9. Relacionamento Filogenético da enzima piruvato oxidase de L. delbrueckii UFV

H2b20 com homdlogos de outras bactérias gram-positivas.

Arvores filogenéticas foram reconstruidas com base na sequéncia parcial do gene pox de
L. delbrueckii UFV H2b20 e de outras bactérias gram-positivas, bem como na sequéncia parcial
de aminodacidos da proteina Pox (Figuras 23, 24, 25 e 26). Independente do método utilizado,
todas as arvores reconstruidas apresentam a sequéncia correspondente a L. delbrueckii UFV
H2b20 agrupada junto as sequéncias de L. delbrueckii ATCC 11842 ¢ L. debrueckii ATCC
BAA-365.
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Figura 23 - Arvore filogenética reconstruida com homologos do gene pox pelo método de

Neighborg-Joining utilizando o programa MEGA 4.
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Figura 24 - Arvore filogenética reconstruida com base na sequéncia de aminoacidos da proteina

Pox pelo método de Neighbor-Joining utilizando o programa MEGA4.
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Figura 25 - Arvore filogenética reconstruida com homologos do gene pox pelo método de

Maxima Parcimoénia utilizando o programa MEGA 4.
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Figura 26 - Arvore filogenética reconstruida com base na sequéncia de aminoacidos da proteina
Pox pelo método de Méaxima Parcimonia utilizando o programa MEGA 4.
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4.1.10. Sequéncia de gene homdlogo a sigA de L. delbrueckii UFV H2b20

Um gene homologo a SigA foi detectado em L. delbrueckii UFV H2b20 por reagdo de PCR e
seqiienciado a fim de utiliza-lo como gene de referéncia para normaliza¢do das reacdes de PCR
em tempo real.

Como resultado do seqiienciamento do produto de PCR referente a este gene foi obtida uma
sequéncia de 972 pares de base (Figura 27), a qual apresenta 99% de identidade com as
sequéncias de L. delbrueckii bulgaricus ATCC 11842 e L. delbrueckii bulgaricus ATCC BAA-
365.

Uma caracteristica tnica do genoma de L .delbrueckii bulgaricus é que este codifica duas
proteinas homologas a SigA, Ldb1245 e Ldb1246, que possuem 58% de identidade e cujos
genes se organizam in tandem, sendo estes co-transcritos (VAN DE GUCHTE et al., 2006). O
gene homologo a SigA, Ldb1245, foi utilizado por PENAUD et al. (2006) como gene controle
ou de referéncia para analise da expressdo de uma CPX-ATPase por PCR em tempo real em L.
delbrueckii ATCC 11842. A expressao deste gene foi avaliada em condigdes de estresse acido e
o mesmo escolhido como controle apos a verificagdio que a expressdo do mesmo ndo foi
significativamente afetada em tais condigdes.

A expressdo deste gene foi avaliada em L. delbrueckii UFV H2b20 nas condigdes de
estresse oxidativo e ndo foram detectadas mudangas significativas até a entrada da fase
estacionaria de crescimento, sendo assim um bom candidato a ser utilizado como gene de

referéncia nestas condicoes.
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Figura 27 — Seqiiéncia parcial do gene homologo a sigA de L. delbrueckii UFV H2b20 e da proteina
correspondente. A sequéncia de aminoacidos da ORF que codifica a proteina homologa a SigA

GATGCCGAAACTGCCAAGCTGGTAGAAGAGTTTGCGGACAATGGGATTAGAATCGTTGAC
b AETAKWLVEEVFADNSGTI1I R 1T VD
GACCAGGGTGAACCGTCTGCTCTGGCCCTCAGGGCTGAAGAAGAAGCTGAAAAGAAAGAA
b Q GE P S AL ALIRAEEIEAE K K E
CAAAAAGAACTGGTCGCTTCCAGCGACAATGACCGGGTTTACGACTCGGTTCGGATGTAT
Q K EL V ASSDNUDWIRVYDSVRMY
TTAAAGGAAATCGGCAAGGTCCCGCTTTTGAGCCGGGACGCAAGAAGTAGAAGTAGCCAAG
L K E 1 G KV PLL SRDETEV E V A K
CGGATTGAAAACGGCGATGAGTCAGCCAAGGATGAACTGGCCGCCGCCAACCTCCGTTTG
R I ENGDE S AKDEULAAANILRL
GTTGTCTCCATTGCCAAGCGCTATGCCAAGCACAATGGGAAGATGGGGATCCTGGACTTG
v v s 1 A KR RYAIKWHNG G KMG 1 L DL
ATCCAGGAGGGCAATATCGGCCTGATGAAGGCAGTTGACAAGTTCGACTACTCCAAGGGC
Il Q E G N T G L M KAV D KF DY S K G
TTTAAGTTTTCAACTTATGCTACCTGGTGGATCCGGCAGGCCATTACCCGGGCCCTGGCT
F K FSTYATWWTI1IROQATITTRATLA
GACCAGGACCGGATGATCAGAATCCCGGTTCACGTAGTGGAAAGCATAAACAAGATGAAC
b Q bR M 1T R 1 PV HV YV E S 1T NK M N
CGGATCCAGCGGACTCTGCAGCAGGACCTGGACCGGGATGCCAAGCCGGAAGAGCTGGCT
R I Q R T L Q @ DL DIRUDAIKUPEETLA
GCGGAAATGAATGAACCTTTGCAGAAAGTGCAGGAAATTATCACGGTAGCCAAGAACCAG

AEMNTETPTLTUG QI KVQETITITVAZKNDQ

estd mostrada abaixo da sequéncia de nucleotideos.
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Figura 27 (continuacao)
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GTTACCCGGGAACGGGTCCGGCAGATTGAAGCTAAGGCTGTTAAGAAGTTGAAGCACCAC
vV T R ERVRQI EAKAV KK L K HH

TCAAACCTGCTC

S N L L

85



4.2. Andlise da expressdo dos genes spx, dps e pox e da atividade da enzima piruvato
oxidase de L. delbrueckii UFV H2b20.

4.2.1. Avaliacdo da expressdo do gene spx por PCR em tempo real em condi¢es de

estresse oxidativo.

A expressdo do gene spx de L. delbrueckii UFV H2b20 foi avaliada sob condigdes de
estresse oxidativo. A figura 28 apresenta as curvas de crescimento de L. delbrueckii UFV
H2b20, inicialmente em anaerobiose, seguida pela transferéncia para condigdes de aerobiose.

De acordo com o padrio de crescimento de L. delbrueckii nas condigoes testadas, pode-
se concluir que o peroxido de hidrogénio exerce um efeito inibitério importante sobre o
crescimento deste microrganismo. Ao cultivd-lo em condi¢des de anaerobiose alta densidade
celular foi alcancado ao final do periodo de cultivo, entretanto, ao se transferir a cultura para
condi¢des de aerobiose ocorreu inibicdo do crescimento. Ao se acrescentar catalase ao meio de
cultivo em aerobiose, grande parte deste efeito foi eliminado, podendo este ser atribuido,
portanto, a produgdo de peroxido de hidrogénio durante o crescimento de L. delbrueckii UFV
H2b20 em aerobiose.

Para avaliar a expressdo do gene SpX nestas condi¢des, amostras foram coletadas

conforme indicado nas curvas de crescimento abaixo (Figuras 29 e 30).
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Figura 28 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em condi¢do de anaerobiose, seguida
pela transferéncia para condi¢do de aerobiose (130 rpm). A seta indica o momento da

transferéncia.
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Figura 29 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 2% de glicose em
anaerobiose. As setas indicam as amostras coletadas para analise da expressdo génica por PCR

em tempo real.
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Figura 30 - Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 2% de glicose em

aerobiose. As setas indicam as amostras coletadas para analise da expressao génica por PCR em

tempo real.
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A figura 31 apresenta a expressdo relativa do gene Spx ao longo do crescimento de L.
delbrueckii UFV H2b20 em condi¢es de anaerobiose e apds a transferéncia do mesmo para
condi¢des de aerobiose. Os pontos de coleta estdo indicados nas figuras 29 ¢ 30. (1 a 3 -
anaerobiose; 4 a 6 - aerobiose). De acordo com os resultados apresentados na figura 31, a
expressdao de spx foi significativamente (p<0,001) afetada apds a transferéncia para condigdes
de aerobiose.

Com o objetivo de confirmar o efeito do oxigénio na expressdo do gene SpxX, L.
delbrueckii UFV H2b20 foi também cultivado em aerobiose ¢ em seguida transferido para
condi¢des de anaerobiose. As figuras 32, 33 e 34 apresentam as curvas de crescimento de L.
delbrueckii UFV H2b20 obtidas nestas condigdes e os pontos onde amostras foram coletadas
para avaliacdo da expressao génica.

A figura 35 apresenta a expressao relativa do gene spX ao longo do crescimento de L.
delbrueckii UFV H2b20 em condigdes de aerobiose e apos a transferéncia do mesmo para
condi¢des de anaerobiose. Os pontos de coleta estdo indicados nas figuras 33 e 34. (1 a 3 -
aerobiose; 4 a 6 - anaerobiose).

Os resultados obtidos neste experimento confirmam os resultados anteriores, sendo que
a expressdo deste gene foi induzida pela presenca de oxigénio. Na auséncia de oxigénio o
aumento da expressdo foi gradual atingindo valores mais elevados no inicio da fase estacionaria
de crescimento.

Em B. subtilis, o gene spx faz parte do regulon PerR, o qual reprime a expressdo deste
gene em condi¢des normais de crescimento. Além de PerR, outro repressor, denominado YodB
também controlada a expressdo do gene Spx. Na presenca de perdxido de hidrogénio ambos os
repressores se ligam fracamente a regido promotora, ocorrendo assim o aumento da expressao
do gene spx (LEELAKRIANGSAK et al., 2007). YOU et al., 2008 observou que a expressao do
operon MSrAB, que codifica duas metioninas sulfoxido redutases, em B. subtilis também ¢é
regulada por Spx, sendo induzida na presenca de paraquat, o qual ¢ capaz de gerar anions
superoxido. Assim, estes resultados indicam que possivelmente o efeito do oxigénio na
expressdo do gene spx em L. delbrueckii UFV H2b20 se deve a presenga de espécies reativas de

oxigénio geradas durante o crescimento em condig¢do de aerobiose.
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Figura 31 — Expressao relativa do gene Spx em MRS contendo 2% de glicose sob anaerobiose
(1-3) e apos a transferéncia para condi¢do de aerobiose (4-6), de acordo com os resultados

obtidos pelo software REST®. (» p<0,001)
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Figura 32 - Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS 2% de glicose em aerobiose

(130 rpm), seguida pela transferéncia para anaerobiose. A seta indica o momento da

transferéncia.
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Figura 33 - Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS 2% de glicose em aerobiose

(130 rpm). As setas indicam as amostras coletadas para andlise da expressao génica por PCR em

tempo real.
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Figura 34 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS 2% de glicose em anaerobiose.

As setas indicam as amostras coletadas para analise da expressao génica por PCR em tempo real
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Figura 35 — Expressao relativa do gene spx em MRS contendo 2% de glicose sob aerobiose (1-
3) e apds a transferéncia para condi¢do de anaerobiose (4-6), de acordo com os resultados

obtidos pelo software REST®. (+ p<0,05).
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Uma observacao importante ¢ que, de acordo com os dados disponiveis dos genomas de
diversas bactérias lacticas, especialmente espécies de Lactobacillus, ndo foram encontrados
homologos das proteinas PerR ou YodB, as quais regulam negativamente a expressao de SpX.
Assim, futuras investigacdes a fim de se esclarecer os mecanismos de regulagdo deste gene em
Lactobacillus seriam importantes para se conhecer melhor a resposta destes microrganismos ao
estresse oxidativo.

Além de sua importancia na resposta ao estresse oxidativo em B. subtillis, o gene spx
também parece estar envolvido com a regulacdo de outras fungdes importantes em
Staphylococcus aureus. Mutantes para este gene apresentaram alta sensibilidade a uma
variedade de condicdes de estresse como choque frio e térmico, alta osmolaridade, além da
presenca de perdxido. Alem disso, mesmo em condi¢des normais de crescimento estes mutantes
apresentavam tamanho reduzido de coldnias e tempo de geracdo muito mais longo. Foram
também observadas mudancas na agregagcdo celular especialmente na entrada da fase
estacionaria de crescimento, sendo que estes mutantes formavam densos aglomerados de
células, enquanto células superexpressando Spx apresentavam a tendéncia de permanecer
isoladas. Assim, Spx parece afetar a adesdo célula-célula durante a fase estacionaria de
crescimento (PAMP et al., 2006).

Portanto, estes fatores podem estar relacionados ao aumento da expressao de SpX no

inicio da fase estacionaria quando L. delbrueckii UFV H2b20 foi cultivado em anaerobiose.
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4.2.2. Avaliagdo da expressdo do gene dps por PCR em tempo real em condicGes de

estresse oxidativo.

A avaliagdo da expressdo do gene dps de L. delbrueckii UFV H2b20 foi feita utilizando
as mesmas condi¢des € amostras descritas anteriormente para o gene SpX.

A figura 36 apresenta a expressdo relativa do gene dps ao longo do crescimento de L.
delbrueckii UFV H2b20 em condi¢des de anaerobiose e apds a transferéncia do mesmo para
condi¢des de aerobiose. Os pontos de coleta estdo indicados nas figuras 29 ¢ 30 (1 a 3 -
anaerobiose; 4 a 6 - aerobiose).

De acordo com os resultados apresentados, a expressao de dps foi significativamente
(p<0,05) afetada ap6s a transferéncia para condi¢des de aerobiose. Além disso, observa-se que a
transcricdo gene dps também ¢ fortemente induzida no inicio da fase estacionaria de
crescimento. COHEN et al, 2006, analisando o proteoma de L. plantarum durante a fase
logaritmica e estaciondria de crescimento observou o aumento da expressao de vdrias proteinas
de resposta a estresse no inicio da fase estaciondria, dentre as quais estd a proteina Dps. A
proteina Dps foi inicialmente caracterizada em E .coli por formar cristais em células em
condic¢do de restricao de nutrientes como mecanismo de prote¢ao ao DNA da célula. A protegao
cruzada entre as respostas ao estresse oxidativo e nutricional ja foi descrito para varias bactérias.

Assim, os resultados obtidos estdo de acordo com o que j4 foi demonstrado para outras
bactérias e confirmam que também em L. delbrueckii UFV H2b20 esta proteina parece estar
envolvida na resposta ao estresse oxidativo e nutricional.

A figura 37 apresenta a expressao relativa do gene dps ao longo do crescimento de L.
delbrueckii UFV H2b20 em condi¢des de aerobiose ¢ apds a transferéncia do mesmo para
condi¢des de anaerobiose. Os pontos de coleta estdo indicados nas figuras 33 ¢ 34. (1 a 3 -
aerobiose; 4 a 6 - anaerobiose).

Os resultados obtidos neste experimento confirmam os resultados anteriores, sendo que
a expressdo deste gene foi induzida pela presenca de oxigénio. Na auséncia de oxigénio o
aumento da expressdo foi gradual atingindo valores mais elevados no inicio da fase estacionaria

de crescimento.
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Figura 36 — Expressdo relativa do gene dps em MRS contendo 2% de glicose sob anaerobiose
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3) e apds a transferéncia para condicdo de anaerobiose (4-6) de acordo com os resultados

obtidos pelo software REST®. (+ p<0,05).
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Outro experimento foi realizado com o objetivo de avaliar se parte da indugao observada
para o gene dps se deve a presenca de espécies reativas de oxigé€nio, como por exemplo
peroxido de hidrogénio. Neste experimento, L. delbrueckii UFV H2b20 foi cultivado em
anaerobiose e concentragdes crescentes de peroxido de hidrogénio (0,1 mM, 0,2 mM e 0,4 mM)
foram adicionadas a cultura durante a fase logaritmica de crescimento. As amostras foram
coletadas apo6s 30 e 60 minutos da adi¢do do perdxido. A figura 38 apresenta o efeito do
peroxido na indugdo do gene dps.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que houve um aumento significativo
(p<0,001) da expressao deste gene em resposta a presenca de peréxido no meio de cultivo. O
nivel de inducdo na expressdo deste gene foi dependente da concentracdo de peroxido utilizada,
ou seja, a medida que a concentracdo de perdxido foi aumentada ocorreu também uma maior
inducao deste gene.

Observa-se também que, para todas as concentracdes testadas, a inducao foi gradual e
alcangou niveis mais elevados apds 60 minutos de incubagdo.

Estes resultados comprovam que a inducdo do gene dps se deve a presenga de peroxido
de hidrogénio gerado durante o crescimento desta bactéria em condi¢ao de aerobiose.

ALMIRON et al. (1992) demonstrou que a adi¢ao de baixas concentragdes de peroxido
durante a fase logaritmica resultava na indug¢@o do gene dps em E.coli e que mutantes para este
gene eram extremamente sensiveis ao peroxido. Desta forma, estes resultados indicam que Dps
¢ importante ndo apenas na fase estaciondria, mas também na resposta ao estresse oxidativo

independentemente da fase de crescimento.
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4.2.3. Avaliagdo da expressdo do gene pox por PCR em tempo real em condi¢es de

estresse oxidativo.

A avaliagdo da expressdo do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20 foi feita utilizando
as mesmas condi¢des € amostras descritas anteriormente para o gene SpX.

A figura 39 apresenta a expressao relativa do gene pox ao de L. delbrueckii UFV H2b20
em condi¢des de anaerobiose e apos a transferéncia do mesmo para condigdes de aerobiose. Os
pontos de coleta estdo indicados nas figuras 29 e 30 (1 a 3 - anaerobiose; 4 a 6 - aerobiose).

De acordo com os resultados apresentados, a expressao de pox foi significativamente
reprimida sob condi¢do de anaerobiose. Observa-se também que apds a transferéncia para
condi¢des de aerobiose ocorreu um rapido e significativo (p<0,05) aumento na expressao deste
gene.

A figura 40 apresenta a expressdo relativa do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20 em
condi¢des de aerobiose e apds a transferéncia do mesmo para condigdes de anaerobiose. Os
pontos de coleta estao indicados nas figuras 33 e 34. (1 a 3 - aerobiose; 4 a 6 - anaerobiose).

Os resultados obtidos neste experimento mostram que ocorreu uma significativa
(p<0,05) repressao da transcricdo do gene POX em resposta a transferéncia da condi¢ao de
aerobiose para a condi¢do de anaerobiose, confirmando que o controle da transcricdo do mesmo

¢ extremamente sensivel a presenga ou auséncia de oxigénio.
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Figura 40 — Expressao relativa do gene pox em MRS contendo 2% de glicose sob aerobiose (1-
3) e apos a transferéncia para condicdo de anaerobiose (4-6), de acordo com os resultados

obtidos pelo software REST® (» p<0,05).
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Segundo LORQUET et al. (2004) a expressao do gene pox em L. plantarum ¢ induzida
por oxigénio e peroxido e reprimida por glicose. Assim, para avaliar se os mesmos efeitos sao
encontrados em L. delbrueckii UFV H2b20, este foi cultivado em condi¢des semelhantes as
descritas anteriormente, porém utilizou-se meio de cultivo contendo apenas 0,2% de glicose.

A figura 41 apresenta as curvas de crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20,
inicialmente em anaerobiose, seguida pela transferéncia para condi¢des de aerobiose em 0,2%
de glicose.

Para avaliar a expressdo do gene pox nestas condi¢des, amostras foram coletadas
conforme indicado nas curvas de crescimento (Figuras 42 e 43).

A figura 44 apresenta a expressao relativa do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20 em
condi¢des de anaerobiose e apos a transferéncia do mesmo para condigdes de aerobiose quando
cultivado em 0,2% de glicose. Os pontos de coleta estdo indicados nas figuras 42 e 43. (1 a 3 -
anaerobiose; 4 a 6 - aerobiose). De acordo com os resultados apresentados na figura 44, a
expressao de pox foi significativamente (p<<0,001) induzida apds a transferéncia para condig¢des
de aerobiose.

L. delbrueckii UFV H2b20 foi também cultivado em aerobiose e em seguida transferido
para condigdes de anaerobiose em meio de cultivo contendo 0,2% de glicose. As figuras 45, 46
e 47 apresentam as curvas de crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 obtidas nestas
condig¢des e os pontos onde amostras foram coletadas para avaliagcdo da expressdo génica.

A figura 48 apresenta a expressdo relativa do gene pox de L. delbrueckii UFV H2b20 em
condi¢gdes de aerobiose e apds a transferéncia do mesmo para condi¢des de anaerobiose. Os
pontos de coleta estdo indicados nas figuras 46 e 47. (1 a 3 - aerobiose; 4 a 6 - anaerobiose).

Observa-se que semelhante ao resultado encontrado para 2% de glicose, ocorreu uma
forte repressdo em resposta a remog¢ao da condi¢ao de aerobiose.

Comparando-se os resultados obtidos para ambas as concentragdes de agucar, observa-se
que ao contrario do resultado obtido com 2% de glicose (Figuras 39 e 40), ocorreu uma indugao
na expressao deste gene na presenca de 0,2% de glicose mesmo em condigdes de anaerobiose
(Figura 44). Além disso, quando a cultura foi transferida da condi¢do de anaerobiose para
aerobiose observou-se uma inducdo da expressdo génica mais elevada na presenga de 0,2% de
glicose (Figura 44). Estes resultados sugerem que a expressao do gene pox ¢ controlado nao
apenas pela presenca ou auséncia de oxigénio, mas também por repressdo catabolica.

LORQUET et al. 2004 caracterizou em L. plantarum, a regulac@o da transcri¢do do gene

poxB, que codifica a enzima piruvato oxidase, em relagdo a repressdo por glicose e aeragdo. A
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regulacdo por glicose foi confirmada por analises de Northern blot e primer extension que
demonstraram que a transcricdo do gene poxB ¢ reprimida por excesso de glicose. O
envolvimento da proteina CcpA nos mecanismos de regulacdo foi demonstrado pelo alivio da
repressdo catabolica em mutantes nulos para o gene CCpA. Além disso, uma andlise de
footprinting in vivo demonstrou que ocorria uma protecdo dependente de CcpA do sitio cre
encontrado na regido -35 do gene poxB. Outro aspecto observado por analises de Northern Blot
¢ que a inducdo deste gene pelo oxigénio ocorre a nivel de transcricdo, entretanto, a direta

fungdo do oxigénio ndo foi determinada.
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Figura 41 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,2% de glicose sob

anaerobiose, seguida pela transferéncia para aerobiose (130 rpm). A seta indica 0 momento da

transferéncia.
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Figura 42 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,2% de glicose sob

anaerobiose. As setas indicam as amostras coletadas para analise da expressao génica por PCR

em tempo real.
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Figura 43 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,2% de glicose sob

aerobiose. As setas indicam as amostras coletadas para analise da expressao génica por PCR em

tempo real.
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Figura 45 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,2% de glicose sob

aerobiose (130 rpm), seguida pela transferéncia para condi¢do de anaerobiose. A seta indica o

momento da transferéncia.
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Figura 46 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,2% de glicose sob

aerobiose (130 rpm). As setas indicam as amostras coletadas para andlise da expressao génica
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Figura 47 — Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,2% de glicose sob

anaerobiose. As setas indicam as amostras coletadas para andlise da expressdo génica por PCR

em tempo real
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Figura 48 — Expressdo relativa do gene pox em MRS contendo 0,2% de glicose sob aerobiose
(1-2) e apods a transferéncia para condicdo de anerobiose (3-5), de acordo com os resultados

obtidos pelo software REST® (» p<0,05).
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4.2.4. Avaliacdo da atividade enzimatica de piruvato oxidase em L. delbrueckii UFV
H2b20.

A atividade da enzima piruvato oxidase em L. delbrueckii UFV H2b20 foi avaliada em
condi¢gdes de aerobiose e anaerobiose, em meio de cultivo contendo glicose ou galactose nas
concentragdes de 2% e 0,2%. Amostras foram coletadas durante a fase logaritmica e inicio da
fase estacionaria.

Os resultados obtidos para atividade da enzima piruvato oxidase seguiram o mesmo
perfil encontrado na avaliacao da expressdao génica a nivel transcricional. Observa-se na figura
49 que a atividade enzimatica foi mais elevada quando L. delbrueckii UFV H2b20 foi cultivado
na presenca de 0,2% de glicose em aerobiose. Comparando os resultados obtidos para ambas as
concentragdes de acucar, observa-se que tanto na presenga como auséncia de oxigénio, a
atividade desta enzima foi sempre mais elevada na condicao de restri¢ao de glicose. Observa-se
também que na condi¢cdo de excesso de glicose em anaerobiose a atividade detectada foi muito
baixa.

Quanto a atividade desta enzima na presenca de galactose observa-se um padrao
semelhante ao encontrado para glicose, entretanto o valor absoluto da atividade foi sempre mais
elevado na presenca deste acticar do que de glicose (Figuras 50)

Estes resultados confirmam que a expressao desta enzima ¢ regulada tanto por oxigénio
como por repressdo catabdlica, sendo que a repressdo ¢ aliviada quando a concentragdo de
glicose se torna limitante para o crescimento, sendo que esta repressao dependente de CcpA
muitas vezes ndo ¢ observada na presenga de agucares ndo-PTS (GOFFIN et al., 2006;
LORQUET et al., 2004).

Bacterias do acido lactico desenvolveram duas diferentes estratégias para metabolizar
galactose que dependem do modo de transporte, o qual pode ocorrer por um sistema
fosfotransferase dependente de fosfoenolpiruvato (PEP-PTS) ou por um sistema de permease. O
transporte de galactose via PEP-PTS resulta na fosforilagdo da galactose, que ¢ metabolizada
por enzimas da via tagatose-6-P, que inclui galactose-6-P isomerase, tagatose-6-P quinase e
tagatose 1,6-diP aldolase. Em caso da captacdo via permease, o acicar ndo ¢ modificado e a
galactose ¢ catabolisada pela via Leloir, na qual estdo incluidas trés enzimas: galactokinase,
galactose- 1-P uridililtransferase e UDP-galactose 4-epimerase. Essas enzimas estdo envolvidas

na conversdo de galactose a glicose-1-P e s@o codificadas pelos genes gal, os quais sdo
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controlados por repressao catabolica em vdrias bactérias gram-positivas (GROSSIORD et al.,
1998).

Em muitos casos, a presenca de uma fonte de carbono rapidamente metabolizavel no
meio de cultivo reduz a expressdo de genes envolvidos na utilizagdo de outras fontes de
carbono. Este fenomeno, denominado repressdo catabdlica (RC) ¢ bem entendido em
Escherichia coli e outras bactérias gram-negativas. Em bactérias gram-positivas foi estabelecido
que RC ¢ mediada por um mecanismo regulatorio negativo (HUECK & HILLEN, 1995) Em B.
subtilis, a proteina CcpA foi descoberta como sendo o fator que desencadeia a repressdo por
glicose do gene amyE, que codifica uma amilase, pela ligagdo a uma sequéncia cis-acting
denominada elemento catabolito-responsivo (cre) (HUECK et al., 1995; MIWA et al., 2000) .

A proteina CcpA pertence a familia Lacl/GalR de proteinas regulatorias bacterianas e a
inativagdo do gene CCpPA reduz a repressdo catabodlica de varios genes envolvidos no
metabolismo de carboidratos. A inativagdo de genes CCPA em outros organismos nao apenas
reduz a repressdo catabdlica de varios genes mas também diminui a taxa de crescimento,
sugerindo o envolvimento de CcpA na regulacdo de outras vias metabodlicas. Outros genes
codificando proteinas com alta homologia de sequéncias a CcpA foram identificadas em
Lactobacillus delbrueckii e Clostridium actobutylicum (DAVIDSON et al., 1995; STUCKY et
al., 1996).

A ligacdo de CcpA aos sitios cre ¢ potencializada pelas elevadas concentragdes de
intermediarios da via glicolitica como glicose-6-P, o qual ¢ um indicador do estado energético
da célula. Outro sinal envolvido na ativacdo de CcpA ¢ o fosfocarreador do sistema PTS,
denominado HPr. HPr em sua forma fosforilada interage com CcpA e esta interacdo aumenta a
ligacdo de Ccpa aos sitios cre localizados na regido promotora dos genes controlados por
repressao catabolica (LUESINK et al., 1998).

A inativagdo do gene CCpA em Lactococcus lactis resultou na redugdo da taxa de
crescimento tanto na presenca de acucares PTS como ndo-PTS. A taxa de crescimento do
mutante ccpA em galactose foi afetada mais severamente do que em qualquer outra fonte de
carbono testada. A inativacdo do gene CCPA pode resultar na alteragdo da expressdo de genes
diretamente ou indiretamente envolvidos no catabolismo de galactose, levando a redugdo da
taxa de crescimento. Os genes gal de L .lactis estdo sujeitos a repressdo catabolica e a presenga
de um sitio cre na regido promotora do gene galA indica o envolvimento de CcpA nesta
repressao. Esta sugestdo foi confirmada pelo aumento da transcricdo dos genes gal quando o

mutante CCpPA foi cultivado em uma mistura de glicose e galactose. A inativagdo do gene CCpA
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ndo resultou em uma completa desrepressdo da transcricdo de galA, uma vez que o nivel de
transcri¢do desse gene no mutante CCPA na mistura de glicose e galactose ndo atingiu o nivel da
estirpe selvagem crescendo em galactose. Isto sugere que a transcri¢ao de gal é reduzida devido

inativagdo de CCpA ou que um sistema adicional de repressdo a glicose possa estar ativo
(LUESINK et al., 1998).
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Figura 49 — Atividade da enzima piruvato oxidase de L. delbrueckii UFV H2b20 em condi¢des

de aerobiose e anaerobiose em MRS modificado contendo 2% ou 0,2% de glicose
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CONCLUSOES

O gene spx de L. delbrueckii UFV H2b20, é extremamente conservado em termos de
seqiiéncia e organizagdo génica ndo apenas em relagdo a outras estirpes de L. delbrueckii, e
também em relacdo a outras bactérias Gram-positivas. Da mesma forma, evidenciou-se que o
gene pox também ¢é bastante conservado em relagdo a outras estirpes de L. delbrueckii, e,
possivelmente seja parte de um regulon de repressao catabolica.

A identidade dessa linhagem foi confirmada por filogenia dos genes Spx e pox.

O gene dps apresenta alta identidade com homologos presentes em espécies pouco
relacionadas a L. delbrueckii, como L.plantarum, L. rhamnosus, L.sakei e L. reuteri, bactérias
que possuem em comum com L.delbrueckii UFV H2b20 o fato de serem todas bactérias
probioticas.

Transferéncia horizontal de genes foi possivelmente a forma de aquisi¢do de dps por L.
delbrueckii UFV H2b20 e sugere-se que esse gene possa ser um indicador de probiose em
outros Lactobacillus.

Conclui-se que spx, dps e pox estdo envolvidos na resposta ao estresse oxidativo em L.

delbrueckii UFV H2b20.
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