LISIANE LOPES DA CONCEICAO

COMPORTAMENTO DE Lactobacil

lus delbrueckii UFV H2b20 SOB

CONDICOES PREVALECENTES NO TRATO GASTROINTESTINAL
HUMANO

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em  Microbiologia
Agricola, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL

2012



Ficha catalogréafica preparada pela Secao de Catalogacao e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T
Conceicdo, Lisiane Lopes da, 1986-

C744c Comportamento de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

2012 sob condicBes prevalecentes no trato gastrointestinal

humano / Lisiane Lopes da Conceicdo. — Vigosa, MG, 2012.
ix, 48f. 1 il. ; 29 cm.

Orientador: Célia Alencar de Moraes.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Referéncias bibliograficas: f. 39-48

1. Lactobacillus delbrueckii. 2. Probidticos. 3. Nutri¢éo.
4. Genbmica. 5. Stress (Fisiologia). I. Universidade Federal de
Vicosa. Il. Titulo.

CDD 22. ed. 630.27937




LISIANE LOPES DA CONCEICAO

COMPORTAMENTO DE Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 SOB
CONDICOES PREVALECENTES NO TRATO GASTROINTESTINAL
HUMANO

Dissertacéo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagio em  Microbiologia
Agricola, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 03 de julho de 2012.

/: /} 7 4 7 =1 / -
/- '/Q/W”CL‘”" g/ e G et //ﬂm%aafc/Z [ Fopee 2 ety
Dr? Alessandra Barbosa Ferreira Prof. Arnaldo Chaer Borges
(Coorientadora) (Coorientador)

Prof® M&fia da) Cam@o Gouveia Peluzio Prof Poliane/Alfenas Zerbini
/

.
e W e /\- S (\/Lﬁr‘]%\
Prof® Célia Alencar de Moraes
(Orientadora)




Aos meus pais, Gilcemir e Maria do Carmo
Ao meu irmao, Gilcemir
Ao meu namorado, Weberson

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Microbiologia, pela
oportunidade de realizagdo deste curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq), pelo apoio financeiro.

A professora Célia Alencar de Moraes, pela orientagdo e, especialmente
pela confianga em meu trabalho.

Ao professor Arnaldo Chaer Borges, meu coorientador, pelos conselhos e
pelo incentivo constante.

A Dra. Alessandra Barbosa Ferreira, minha coorientadora, pela orientagdo
durante os experimentos, pela ajuda constante, sugestdes e participacdo na banca de
defesa.

A professora Maria do Carmo Gouveia Peluzio, pela participagio na banca
de defesa.

A professora Poliane Alfenas Zerbini, pela participagdo na banca de defesa.

A Nilcéia e a Aline pela ajuda constante.

Aos funcionarios Paulo, Danilo e Evandro pela colaboracao didria.

Aos colegas dos laboratorios do departamento de Microbiologia.

Aos amigos do laboratorio de Microbiologia Industrial, Eliana, Fernanda
Souza, Fernanda Bruckner, Samira, Marcelo, pelo apoio nessa etapa importante da
minha vida.

Aos colegas do laboratorio de Virologia Renan e André, pelo suporte
durante a execugao deste projeto.

Ao meu namorado Weberson, pela paciéncia, companheirismo € incentivo
no decorrer deste trabalho.

Aos meus familiares, principalmente aos meus pais e irmdo, pela torcida

para que eu atingisse esse objetivo importante.



Em especial, agradeco as minhas amigas, Sarah, Roberta, Tatiana, Samira,
Juliana Lelis, Morghana, Ana Paula, Alejara, Naiara, Fernanda Drumond, Camila,

Earline pela amizade, carinho e apoio em todos os momentos, mesmo na distancia.



BIOGRAFIA

LISIANE LOPES DA CONCEICAO, filha de Gilcemir Angelo da Conceigdo
e Maria do Carmo Duarte Lopes da Conceigdo, nasceu no dia trés de novembro de
1986 em Vigosa, estado de Minas Gerais.
Em marco de 2005, ingressou no curso de Nutrigdo da Universidade
Federal de Vicosa, graduando-se como Nutricionista em janeiro de 2010.
Em agosto de 2010, iniciou, na mesma instituicdo, o Programa de Pos-

Graduacao em Microbiologia Agricola.



SUMARIO

RESUMO......cooooieeeeeeeeee e se s viii
ABSTRACT ..o ix
LINTRODUGCAO. .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et et et e et et et ettt e et et et eeeeereseseseeeeeeeeas 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........o.omioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 3
3MATERIAL E METODOS........ooioiieieeeeeeeeeeeeeeeeeees s eeseeseenaeses s 14
3.1 Micro-organimo € condigdes de CUltiVO.........c.eeeciieriierieeiiieieeeeee e 14

3.2 Producdo de leite fermentado contendo células viaveis de L. delbrueckii UFV

H2D20. .. ettt ettt st e st s e neenteeseenaenneenneas 14
3.3 Simulacao das condigdes prevalecentes no trato gastrointestinal humano........... 15
3.3.1 Condigao gastrica SIMulada...........ccceevuierieeiiienieeieeieeie e 15
3.3.2 Condigao intestinal simulada............c...ccoeieeiiiiiiiiieiciee e 15
3.4 Extra¢do de DNA total de L. delbrueckii UFV H2b20...........ccccoveveeiecricrennne. 15
3.5 Selegdo dos genes, construcao e selegdo de Primers..........ccoceeeevevevevierieneeennnn. 16
3.6 Deteccao dos genes de interesse em L. delbrueckii UFV H2b20 por PCR.......... 16
3.7 Clonagem e sequenciamento dos genes detectados em Lactobacillus delbrueckii
UEFV H2D20. ...ttt st 17
3.8 PCR INVETSA.....eeueiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt ettt et e et et e enbeesaeeenbeennes 18
3.9 Analise comparativa de genes e Analise filogenética ..........cccceeevvveevveencneennne. 19

3.10 Analise da expressdo do gene fbpA por PCR em tempo real..............ccoeeueeee. 19

3.10.1 Condi¢ao de cultivo de L. delbrueckii UFV H2b20 para extracdo de
RIN A ettt st b bttt ettt b e bt ettt nae e 19
3.10.2 EXtragao de RINA.......oooiiiieiiceee ettt e s 19
3.10.3 Obtencao de CDNA.. ..ot 20
3.10.4 PCR em tempPO T€AL......cc.eieiiiiiiiiieeiie ettt e eaee e e e s 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.........ovieiiierieiineierieeissiesesesaseiesese s sesssesens 22

4.1 Sobrevivéncia as condigdes prevalecentes no trato gastrointestinal

RUIMANO. .o 22

vi



4.2 Genes selecionados a adesdo em L. delbrueckii UFV H2b20.........ccovveeeeeeneene...

5.CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . ...

Vii



RESUMO

CONCEICAO, Lisiane Lopes da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2012. Comportamento de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 sob condicdes
prevalecentes no trato gastrointestinal humano. Orientadora: Célia Alencar de
Moraes. Coorientadores: Arnaldo Chaer Borges e Alessandra Barbosa Ferreira.

Bactérias do género Lactobacillus sdo habitam do trato gastrointestinal humano
(TGH) e espécies como Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, isolado a partir de
fezes de crianca alimentada exclusivamente com leite materno, apresentam
caracteristicas fisioldgicas, tecnologicas, imunoldgicas e genéticas desejaveis e
necessarias a probiose. O objetivo deste trabalho foi estudar a tolerdncia de L.
delbrueckii UFV H2b20 ao suco gastrico e intestinal simulado quando incorporado a
uma matriz alimentar, leite fermentado, e também a expressdo do gene fbpA que
codifica a proteina de ligacdo a fibronectina, envolvida na adesdo ao trato
gastrointestinal humano. Os resultados mostraram que L. delbrueckii UFV H2b20 ¢
capaz de manter sua viabilidade em niveis superiores 10° UFC.mL™" ap6s 28 dias de
estocagem refrigerada. Quando submetida as condi¢des prevalecentes no TGH
detectou-se que a matriz alimentar avaliada, o leite fermentado, conferiu protegao..
Apods o décimo quarto dia de experimento, ndo houve sobrevivéncia expressiva ao
suco intestinal simulado. O gene fbpA foi identificado por PCR e sequenciamento.
Este gene se agrupou com os ortdlogos de bactérias probidticas. No entanto, a
exposi¢ao das células de L. delbrueckii UFV H2b20 incorporadas em leite
fermentado, por 240 minutos as condi¢des prevalecentes no TGH provocou reducao
da expressdo desse gene, detectado por RT-PCR. A confirmagido do envolvimento
desse gene sob condicdes de estresse, na adesdo a compartimentos do TGH continua

dependente de estudos com mutantes da bactéria.
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ABSTRACT

CONCEICAO, Lisiane Lopes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012.Behavior of Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20 under conditions
prevailing in the human gastrointestinal tract. Adviser: Célia Alencar de Moraes.
Co-advisers: Arnaldo Chaer Borges and Alessandra Barbosa Ferreira.

Bacteria of the genus Lactobacillus are inhabit the human gastrointestinal tract
(GHT) and species such as Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20, isolated from
feces of infant exclusively fed breast milk, have physiological characteristics,
technology, immunological and genetic desirable and necessary to probiose. The
objective of this work was to study the tolerance of L. delbrueckii UFV H2b20 to
gastric juice and simulated intestinal when incorporated in a food matrix, fermented
milk, and also the expression of the gene encoding the fbpA, binding protein
fibronectin, involved in adhesion to the human gastrointestinal tract. The results
showed that L. delbrueckii UFV H2b20 is able to maintain its viability at levels
above 108 UFC.mL™" after 28 days of storage. When subjected to the conditions
prevailing in TGH found that the food matrix evaluated, the fermented milk, confer
protection. After the fourteenth day of the experiment, no significant survival in
simulated intestinal juice. The fopA gene was identified by PCR and sequencing.
This gene is clustered with the orthologs of probiotic bacteria. However, exposure of
cells of L. delbrueckii UFV H2B20 incorporated in fermented milk, for 240 minutes
to the conditions prevailing in TGH caused reduced expression of this gene, detected
by RT-PCR. Confirmation of the involvement of this gene under stress conditions, in
adherence to the TGH compartments remains dependent on studies with mutant

bacteria.






1.INTRODUCAO

Probiodticos sdo micro-organismos vivos que conferem beneficios ao
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (REID et al., 2003).
Bactérias do género Lactobacillus habitam o trato gastrointestinal humano (TGH) e
espécies, como L. delbrueckii UFV H2b20 isolado a partir de fezes de crianca recém-
nascida alimentada exclusivamente com leite materno, apresentam caracteristicas
fisiologicas, tecnologicas, imunologicas e genéticas desejaveis e necessarias a
probiose. A incorporagdo de tais micro-organismos a uma matriz alimentar demanda
estudos sobre a sobrevivéncia as condi¢des de processamento industrial, estocagem
do produto e condi¢des de estresse impostas durante o transito através dos
compartimentos do trato gastrointestinal, até atingirem o seu sitio de agdo
(LEVERRIER, et al. 2005; BRON & KLEEREBEZEM, 2011). A adesdo
desempenha um papel importante na persisténcia de uma linhagem particular no trato
digestivo, na modulagdo de respostas na célula hospedeira e na exclusdo de
patogenos (VELEZ et al., 2007).

Atualmente, duas abordagens adicionais tém sido adotadas na sele¢do de
bactérias probioticas: avaliagdo in vitro da funcionalidade e a analise genomica.
Dentro deste contexto, a andlise da funcionalidade se refere ao tipo de resposta
modulada pelo micro-organismo, ao passo que a analise gendmica ¢ uma ferramenta
nova e promisora na selecao de linhagens probidticas, em razao do crescente nimero
de sequéncias atualmente disponiveis e que auxiliam na predicdo das atividades
funcionais dos probidticos (MORELLI, 2007). Os estudos da gendmica contribuem
fortemente para a compreensao do comportamento das bactérias do acido lactico em
seus diferentes habitats, bem como as suas capacidades de lidar com situacdes

especificas de estresse (BRON & KLEEREBEZEM, 2011).



Para melhorar a aplicacdo de probiodticos na promocdo da saude humana ¢
importante compreender efetivamente seu modo de agdo. O campo de pesquisa da
interacdo entre o hospedeiro—probidtico tem avangado, mas ainda exige uma
caracterizacdo completa e detalhada das moléculas imunomoduladoras do probiotico
em relagdo as respostas moleculares e fisiologicas que podem provocar no
hospedeiro (BRON et al., 2012). Objetivou-se com este trabalho estudar a tolerancia
de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 quando incorporada a uma matriz
alimentar, leite fermentado, ao suco gastrico e intestinal simulado, para reproduzir
condigdes similares as prevalecentes no TGH, e também sobre o gene fbpA que
codifica a proteina de ligacdo a fibronectina, envolvida na adesdo ao trato

gastrointestinal humano.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os Lactobacillus pertencem ao grupo das bactérias do acido lactico (LAB)
que sintetizam acido lactico como principal ou unico produto de fermentagdo. O
género compreende um grupo de bactérias heterogéneo, com baixo contetdo G+C, o
qual varia de 33 a 51 %, constituido por bacilos ndo esporulantes e cocos, ambos
Gram-positivos, anaerdbios ou aerotolerantes e nutricionalmente fastidiosos.
Taxonomicamente, o género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli,
ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (LUDWIG et al., 2009; KANT et al.,
2010).

Lactobacillus ¢ o género com maior niimero de espécies no grupo das LAB e
apresentam uma ampla diversidade filogenética e funcional. Atualmente, inclui 154
espécies reconhecidas, sendo Lactobacillus delbrueckii uma espécie de relevancia
tecnologica na industria de produtos fermentados do leite (SUAREZ et al., 2009;
KANTet al., 2010; KLEEREBEZEM et al., 2010).

Atualmente, a industria utiliza essas bactérias na producdo de alimentos
fermentados, como ingrediente bioativo, pois estes micro-organismos contribuem na
preservacdo da matéria-prima devido a acidificacdo, além de sua capacidade de
contribuir com as caracteristicas finais do produto como sabor e textura
(KLEEREBEZEM et al., 2010).

Dentre os treze géneros que compreendem as LAB dois se destacam em
relacdo a atividade probiodtica: Lactobacillus e Bifidobacterium. A capacidade de
crescer em produtos lacteos, sobreviver as condigdes adversas do trato
gastrintestinal, como pH acido do estdmago e a presenca de bile no duodeno, e
aderir as células do epitélio intestinal constituem critérios utilizados na selecao de

micro-organismos potencialmente probioticos (ALTERMANN et al., 2005;
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PACHECO et al.,, 2010, ANDERSON et al. 2010). A espécie Lactobacillus
delsbrueckii apresenta trés subespécies: delbrueckii, bulgaricus e lactis que
apresentam diferentes padroes de fermentacdo e habitat, sendo que o primeiro
coloniza fontes vegetais, enquanto que os outros fazem parte da microbiota do leite
(GERMOND et al., 2003).

As Dbactérias lacticas probidticas conferem protecdo contra patdgenos,
possivelmente dificultando a adesdo destes e de toxinas as células epiteliais
intestinais (BORCHERS et al.,, 2009); produzindo metabolitos com agdo
antimicrobiana (MISHRA & LAMBERT, 1996), estimulando o sistema imune
(BORCHERS et al., 2009), e/ou prevenindo doengas ligadas ao trato gastrointestinal,
como intolerancia a lactose, diarréia e constipagdo (OUWEHAND & SALMINEN,
1998).

Existe uma grande discrepancia na taxonomia dentro do género Lactobacillus
devido a ndo correlacdo entre os resultados obtidos por testes fenotipicos tradicionais
e os filogenéticos. A utilizagdo de técnicas moleculares tem permitido nova
classificacdo de véarios micro-organismos (MAGALHAES et al., 2008; KANT et al.,
2010).

O L. delbrueckii UFV H2b20 foi isolado a partir de fezes de crianga
alimentada exclusivamente com leite materno (SANTOS, 1984), sendo caracterizada
como homofermentativa, catalase negativa, Gram-positiva, com temperatura de
crescimento entre 15 °C e 37 °C, produtora de substancias antimicrobianas, como o
perdxido de hidrogénio, em quantidades suficientes para inibir o crescimento de
patégenos e de deterioradores de alimentos (SANTOS, 1984; RIBEIRO, 1995;
MONTEIRO, 1999).

Esta linhagem foi originalmente considerada L. acidophilus em virtude do seu
perfil de fermentacao de agucares e da origem no trato digestivo humano, no entanto,
apos a andlise da sequéncia do gene 16S rDNA e ensaios de hibridizagdo DNA-DNA
passou a ser classificada como L. delbrueckii, pois apresenta valores de reassociagao
de DNA acima de 75% para L. delbrueckii subsp. lactis e L. delbrueckii subsp.
delbrueckii que indicam que as linhagens pertencem a uma mesma espécie
(MAGALHAES et al., 2008).

Os estudos desenvolvidos no Laboratorio de Microbiologia Industrial da UFV
demostraram que L. delbrueckii UFV H2b20 possui caracteristicas fisiologicas,
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tecnologicas e genéticas desejaveis a probiose, pois apresenta capacidade de tolerar
as condicdes gastrointestinais simuladas: &cido cloridrico, sais biliares, lisozima, e ao
estresse oxidativo (SANTOS, 1984; AGOSTINHO 1988; SILVA, 2007; LEITE,
2008; FLORESTA, 2008; FERREIRA, 2011). Possui varios genes que codificam
proteinas necessarias a um eficiente sistema proteolitico, o que pode favorecer seu
crescimento em leite (DO CARMO et al., 2011). Esta bactéria mostrou-se capaz de
colonizar o trato gastrointestinal e estimular a resposta imune ndo especifica em
camundongos suicos livres de germe (NEUMANN et al., 1998), além de proteger
estes camundongos contra a infec¢do por L. monocytogenes (SANTOS et al., 2011).
Apresentou, ainda, resisténcia a varios antimicrobianos (FERREIRA, 2006) e quando
suas cé€lulas sdo submetidas a tratamento térmico e acido, preliminar, hd aumento na
sobrevivéncia delas ao processo de congelamento, bem como ao de desidratagdo, por
liofilizagdo ou spray-drying (FURTADO, 2001; DO CARMO, 2006; LEANDRO,
2009).

Probiodticos s@o micro-organismos vivos que conferem beneficios ao
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (REID et al., 2003).
Estes micro-organismos devem ser seguros e capazes de sobreviver as condi¢des de
processamento industrial e estocagem, que incluem os estresses oxidativos,
osmotico, temperatura e/ou uso de solventes, bem como ao processo de liofilizagao;
além das varias condicdes de estresse impostas durante o transito através das
diferentes partes do trato gastrointestinal do consumidor até atingirem o seu sitio de
acdo, aos quais podemos destacar pH gastrico baixo, exposicdo no duodeno as
enzimas digestivas e a bile, elevada competi¢do microbiana e osmolaridade no colon
(LEVERRIER, et al. 2005, ANDERSON et al. 2010; BRON & KLEEREBEZEM,
2011).

Atualmente, duas abordagens adicionais tém sido adotadas na selegdo de
bactérias probioticas: avaliagdo in vitro da funcionalidade e a analise gendmica.
Dentro deste contexto, a andlise da funcionalidade se refere ao tipo de resposta
modulada pelo micro-organismo, ao passo que a analise genomica ¢ uma ferramenta
nova e promissora na selecao de linhagens probidticas, devido ao crescente nimero
de sequéncias atualmente disponiveis e que auxiliam na predicdo das atividades

funcionais dos probidticos (MORELLI, 2007).



Para a funcionalidade dos probidticos sugere-se que, pelo menos, 10°-10°
bactérias vivas devem chegar ao intestino delgado diariamente, o que corresponde ao
consumo de 100 g de produto contendo 10°a 10’ UFC.g"' (SANDERS & in’t VELD,
1999). Dessa forma, a recomendagdo ¢ a de que na data de validade a concentracao
minima corresponda a 10° UFC.g’ do produto, ou 10’ UFC.g" no ponto de
distribuicdo ou, ainda, de ingestdo didria superior a 10° UFC (LEE & SALMINEN,
1995).

As secrecdes acidas, biliares e pancreaticas dificultam a colonizagdo da
maioria das bactérias tanto no estbmago quanto no intestino delgado proximal, com
populacdo de 10'-10° UFC.mL". A densidade bacteriana aumenta no intestino
delgado distal (10* a 10" UFC.ml™") para alcancar seu méaximo no célon (10''-10"
UFC.mL") (O’HARA & SHANAHAN, 2006).

A legislagdo brasileira recomenda que a quantidade do probidtico, expressa
em UFC, contida na porcdo didria do produto pronto para o consumo deve ser
declarada no rotulo, proximo a alegag¢do de probiose. Valores menores que 10%a 10°
UFC na porcdo didria podem ser aceitos desde que a fabricante comprove sua
eficacia (BRASIL, 2002). Além disso, requer laudo de analise do produto que
comprove a quantidade minima viavel do micro-organismo até o prazo final de
validade e teste de resisténcia da cultura a acidez géstrica e aos sais biliares, ou seja,
uma avaliacdo in vitro preliminar (BRASIL, 2008).

Para melhorar a aplicagdao de probioticos na promog¢do da satde humana, ¢
importante compreender efetivamente o seu modo de agdo. O campo de pesquisa da
interacdo entre o hospedeiro—probidtico tem avancado, mas ainda exige uma
caracterizacdo completa e detalhada das moléculas imunomoduladoras do probiotico
em relacdo as respostas moleculares e fisiologicas que podem provocar no
hospedeiro (BRON et al., 2012).

O consumo de bebidas e alimentos que contenham micro-organismos
probioticos € uma tendéncia mundial crescente. Os produtos lacteos fermentados sdo
os mais usados como matriz no desenvolvimento de probidticos para humanos,
entretanto para atender essa demanda, varios produtos nao lacteos tém sido
desenvolvidos. Outros carreadores contendo probidticos recentemente desenvolvidos

sdo: capsulas, queijos, sorvetes, leite em po, iogurtes, leite de soja, sucos de frutas e



vegetais, produtos carneos ¢ a base de cereais (LEITE, 2005; CHAVARRI et al.,
2010; GRANATO et al., 2010).

Linhagens probioticas do futuro serdo provavelmente selecionadas por meio
de uma combinagdo preliminar baseada na genémica seguida por ensaios in Vitro,
mas a avaliagdo in Vivo permanece obrigatoria na etapa de sele¢ao final (MORELLI,
2007). Essa nova geragdo de probidticos ira surgir em pouco tempo, onde os
produtos serdo desenvolvidos para o apoio de pacientes que sofrem de doencas
especificas, para as quais os mecanismos de eficacia serdo comprovados
(TANNOCK, 2009).

A principal funcao do estdmago ¢ o armazenamento temporario dos alimentos
que se misturam a agua e ao suco gastrico, formando o quimo. Absorve também
substancias soliveis em agua e em lipideos como o alcool e alguns medicamentos e
atua regulando a liberacdo do quimo para o intestino delgado (REED & WICKHAM,
2009).

Os componentes importantes do suco gastrico humano sdo acido cloridrico,
eletrélitos, fator intrinseco, muco, bicarbonato e o pepsinogénio, precursor da
pepsina, sendo que a secrecdo destes aumenta apos a refeicdo. O pH ¢ baixo, cerca de
0,7 a 3,8, e a protecao do epitélio gastrico depende da secre¢do do muco e dos ions
bicarbonato. O muco forma uma camada gelatinosa que cobre a superficie da mucosa
gastrica, ja o bicarbonato fica retido nesta camada gelatinosa neutralizando o 4cido,
prevenindo, dessa forma, os danos (BARRET & RAYBOULD, 2009).

A secrecdo pancredtica, rica em bicarbonato, tem a fun¢do de neutralizar a
acidez do quimo quando entra no duodeno a partir do estdbmago. As enzimas
presentes no limen intestinal apresentam atividade 6tima em pH préximo ao neutro
e, portanto, ¢ crucial aumentar o pH do quimo. O suco pancreatico contem varias
enzimas, tais como amilase, tripsina, lipase, ribonuclease e protease, que estdo
envolvidas na digestdo de carboidratos, gordura e proteina de origem alimentar. A
secre¢do biliar também ¢ langada no duodeno, onde os sais biliares t€ém papel na
absor¢do intestinal dos lipideos. O intestino delgado secreta um fluido alcalino
isotonico, que auxilia na manuten¢ao da fluidez do quimo, além de proteger a
mucosa intestinal da presen¢a de qualquer H' presente no limen, principalmente do
duodeno e ileo, onde bactérias fermentam as fibras dietéticas e produzem gas e
acidos graxos de cadeia curta (TSO, 2003).
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A matriz alimentar em que o probiodtico ¢ veiculado pode protegé-lo das
condicdes adversas encontradas durante a passagem pelo trato gastrointestinal, como
0 suco gastrico e o pancreatico, a exemplo de L. delbrueckii que pode sobreviver em
alto numero e chegar ao cdlon, quando as células sdo consumidas junto com
alimentos (PACHECO et al., 2010).

O desenvolvimento da microbiota em humanos ¢ um processo temporal,
dessa forma, o intestino dos recém-nascidos se assemelha a de animais germ free,
sendo este um estado curto, uma vez que poucos minutos apds o nascimento, 0s
bebés sdo expostos as bactérias residentes no canal vaginal materno e na area
perinatal. Apds o nascimento, os bebés entram em contato com outros tipos de
micro-organimos, como aqueles associados aos cuidadores do recém-nascido e ao
ambiente. As primeiras bactérias detectadas nesta fase sdo as Enterobacteriaceae,
cuja abundancia flutua nos primeiros seis meses de vida. Os colonizadores
secundarios sao Bacterioides, Clostridia e Bifidobacteria, que sdo detectados quando
os bebés comegam a se alimentar, seja com leite materno ou por formula infantil. Na
proxima fase do desenvolvimento, as criancas sdo gradualmente desmamadas da
dieta limitada em leite, e nesse momento, a microbiota se apresenta mais diversa e
estruturalmente complexa e comeca a se assemelhar a microbiota do adulto, que ¢é
dominada por membros de apenas duas divisdes de bactérias, Bacteroidetes e
Firmicutes, mas Fungi e Archea também podem ser residentes, compreendendo
menos que 0,05 e 1% dos habitantes totais, respectivamente. (TANNOCK, 2009; YU
& MORRISON, 2009).

A microbiota intestinal fornece ao seu hospedeiro uma barreira fisica a
entrada de patdgenos por exclusdo competitiva, consumo das fontes de nutrientes e
producdo de substancias antimicrobianas. Estes micro-organismos sdo importantes na
manutengdo da integridade da barreira epitelial intestinal por meio das jungdes
célula-célula, no reparo epitelial apds lesdo, metabolizagdo de compostos
xenobidticos e ao maximizarem a disponibilidade caldrica dos nutrientes, seja por
extragdo adicional das calorias derivadas dos oligossacarideos ndo digeriveis da dieta
ou pela promogdo da absorcao de nutrientes, pela modulagdao da capacidade de
absor¢ao do epitélio intetinal e do metabolismo final. A importancia da microbiota
intestinal saudavel e balanceada ndo se restringe apenas ao trato gastrointestinal, pois
esta estimula a imunomodulagdo e regula os niveis e tipos de auto-anticorpos, cujo
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alvo s3o os hormonios reguladores do apetite, ajudando dessa forma no controle do
mesmo (SEKIROV et al. , 2010).

Mudanga da dieta baixa em gordura, rica em polissacarideos vegetais para
outra rica em gordura e agucares, provoca mudan¢a na estrutura da comunidade
intestinal, alterando vias metabodlicas e a expressdo génica no microbioma. Em um
estudo onde camundongos germ-free foram transplantados com microbiota fecal
humana de adultos e aqueles alimentados com a dieta ocidental, rica em gordura e
agucares, apresentaram adiposidade aumentada com representagao significativamente
maior dos membros do Firmicutes acompanhada por uma redugdo dos Bacteroidetes.
Os resultados deste trabalho também indicaram que a microbiota intestinal humana
pode ser transferida com sucesso sem uma queda significativa na diversidade, pois
todos os filos bacterianos, 11/12 classes de bactérias, e 88% (58/66) dos géneros
detectados na amostra humana doadora foram também detectados entre os
camundongos receptores (TURNBAUGH et al., 2009).

O microbioma humano, definido como genomas coletivos que compdem a
microbiota intestinal, fornecem tracos de que os seres humanos nao evoluiram por
conta propria, pois o processo co-evolucionario entre o hospedeiro e sua microbiota
levou a relagdes mutualistas, nas quais a microbiota intestinal recebe nutriente a
partir do hospedeiro e esta fornece ao hospedeiro uma carga adicional de atributos
metabolicos e genéticos, incluindo a capacidade de aproveitar nutrientes que sdo de
outra maneira inacessiveis. A analise da diversidade bacteriana baseada no rRNA
16S revela a composicdo da comunidade microbiana. No entanto, a associagdo entre
a diversidade microbiana e a fisiologia humana depende da compreensdo do
conteido gendmico, sendo crucial considerar o papel dos genes codificados no
microbioma e ndo apenas detectar as espécias isoladamente e, entdo, relaciond-los ao
metabolismo do hospedeiro (LEBEER et al.,, 2010; RAJENDHRAN &
GUNASEKARAN, 2010).

Anadlise metagendmica comparativa do microbioma do intestino humano
demonstra uma diferenca na composicdo global e no repertério de genes entre
adultos e criangas. A microbiota do intestino de lactentes era simples e mostrou uma
variacdo interindividual elevada em taxonomia e composicdo genética, ja os de
adultos e bebés desmamados foram mais complexos, porém mostraram alta
uniformidade funcional independentemente da idade ou sexo. Foram identificadas

9



237 familias de genes comumente encontradas em microbioma de adultos e 136 no
microbioma infantil, com uma pequena sobreposi¢do (KUROKAWA et al., 2007).

Recente achado sugere que os individuos com predisposicao para a obesidade
possuem uma microbiota intestinal mais eficiente na extracdo e/ou armazenamento
de energia a partir da dieta fornecida, em comparacio com as comunidades
microbianas dos individuos magros. Em uma comparagdo entre camundongos
magros e obesos, observou-se nos obesos uma redug¢do de 50% na abundancia de
Bacteroidetes e um aumento proporcional em Firmicutes. Estas alteragdes indicam
que, a obesidade afeta a diversidade da microbiota intestinal. Os pesquisadores
sugeriram que a manipulacdo intencional da estrutura da comunidade pode ser util
para regular o balanco energético em individuos obesos (LEY et al., 2005).

As sequéncias dos genomas de diferentes espécies de Lactobacillus isoladas
tanto do trato gastrointestinal humano quanto de produtos carneos e lacteos
fermentados foram publicados recentemente, incluindo L johnsonii (PRIDMORE et
al., 2004), L. acidophilus (ALTERMANN et al., 2005), L.sakei (CHAILLOU et al.,
2005), L. delbrueckii (van de GUCHTE et al., 2006), L.brevis (MAKAROVA et al.,
2006), L. gasseri (AZCARATE-PERIL et al., 2008), L.helveticus (CALLANAN et
al., 2008), L. fermentum (MORITA et al., 2008), L. plantarum (ZHANG et al.,
2009), L. rhamnosus (KANKAINEN et al., 2009); L. salivarius (JIMENEZ, et al.,
2010), L.crispatus (OJALA et al., 2010); L. casei (MAZE et al., 2010) e L.
kefiranofaciens ZW3 (WANG et al., 2011). A tendéncia é que esssa base de dados
aumente consideravelmente nos proximos anos como consequéncia do aumento da
obtencdo das sequéncias, além da reducdo dos custos destas tecnologias de
sequenciamento de nova geragdo (BRON & KLEEREBEZEM, 2011). Esses
genomas irdo fornecer uma plataforma solida para analise comparativa dos genomas
de organismos que sobrevivem a passagem pelo trato gastrointestinal e o habitam;
além de predizer algumas das atividades probioticas (ALTERMANN et al., 2005).

JENSEN et al. (2012) avaliaram dezoito bactérias do acido latico, incluindo
aquelas utilizadas como culturas staters, as comercialmente disponiveis como
probioticos € as com caracteristicas potenciais de probiose, isoladas tanto de seres
humanos quanto de alimentos. Quando estas bactérias foram expostas ao suco
gastrico simulado de pH 3, trés linhagens L. reuteri avaliadas, DSM 20016, mm4-1a

e fj1, mantiveram o mesmo nivel de viabilidade até 180 minutos; L. reuteri DSM
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17938 mostrou uma pequena redugdo na viabilidade apds 180 minutos (inferior 0,5
ciclo log); L. plantarum WCFS1, NC8, MF1298 e ad2, L. rhamnosus GG, e L.
gasseri ATCC 33.323 revelaram uma redugdo moderada (1-2 ciclos log) na
viabilidade depois de 180 minutos; ja L. plantarum 299v apresentou redugdo de
viabilidade maior (4 ciclos log), enquanto que L. pentosus, L. farciminis e todas as
linhagens de L. sakei tiveram perda total de viabilidade ap6s 180 minutos, em suco
gastrico simulado. Todas as cepas testadas toleraram bem o suco intestinal simulado,
com pancreatina e bile, pois nenhuma das linhagens apresentou reducdo na
viabilidade superior a um ciclo logaritmico. Os autores ressaltaram que o método
utilizado neste estudo nao fornece qualquer informagdo sobre o resultado da
exposicao a bile apds a exposi¢do ao 4cido gastrico.

Andlise gendmica de vinte espécies de Lactobacillus caracterizou o
pangenoma, definido como o complemento total de genes, que apresenta cerca de
14.000 genes que codificam proteinas e 383 conjuntos de genes ortélogos, sendo que
o numero de genes de cada bactéria variou de 1.700 a 3.200 e tamanho 1,8 a 3,3 Mb.
Esta diferenga revela ocorréncia de perda, aquisicdo e/ou duplicacdo dos genes
durante a evolugao (KANT et al., 2010).

As células do hospedeiro que possuem maior interagdo com os probidticos
sao as células epiteliais intestinais, que proporcionam o acesso das bactérias a
camada de muco. Estas células interagem e respondem aos micro-organismos
intestinais por meio dos seus receptores (LEBEER et al. 2010).

Muitas bactérias possuem adesinas, como a proteina de ligacao a fibronectina
(FnBP) cujo alvo de ligagdo ¢ a fibronectina, uma molécula especifica do hospedeiro.
A fibronectina ¢ uma grande glicoproteina, composta por duas cadeias protéicas
variantes de 230 e 270 kDa ligadas por ponte de dissulfeto C-terminal, e ¢ encontrada
nos fluidos corporais, sobre as superficies de células e na matriz extracelular, sendo
esta ultima uma estrutura complexa que envolve as células epiteliais. A fibronectina
funciona como um elo fundamental entre as células e suas matrizes extracelulares, e
atualmente ¢ reconhecida como alvo para um grande nimero de proteinas
bacterianas, que sdao geralmente consideradas por funcionar como adesinas
bacterianas. Vale ressaltar que as FnBPs podem se ligar a um numero crescente de

sitios na fibronectina (HENDERSON et al., 2011).
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A adesdo desempenha um papel importante na persisténcia de uma estirpe
particular no trato digestivo, e também na modulagdo de respostas na célula
hospedeira e na exclusao de patdgenos, onde este ultimo ocorre devido ao fato dos
Lactobacillus competirem pelos mesmos receptores e ocuparem os sitios de ligagdo
potenciais no intestino (VELEZ et al., 2007).

As andlises nutrigenomicas associadas as ferramenteas gendmicas tém
identificado varios fatores bacterianos envolvidos na modulacao do sistema imune e
na barreira mucosa, logo estas abordagens representam um fator determinante na
elucidacdo da resposta fisioldgica ao probiodtico em cada individuo. Estas ferramentas
podem levar a uma melhor estratificagdo dos consumidores, visando uma
suplementagao de probioticos a nivel subpopulacional, com o intuito de melhorar ou
manter a saide, ou ainda reduzir o risco de doenca (BRON et al., 2012).

Proteinas extracelulares produzidas por bactérias probiodticas regulam
algumas vias de sinalizacdo e respostas celulares, como citado anteriormente,
incluindo a secre¢ao de diferentes moléculas efetoras, tais como as quimiocinas,
citocinas ou peptideos antibacterianos, secrecao de muco, indugdo de alteragdes na
propriedades de superficie, rearranjo e melhora das juncdes celulares, prevencao de
apoptose, modulacdo da fun¢do imune e da resposta associada as células do tecido
linfoide intestinal (LEBEER et al. 2010; SANCHEZ et al., 2010).

A abundancia dessas proteinas nos lactobacilos probidticos sugere um papel
importante na adesdo e/ou colonizagdo de superficies da mucosa intestinal
(PRIDMORE et al., 2004; ALTERMANN et al., 2005). Logo, o estudo FnBP em
Lactobacillus pode gerar uma melhor compreensdo das relagdes estabelecidas entre
estas bactérias e o epitélio intestinal (MUNOZ-PROVENCIO et al., 2009).

Mais recentemente, novos avangos cientificos resultaram nas tecnologias
"OMICAS", que explodiram nas 4reas da gendmica, transcriptomica, protedmica, e
revelam muitos processos fundamentais relacionados aos micro-organismos, sejam
eles patogénicos ou ndo, acelerando dessa forma, nosso conhecimento e
entendimento (O’FLAHERTY & KLAENHAMMER, 2011).

Com o avango da gendmica funcional, proteinas extracelulares que contém
dominios envolvidos na adesdo tornaram-se um alvo atraente para a investigagao.
Esse desenvolvimento abre caminhos para desvendar os mecanismos associados a
atividade de promogao a saude dos Lactobacillus em nivel molecular. Dentro deste
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contexto, destaca-se a técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR), que utiliza
moléculas fluorescentes para monitorizar a produgdo de produtos de amplificagdo
durante cada ciclo da rea¢ao de PCR, e ¢é atualmente uma das ferramentas utilizadas
para avaliar a expressdao de genes de bactérias, inclusive a de linhagens probioticas
sob condi¢des de estresse (BUSTIN, et al., 2005).

A gendmica contribui fortemente na compreensdao do comportamento das
LAB em seus diferentes habitats, bem como as suas capacidades de lidar com

situagoes especificas de estresse (BRON & KLEEREBEZEM, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia Industrial do
Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a

Agropecudria — BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa — Minas Gerais.

3.1 Micro-organimo e condigGes de cultivo

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi isolado a partir de material fecal de
crianca recém-nascida (SANTOS, 1984). Células estoque foram congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas a — 80 °C em caldo MRS (De MAN ROGOSA e
SHARPE, 1960), contendo 20 % de glicerol.

Células de L. delbrueckii UFV H2b20 congeladas foram reativadas em leite
em p6 desnatado (Mollico, Nestlé®™) reconstituido a 10% (p/v). Apds a coagulacgdo, as
c€lulas foram transferidas para meio agar MRS, contendo 2% de glicose. Colonias
puras foram transferidas para MRS liquido, incubadas por 24 horas a 37°C. Em
seguida, inoculo de 1% foi preparado em MRS, incubado a 37°C por 18 horas. A
suspensdo de células foi padronizada para uma densidade optica (D.O.) de 0,6
equivalente a 10° UFC.mL" em espectrofotdmetro (Smart Spec™ 3000, Bio-Rad)

em comprimento de onda de 600 nm.

3.2 Producéo de leite fermentado contendo células viaveis de L. delbrueckii UFV
H2b20

A aliquota de 1 mL da cultura, previamente ativada em MRS, foi inoculada
em 50 mL de leite em p6 desnatado (Mollico, Nestlé®) reconstituido a 10 % (p/v),
adicionado de 10% de sacarose. A mistura foi homogeneizada e incubada a 37°C por
18 horas, conforme descrito por LEITE, (2005). Em seguida, o leite fermentado foi
estocado a 7°C ¢ a viabilidade de L. delbrueckii UFV H2b20 foi avaliada antes ¢
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apos 7,14, 21 e 28 dias de estocagem. A viabilidade foi determinada pelo método de
plaqueamento de microgotas em agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C por

24 horas, e o resultado foi expresso em Unidades Formadoras de Colonia

(UFC.mL").

3.3 Simulacéo das condi¢des prevalecentes no trato gastrointestinal humano

3.3.1 Condicao gastrica simulada

Durante 90 minutos as cé€lulas de L. delbrueckii UFV H2b20 foram
submetidas as condigdes gastricas simuladas in vitro PACHECO et al., (2010), com
modifica¢des, em meio contendo pepsina 3% (Sigma Aldrich® P7000), mucina 4 %
(Sigma Aldrich® M2378), e 0,5 % NaCl, com pH 2,0, ajustado pela adi¢do de HCI
SM. A cada 30 minutos, as células foram coletadas por centrifugagdo (MIKRO 200R,
Hettich Zentrifugen), a 7.000g a 4°C, por 5 minutos. O sedimento formado foi
lavado com solucdo de tampao fosfato de sédio-PBS (pH 7,4), por duas vezes, e em
seguida ressuspendido em 400 uL de PBS. Essa suspensdo celular foi avaliada
quanto a sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 pelo método de plaqueamento
em microgotas em agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, € os

resultados foram expressos em (UFC.mL™).

3.3.2 Condicéo intestinal simulada

Apos as células de L. delbrueckii UFV H2b20 serem expostas as condigdes
gastricas simuladas in vitro, foram submetidas durante 150 minutos as condi¢des
intestinais simuladas in vitro, em meio constituido por pancreatina 1 % (Sigma
Aldrich® P1625), mucina 4 % (Sigma Aldrich® M2378), sais biliares 0,3 %
(Himedia®) e 0,5 % NacCl, com pH 6,8 ajustado com 1,5 M NaOH (PACHECO et al.,
2010). A sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 foi determinada conforme

descrito acima.

3.4 Extracdo do DNA total de L. delbrueckii UFV H2b20
O DNA de L. delbrueckii UFV H2b20 foi extraido utilizando o kit Wizard
Genomic DNA purification kit (Promega®, Madison, WI, USA), seguindo as

recomendacdes do fabricante, com algumas modificagdes: as células foram rompidas
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com 10 pL de lisozima 50 mg.mL™" e foram reidratadas com 40 pL da solugdo de
reidratacdo do Kit. O DNA extraido foi analisado pela comparagdo das bandas
obtidas com concentra¢des conhecidas de DNA de fago lambda, por eletroforese em
gel de agarose 0,8%, e, quantificado em Nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo
Scientific, San Jose, CA, USA).

3.5 Selecdo dos genes e Construcéo e selecdo de primers

As sequéncias dos genes possivelmente envolvidos na adesdo, como os que
codificam as proteinas de ligagdo a mucina (mub), a fibronectina (fopA) e proteina
da camada superficial — camada S (slIpA), foram capturadas do banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os primers foram selecionados com o auxilio do programa Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) tendo como base as sequéncias de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 (NC:008054.1) e L. acidophilus NCFM
(NC:006814.3). A qualidade dos primers foi verificada pelo programa Oligo
Analyzer 3.1 (http://www.idtdna.com). Os primers listados na tabela 1 foram

sintetizados pela InvitrogenTM (Sao Paulo, SP, Brasil)

3.6 Deteccdo dos genes de interesse em L. delbrueckii UFV H2b20 por PCR

As reagdes de amplificagdo foram realizadas utilizando-se 5 pL tampao
incolor Gotaq (Promega ®), 2,25 uL MgCl, 25mM, 0,5 pL mix de dNTPs 10mM
(Promega®), 0,5 uL dos primers especificos (Tabela 1), 0,2 pL Go“Taq DNA
polimerase (Promega™), 3 pL de DNA na concentracio de 26,7 ng/uL e 4gua
desionizada estéril (MilliQ; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) para
completar volume final de 25 pL. As condig¢des especificas dos ciclos envolvidos nas
reagoes de PCR estdo listadas na tabela 1. Todas as reagdes foram conduzidas no
termociclador Techne TC-512 (Barloworld Scientific, Staffordshire, UK) e a
temperatura de anelamento a ser utilizada com cada par de primer foi determinada

com o uso do gradiente programavel deste equipamento.
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Tabela 1: Genes, primers e condi¢gdes do PCR utilizados na amplificacdo dos genes
possivelmente relacionados a adesdo em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20.

Gene Primer (5°-3”) Condi¢oes do PCR

1 ciclo 94°C/5 min;
slpA*® SIpAf - TGCTAACAACACTCCAGCTATTGCC 35 ciclos 94°C/1 min,
SIpAr - GCGTCCTTGTCGTAGTAGTATGCGT 40,9°C/30 seg, 72°C/1

min; 1 ciclo 72°C/5

min

fopA® fopAf - AGGAAGGACCGCAAAAACAAGCA 1 ciclo 94°C/5 min;

fopAr - GGATGTCGCTGTCACTTGGCTGG 35 ciclos 94°C/1 min,

65,8 °C/30 seg,
72°C/1 min; 1 ciclo
72°C/5 min

1 ciclo 94°C/5 min; 35
mub ° Mubf-CATGCCATGGTAAGGTCACAGGTGTAACAA ciclos 94°C/1 min,
mubr -GATCTCTAGAAGCCTACTTCACTAGGAGTC 43,2°C —66,6°C/30
seg, 72°C/1 min;1
ciclo 72°C/5 min

invf - TCAAGCAGCGGTCCCAACAGG 1 ciclo 94°C/3 min; 35
Inv ¢ iNVr - CGCAGGACCATGACGAAGAGAGGA ciclos 94°C/1 min,
66°C/30 seg, 72°C/1
min; 1 ciclo 72°C/5

min
RTfbpA° fopAf - CCCGCCTCTACCTGAGCAAG 1 ciclo 50°C/2 min; 1
fopAr - ACGCAGGACCATGACGAAGAGA ciclo 95°C/2 min; 40
ciclos 95°C/15 seg,
60°C/30 seg

*Primers selecionado com base nas sequéncias de Lactobacillus acidophilus NCFM

°Primers selecionado com base nas sequéncias de Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus ATCC
11842

“BUCK et al, 2005.

4 primers selecionado com base na sequéncia parcial do gene fbpA de L. delbreuckii UFV H2b20
obtida por sequenciamento, para PCR inversa.

“Primers selecionado com base na sequéncia parcial do gene fbpA de L. delbreuckii UFV H2b20
obtida por sequenciamento, para qRT-PCR.

3.7 Clonagem e sequenciamento dos genes detectados em Lactobacillus

delbrueckii UFV H2b20
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Os DNAs amplificados foram clonados em pGEM-T Easy Vector
(Promega®), conforme instru¢des do fabricante, e transformados em Escherichia coli
JM109 ultracompetente por choque térmico. Os clones obtidos foram selecionados
aleatoriamente e usados na PCR de coldnia, cuja condi¢do de reagdo foi a mesma
descrita na tabela 1, visando verificar a presenga do inserto. Tais amostras foram
transferidas para meio liquido seletivo (LB+Ampicilina) e incubadas a 37°C por 18
horas. Os plasmideos foram extraidos utilizando o método de centrifugacao descrito
no kit GenElute™ HP Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich®), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os insertos foram sequenciados na Macrogen Inc.

(Korea).

3.8 PCR inversa

A técnica de PCR inversa, descrita por Ochman et al., 1988, foi utilizada
visando amplificar e identificar as sequéncias de DNA que flanqueiam a regido
interna conhecida do gene fbpA obtido pela técnica de PCR padrio.

O DNA gendmico de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi clivado com
a enzima EcoRI a 37°C por 3 horas. Esta enzima nao cliva na regido interna do gene
em estudo ja sequenciado. Apds o tempo de incubagdo, a enzima foi inativada em
banho-maria a 65°C por 15 minutos. A reacdo de ligacdo foi conduzida em volume
final de 10 pL, dos quais: 2 uL. de DNA na concentragdao de 500 ng/uL, 1 pL T4
DNA ligase (Promega™), 1 uL tampdo 10X (Promega®™), dgua desionizada estéril
para completar o volume. A reagdo foi incubada a 15°C por 18 horas, conforme
recomendacdes do fabricante. Uma aliquota da mesma foi utilizada na reagdo de
PCR inversa.

A reacdo de amplificagdo foi conduzida, em volume final 25 pL, contendo: 5
uL tampdo incolor Gotaq (Promega *), 2 uL MgCl, 25mM, 0,5 pL mix de dNTPs
10mM (Promega®™), 0,5 pL dos primers inversos 10 mM, 0,2 uL Go“Taq DNA
polimerase (Promega®), 0,5 uL de DNA obtido na reagdo de ligacdo e agua
desionizada estéril para completar volume. As condigdes especificas dos ciclos
envolvidos na reacdo de PCR inversa estdo listadas na tabela 1. A posicao de
anelamento dos primers foi a seguinte: R(87-64) ¢ F (693-713). Os produtos da PCR
inversa foram verificados em gel de agarose 1,2% contendo gel:red (1:500). As
bandas formadas foram extraidas do gel, purificadas com o auxilio do Kit PureLink
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Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen™) e enviadas para sequenciamento no

Laboratério de Genoémica, UFV.

3.9 Analise comparativa de genes e Analise filogenética

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis no
banco de dados do NCBI, e realizou-se também uma busca de identidade para tais
sequéncias com o auxilio do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool para
nucleotideos (BLASTn).

As multiplas sequéncias obtidas incluindo as utilizadas como grupos externos
foram alinhadas pelo programa Clustal W e utilizadas para a reconstrucdo de arvores

filogenéticas pelo método da Inferéncia Bayesiana no programa MrBayes 3.1.
3.10. Anélise da expresséo do gene fbpA por PCR em tempo real

3.10.1 Condicao de cultivo de L. delbrueckii UFV H2b20 para extracdo de RNA
Células de L. delbrueckii UFV H2b20 congeladas foram reativadas em leite
em p6 desnatado (Mollico, Nestlé™) reconstituido em 4gua para concentrago final de
10% (p/v). Apds a coagulacdo, as células foram transferidas para meio agar MRS
contendo 2% de glicose. Coldnias puras foram transferidas para MRS liquido,
incubadas por 24 horas a 37°C. Em seguida, o leite fermentado foi preparado
conforme item 3.2. Aliquotas de 700 puL desta suspensdo celular incorporada ao leite
adicionado de mesmo volume de PBS foram transferidas para microtubos de 1,5 mL.
Células de 3 microtubos foram consideradas controles e imediatamente
ressuspendidas em 1,4 mL de PBS e as células dos outros 3 microtubos foram
submetidas ao estresse gastrico e intestinal, e incubadas a 37 °C em banho-maria por
240 minutos e centrifugadas. Os sedimentos foram congelados nos mesmos
microtubos utilizando-se nitrogénio liquido e estocados a - 80 °C para posterior

extracao de RNA.

3.10.2 Extracdo de RNA

O sedimento das células tratadas e armazenadas a -80 °C foi descongelado ¢
ressuspendido em 300 pL de Tampao de Eluicdo -TE (pH 8,0) acrescido de 50 pL de
lisozima 50 mg.mL", incubado por 35 minutos a 37°C em banho-maria. A extragdo
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do RNA foi feita de acordo com as instru¢des do fabricante para a utilizagdo do
Trizol (Invitrogen®).

A qualidade e quantidade do RNA obtido foram avaliadas em gel de agarose
1% e em Nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo Scientific, San Jose, CA,

USA), respectivamente.

3.10.3 Obtencédo de cDNA
Uma aliquota de 8 pL do RNA extraido foi tratada com 1 pL DNase
(Promega®), conforme instru¢des do fabricante ¢ 4 pL do RNA tratado foram

utilizados para sintese do cDNA, utilizando o kit ImProm-11™

Reverse Transcription
System (Promega®), segundo instrugdes do fabricante. O c-DNA sintetizado foi
quantificado em Nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo Scientific, San Jose,

CA, USA).

3.10.4 PCR em tempo real

O kit Platinum® SYBR® Green gqPCR SuperMIx-UDG (Invitrogen™) foi
utilizado na amplificacdo e deteccdo de DNA fita dupla sintetizada no PCR em
tempo real quantitativo (QRT-PCR), conforme recomendagdes do fabricante para
reagdes em 2 passos (two-step reactions).

O gene homologo a SigA detectado L. delbrueckii UFV H2b20 foi utilizado
como gene de referéncia apos a verificagdo de que a expressao do mesmo nao foi
significativamente afetada sob condigdes experimentais previamente testadas
(LEITE, 2008). O primer especifico para qRT-PCR foi desenhado com base nas
informagdes obtidas por sequenciamento parcial do gene fbpA (Tabela 1). Tais
primers foram inicialmente testados quanto a formag¢do de um unico amplicon por
PCR convencional, utilizando o cDNA do tratamento controle como molde. Os
resultados desta PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (30
Volt por 3 horas).

O procedimento foi realizado no termociclador CFX96TM Real-Time PCR
detection systems — C100TM ThermalCycler (Bio-Rad). As rea¢des foram montadas
em volume final de 12 pL. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As
condicoes utilizadas foram: 1 ciclo 50°C/2 min; 1 ciclo 94°C/2 min; 40 ciclos
94°C/15 seg, 60°C/30 seg. Terminada a rea¢do de amplifica¢do, todas as amostras
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foram submetidas a andlise pela Curva de Dissociagdo, objetivando verificar a
auséncia de produtos inespecificos e dimeros de primers. As eficiéncias de reagdo
foram determinadas como descrito por PFAFF, (2001) e a quantificacdo da expressao

génica foi realizada utilizando o método 27**“* (LIVAK ¢ SCHMITTGEN, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sobrevivéncia as condigdes prevalecentes no trato gastrointestinal humano

A sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 durante o periodo de
estocagem a 7°C foi verificada no presente estudo. As células cultivadas em MRS, ¢
estocadas a 7°C por 28 dias, apresentaram uma redu¢dao de aproximadamente dois
ciclos logaritmicos, enquanto nas células cultivadas em leite ndo foi obsevado
declinio evidente na sobrevivéncia, cuja contagem de vidveis foi superior a 10°
UFC/mL (Figura 1). Este resultado esta de acordo com os obtidos por LEITE (2005)
que avaliou a sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 em leite fermentado,
sorvete e leite em po e detectou que no periodo de 45 dias o numero de células
reduziu de 10® para 10’ UFC.g"; 3,1 x 10® para 1,1 x10°* UFC.mL" e 10® para 10°
UFC.g", respectivamente. ARAUJO et al. (2009) detectaram que ndo houve
diferenga na contagem de células viaveis L. delbrueckii UFV H2b20 em queijo tipo
Cottage simbidtico durante os 20 dias de estocagem a 5°C. No entanto, quando as
células de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foram submetidas ao tratamento
térmico e dacido preliminar houve aumento na sobrevivéncia ao processo de
congelamento, bem como ao de desidratagdo, liofilizagdo ou spray-drying
(FURTADO, 2001; DO CARMO, 2006; LEANDRO, 2009). Além do aspecto
tecnologico, nossa estirpe de trabalho possui caracteristicas fisiologicas,
imunoldgicas e genéticas desejaveis e necessarias a probiose. A viabilidade de L.
caseli Zhang em leite fermentado também foi mantida elevada (> 10° UFC.g'l)
durante o armazenamento a 4 °C durante 28 dias (WANG, 2009).

Para a funcionalidade dos probidticos sugere-se que, pelo menos, 10°-10°

bactérias vivas devem chegar ao intestino delgado diariamente, o que corresponde ao
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consumo de 100 g de produto contendo 10° a 10" UFC/g (SANDERS & in’t VELD,
1999). Logo, a recomendagdo ¢ que na data de validade a concentragdo minima
corresponda a 10° UFC.g" do produto (LEE & SALMINEN, 1995; BRASIL, 2007),
e nestas condi¢des o produto estava adequado para consumo apos os 28 dias de

estocagem sob refrigeracdo, pois a contagem de vidveis foi superior a 10° UFC/mL

(Figura 1).

9,0 1

—&— H2b20 em MRS
- O--- H2b20 em leite fermentado

Log UFC.mL™

6,0 T T T 1
0 7 14 21 28

Tempo (dias)

Figura 1: Sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 cultivado em

LDR 10 % (o) e em meio MRS (e) durante 28 dias de estocagem sob refrigeracao a
7 °C.

Além da sobrevivéncia ao trato gastrointestinal humano (TGH), os micro-
organismos especificos utilizados na fabricacdo do leite fermentado devem
permanecer viavéis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de
validade, sendo que estes produtos devem ser conservados e comercializados em
refrigeradores mantidos a temperatura nao superior a 10°C (BRASIL, 2007).Vale
ressaltar que os leites fermentados disponiveis atualmente no mercado apresentam

composi¢do variada, sem um padrdo de prazo de validade, alguns declaram 31 dias
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enquanto outros 71 dias de validade, variacdo de mais de 100% (Observacao de
produtos disponiveis no mercado em maio de 2012).

Apods um dia de estocagem de L. delbrueckii UFV H2b20 em leite fermentado
sob refrigeracdo e quatro horas de exposi¢do as condigdes gastricas e intestinais
simuladas simultaneamente, ocorreu reducao correspondente a aproximadamente um
ciclo logaritmico (Figura 2), em comparagdo as células ndo submetidas ao estresse,
ou seja, a populacdo foi reduzida a 10 % de seu valor inicial. No entanto, nas células
cultivadas em MRS nao foi observada variacdo na contagem de células viaveis entre
as que foram submetidas as condi¢des de estresse em estudo em relagdo aquelas que
ndo foram submetidas ao referido estresse.

No sétimo dia de estocagem sob refrigeracdo, as células foram coletadas e
submetidas as condicdes prevalecentes no TGH (Figura 3). Aquelas submetidas ao
estresse ¢ em leite fermentado apresentaram contagem apenas até o tempo 90
minutos, considerando as placas que continham entre 20 e 80 coldnias por gota, que
se refere ao tempo de exposi¢do ao suco gastrico simulado, o que demonstra que
estas células nao sobreviveram ao estresse subsequente, o do suco intestinal
simulado. No tempo 90 minutos houve uma redugdo de aproximadamente um ciclo
logaritmico. Ja as células em MRS mantiveram um padrdo de sobrevivéncia similar
no decorrer do tempo, tanto nas células que foram submetidas ao estresse quanto nas
que ndo foram, sendo que foram detectadas células vidveis até o final do ensaio, ou

seja, apos 240 minutos (Figura 3).
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Figura 2: Sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 cultivado em
LDR 10 % (A) e em meio MRS (B) ap6s a exposi¢ao as condigdes prevalecentes do
trato gastrointestinal (©) e na auséncia dessas condi¢des (®). A sobrevivéncia de L.
delbrueckii UFV H2b20 em LDR 10 % e em meio MRS foi avaliada sob essas
condi¢des com 1 dia de estocagem a 7 °C.
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Figura 3: Sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 cultivado em
LDR 10 % (A) e em meio MRS (B) ap6s a exposi¢ao as condigdes prevalecentes do
trato gastrointestinal (©) e na auséncia dessas condicdes (®). A sobrevivéncia de L.
delbrueckii UFV H2b20 em LDR 10 % e em meio MRS foi avaliada sob essas
condi¢des com 7 dias de estocagem a 7 °C.
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PACHECO et al. (2010) verificaram que durante os primeiros 30 minutos da
fase da condicdo intestinal simulada in vitro, entre o tempo 90 e 120 minutos, as
células de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus rapidamente perderam sua
viabilidade em presenga da amostra de solugdo de amido e leite de vaca com o
amido, caindo de 29% para 6% e de 40% a 10%, respectivamente. No tratamento
controle, sem matriz alimentar, a viabilidade caiu de 28% a 2%. Esse achado pode
ser explicado, pois as células foram primeiramente tratadas em meio acido (pH 2,0),
e quando estas atingiram uma possivel fase de adaptagdo, foram novamente expostas
a mais uma condicdo agressiva (presenca de bile hepatica e pancreatina, pH 6,8), e
este possivelmente ¢ um dos motivos pelo qual a partir do sétimo dia de experimento,
apos 120 minutos, as células de L. delbrueckii UFV H2b20 em leite fermentado nao
sobreviveram ao estresse imposto pelo suco intestinal simulado (Figura 3).

O MRS ¢ um meio de cultura nutricionalmente complexo, composto de varias
fontes de nutrientes. A proteose peptona e o extrato de carne bovina suprem os
compostos nitrogenados e carbonicos. O extrato de levedura fornece o complexo de
vitamina B e a dextrose é o carboidrato fermentavel e fonte de energia. O Polisorbato
80 supre os acidos graxos requeridos para o metabolismo dos lactobacilos. O acetato
de sodio e o citrato de amdnio inibem os Streptococcus, fungos e muitos outros
micro-organismos. Dessa forma, no MRS os nutrientes estdo prontamente
disponiveis para os micro-organismos. Por outro lado, no leite fermentado, os
mesmos necessitam ativar suas vias metabolicas para degradar os constituintes do
leite e converte-los em moléculas necessarias a manutengao da viabilidade das
células de L. delbrueckii UFV H2b20.

As células de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS sobreviveram até o décimo
quarto dia de experimento, com perfil similar ao descrito para o sétimo dia. Este
resultado indica que o leite fermentado conferiu prote¢do as bactérias, uma vez que
houve contagem de células viaveis até o ultimo dia de experimento, ou seja, no
décimo quarto dia (Figura 4), vigésimo primeiro (Figura 5) e vigésimo oitavo (Figura
6) quando as células de L. delbrueckii UFV H2b20 estavam em leite fermentado.
Nestes ensaios, no inicio da fase da condi¢do gastrica simulada in vitro, entre 0 e 30
minutos, foi observado maior perda de viabilidade, sendo que as redugdes, com 90
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minutos, foram de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos no tratamento em relacdo

ao controle.
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Figura 4: Sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 cultivado em
LDR 10 % (A) e em meio MRS (B) apds a exposi¢do as condi¢des prevalecentes do
trato gastrointestinal (©) e na auséncia dessas condi¢des (®). A sobrevivéncia de L.
delbrueckii UFV H2b20 em LDR 10 % e em meio MRS foi avaliada sob essas
condi¢des com 14 dias de estocagem a 7 °C.
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Figura 5: Sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 cultivado em
LDR 10 % apos a exposicao as condi¢des prevalecentes do trato gastrointestinal (o)
e na auséncia dessas condigdes (®). A sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20
em LDR 10 % foi avaliada sob essas condigdes com 21 dias de estocagem a 7 °C.
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Figura 6: Sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 cultivado em
LDR 10 % apo6s a exposicao as condi¢des prevalecentes do trato gastrointestinal (o)
e na auséncia dessas condig¢des (®). A sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20
em LDR 10 % foi avaliada sob essas condi¢des com 28 dias de estocagem a 7 °C.

Existem na literatura alguns trabalhos que avaliaram a tolerdncia de
Lactobacillus sp. ao ambiente acido e a presenca de sais biliares (AGOSTINHO,
1998; CHARTERIS et al., 1998; ARAUJO et al., 2009; FERREIRA, 2011; JENSEN
et al, 2012). No entanto, poucos estudos sobre a tolerdncia ao transito
gastrointestinal sequencial tém sido relatados (WANG et al., 2009; ZHOU et al.,
2009; PACHECO et al., 2010; MADUREIRA et al. 201 1;WANG et al., 2012).

A sobrevivéncia a passagem pelo trato gastrointestinal ¢ dependente tanto da
estirpe quanto da matriz alimentar envolvida no produto probiotico (SAXELIN et al.,
1993). A matriz alimentar em que o probiodtico ¢ veiculado pode protegé-lo das
condi¢des adversas encontradas durante a passagem pelo trato gastrointestinal, a
exemplo de L. delbrueckii que pode sobreviver em alto nimero e chegar viaveis ao
colon, quando as células sdo consumidas junto com alimentos (PACHECO et al.,
2010).

Os dados do presente trabalho confirmam os obtidos por ARAUJO et al.,
(2009) que avaliaram a sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 incorporado em

queijo Cottage simbidtico e observaram que essa bactéria exibiu resisténcia
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satisfatoria a baixos valores de pH e a altas concentragdes de sais biliares. Este
micro-organismo apresentou resisténcia ao baixo pH e altas concentracdes de sais
biliares, sobreviveu e foi capaz de se multiplicar em ambientes com antibidticos e
quimioterapicos, mostrando potencial para se instalar em condi¢des de desequilibrio
da microbiota intestinal (AGOSTINHO, 1988).

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 nao cresce em meio MRS pH 3,5,
entretanto, apds quatro horas de exposicao a essa condi¢ao ocorreu reducao de
aproximadamente um ciclo logaritmico na curva de sobrevivéncia, indicando a
tolerancia relativa ao estresse acido. Esta bactéria apresentou maior tolerancia aos
sais biliares mistos e menor, nas condi¢des testadas, ao acido glicodeoxicolico. Em
concentracoes de 0,05 % e 0,1 % de sais biliares mistos no meio de cultivo nao
ocorreu alteragdo do crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 no periodo
experimental, quando comparado ao controle. Entretanto, nas mesmas concentragdes
de acido glicodeoxicoélico, L. delbrueckii UFV H2b20 ndo apresentou crescimento,
mas apos quatro horas de exposi¢ao a 0,05 % deste acido conjugado, ocorreu redugdo
correspondente a aproximadamente um ciclo logaritmico em relacdo ao tratamento
controle (FERREIRA, 2011).

ZHOU et al., (2009) demonstraram que bactéria do acido latico do griao de
kefir exibiu excelente tolerancia as condi¢des do trato gastrointestinal simuladas e
sequenciais. Outros pesquisadores testaram a viabilidade das células de Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus tratadas em condigdes gastricas e intestinais sequenciais
in vitro e em presenca de trés amostras de alimentos (solu¢ao de amido, leite de vaca
com amido, comida tipica mexicana) e duas amostras de bebidas (café e cerveja). No
final do tratamento 73% das células adicionadas a comida mexicana permaneceram
viaveis. Isto significou viabilidade 76 e 36,5 vezes maior em relagdo ao controle e as
c€lulas tratadas sob as mesmas condigdes em presenca da amostra de leite com 8%
amido, respectivamente. No final deste mesmo tratamento, a viabilidade das células
sem amostra de alimento ou bebida foi de 1% (PACHECO et al., 2010).

Queijo adicionado de estirpes probidticas foi exposto as condigdes in vitro
seqlienciais dos quatro principais passos de digestdo: boca (saliva artificial), esofago-
estdbmago (suco gastrico artificial), duodeno (suco intestinal artificial) e ileo. As
condicdes da boca apresentaram um efeito desprezivel sobre as bactérias avaliadas,
enquanto as condi¢des esofago-estdbmago, duodeno e ileo diminuiram o niimero de L.
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casel e L. acidophilus viaveis, tanto naquelas em MRS quanto as incorporadas ao
queijo. A matriz alimentar avaliada, o queijo, protegeu essas linhagens durante o
transito pelo sistema gastrointestinal simulado (MADUREIRA et al., 2011).

Recente trabalho demonstrou que a contagem de L. casei Zhang viaveis em
suspensdo diminuiu significativamente durante o transito no suco gastrico simulado,
mas que a contagem de bactérias vidveis em leite fermentado ndo teve significativa
mudanga durante o transito no suco gastrointestinal simulado (WANG et al., 2012).
No presente trabalho, as células em MRS apresentaram contagem de células viaveis
at¢ o décimo quarto dia de experimento, enquanto as em leite fermentado
sobreviveram até o final do experimento, ou seja, por 28 dias.

A maioria das espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium avaliadas por
CHARTERIS et al., (1998) perdeu 90% da viabilidade durante o transito pelo suco
gastrico simulado, fato este também detectado em nosso experimento (Figura 2).
Apenas um isolado, L. fermentum KLD, foi considerado intrinsecamente resistente.
Considerando a viabilidade durante o transito pelo suco intestinal simulado, quase
todas as linhagens de Bifidobacterium mantiveram-se viaveis, sendo que apenas
Bifidobacterium adolescentis 15703T mostrou uma redugdo progressiva da
viabilidade. Ja L. casei 212.3 e L. rhamnosus GC mativeram viabilidade durante o
transito intestinal apds quatro horas de ensaio. Em contraste, L. casei F19 e L.
fermentum KLD apresentaram reducao na viabilidade (CHARTERIS et al., 1998).

O pré-tratamento das células de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 em pH
3,5 por 30 minutos as torna mais tolerantes ao estresse acido em meio MRS pH 2,5
por 2,5 horas, pois ndo foi observada redugdo significativa da populacdo inicial
(MONTEIRO, 1999). Contudo, como demonstrado por FERREIRA (2011), L.
delbrueckii UFV H2b20 apdés 90 minutos de exposicdo a pH 3,5 apresentou
contagem de células viaveis > 10’ UFC.mL"'. Podemos propor que ao ingerir a
linhagem probidtica em uma matriz alimentar ocorrera aumento do pH gastrico, o
que favorecerd a sobrevivéncia do micro-organismo em questdo. Além disso,
podemos destacar o fato que a secrecdo dos componentes do suco gastrico aumenta
apos a refeicdo (BARRET & RAYBOULD, 2009). Dentre estes podemos citar o
muco ¢ os ions bicarbonato que sao responsaveis pela protegdao do epitélio gastrico, e

que possivelmente atuam na prote¢do da linhagem probidtica. No presente trabalho
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foi verificada além do pH baixo (pH 2,0), a presenga de mucina na sobrevivéncia de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20.

As células L. delbrueckii UFV H2b20 foram avaliadas quanto a aplicac¢ao de
tratamentos preliminares, térmico e acido, € sua resposta a Varios processos
tecnologicos, como desidratagdo, liofilizagdo ou spray-drying. Observou-se aumento
na sobrevivéncia nas condigdes supracitadas (FURTADO, 2001; DO CARMO, 2006;
LEANDRO, 2009). Dessa forma, se um estresse preliminar numa dose subletal for
aplicado ao lactobacilo antes da produgdo do leite fermentado, provavelmente a sua
viabilidade serd maior durante o periodo de estocagem refrigerada e
consequentemente tolerard melhor as condi¢des prevalecentes no TGH, sendo esta
uma estratégia que deve ser futuramente avaliada, pois o L. delbrueckii UFV H2b20,
apresenta varias caracteristicas fisioldgicas, tecnologicas, imunologicas e genéticas
desejaveis a probiose ja comprovadas cientificamente (SANTOS, 1984;
AGOSTINHO 1988; NEUMANN et al., 1998; LEITE, 2005; SILVA, 2007; LEITE,
2008; FLORESTA, 2008; FERREIRA, 2011, SANTOS et al. 2011; DO CARMO et
al, 2011) .

As condigdes in vitro em que L. delbrueckii UFV H2b20 foi exposto no
presente estudo sdo bastante diferentes daquelas situagdo in vivo. No entanto, o
ensaio de tolerdncia in vitro forneceu importantes informagdes sobre o

comportamento desta bactéria frente aos estressses avaliados.

4.2 Genes relacionados a adesao em L. delbrueckii UFV H2b20

Genes possivelmente relacionados a adesdo como os que codificam as
proteinas de ligagao a mucina (mub) e proteina da camada superficial — camada S
(sIpA) ndo foram detectados no presente estudo pela técnica de PCR e
sequenciamento.

O gene fbpA que codifica a proteina de ligagao a fibronectina foi identificado
por PCR. Esse achado sugere que L. delbrueckii UFV H2b20 tem a capacidade de se
ligar a fibronectina, uma glicoproteina dimérica da superficie celular do hospedeiro,
0 que pode justificar a conclusdo de que a adesdo dos Lactobacillus em tecidos da
mucosa intestinal humana ¢ supostamente mediada por proteinas da superficie
celular e polissacarideos (LEBEER et al., 2008). Esta proteina de ligacdo a
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fibronectina parece atuar como uma ponte proteica entre a superficie bacteriana e as
proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, embora o mecanismo exato pelo qual
esta interagdo ocorra nao ¢ compreendido (BUCK et al., 2005).

O genoma de L. gasseri ATCC 33323 tem o maior nimero de proteinas de
ligagdo a mucina (Mub), possivelmente 14, entre os lactobacilos sequenciados.
Lactobacillus acidophilus NCFM possui, varias proteinas de ligagdo a Mub
(ALTERMANN et al., 2005) assim como o L. plantarum WCFS1 (KLEEREBEZEM
et al., 2003). Ja L. johnsonii NCC 533 possui varios homoélogos Mub (PRIDMORE
et al., 2004).

Analise do genoma L. delbrueckii ATCC 11842 (van de GUCHTE et al.,
2006), L. delbrueckii BAA-365 (MAKAROVA et al., 2006), revelou auséncia de
genes que codificam proteinas da camada superficial — camada S, envolvidas na
ligagdo a mucosa intestinal, importantes para a adaptagdo no intestino.

Em L. rhamnosus GG foram identificados varios tipos de proteinas com
dominios relacionados a adesao e colonizagao do hospedeiro, sendo que varias destas
proteinas continham dominios de ligagdo a fibronectina (KANKAINEN et al., 2009).
L. gasseri ATCC 33323 (AZCARATE-PERIL et al., 2008), Lactobacillus.
acidophilus  NCFM (ALTERMANN et al, 2005), L. plantarum WCFSI
(KLEEREBEZEM et al., 2003) também possuem proteinas de ligacao a Fbp.

Os genes que codificam FbpA, Mub e SIpA contribuem para a capacidade de
L. acidophilus NCFM de se aderir as células Caco-2 in vitro. Mutagdo em fbpA
resultou em redugdo de 76 % na aderéncia, em mub de 65 % ¢ de 85 % quando em
sIpA, confirmando que a adesdo é determinada por multiplos fatores (BUCK et al.,
2005).

Analise do genoma L. delbrueckii ATCC 11842 (van de GUCHTE et al.,
2006), L. delbrueckii BAA-365 (MAKAROVA et al., 2006), revelou auséncia de
genes que codificam proteinas de superficie, proteina S, envolvidas na ligagdo a
mucosa intestinal, importantes para a adaptag@o no intestino.

A analise comparativa da sequéncia parcial obtida do gene fbpA revelou alta
identidade (98%) com os de L. delbrueckii ATCC 11842 (Tabela 2). A presenga de
fopA em L. delbrueckii UFV H2b20 pode significar vantagem na sua capacidade de

colonizar o intestino.
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Tabela 2. Tamanho da sequéncia parcial obtida do gene fbpA de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 e seu respectivo valor de identidade em relagao
ao gene de Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842.

L _ Tamanho da Identidade
Gene Sequéncia obtida b
sequéncia (BlastN)
fopA 1099 1384 98 %

*Sequéncias parciais em pares de bases (pb) obtidas do sequenciamento dos genes de L. delbrueckii
UFV H2b20

°Sequéncias dos genes em pares de bases (pb) de L. delbrueckii ATCC 11842, disponiveis no banco
de dados NCBI

A arvore filogenética reconstruida pelo método da Inferéncia Bayesiana com
as sequéncias dos ortdlogos do gene fhpA, apresentou altos valores de bootstrap na
maioria dos ramos (Figura 7). A reconstrucdo da historia evolutiva deste gene
demonstrou que o mesmo se agrupou com os ortdlogos de bactérias probioticas, o
que indica que L. delbrueckii UFV H2b20 compartilha mecanismos de adesdo com
as linhagens probidticas analisadas. A sequéncia correspondente a L. delbrueckii
UFV H2b20 agrupou com a de L. delbrueckii ATCC 11842, sugerindo uma
proximidade filogenética entre os dois micro-organismos. Trabalhos anteriores
revelaram resultados que confirmam esta maior proximidade de L. delbrueckii UFV
H2b20 a L. delbrueckii e suas subespécies, por experimentos de hibridizagdo de
DNA-DNA e em anélises filogenéticas (SILVA, 2007; LEITE, 2008; MAGALHAES
et al., 2008; DO CARMO et al., 2011; FERREIRA, 2011).

A partir da analise da sequéncia obtida pela técnica de PCR inversa foi
possivel determinar a presenca de 155 pares de bases da regido inicial do gene fbpA
de L. delbrueckii UFV H2b20. Logo, a sobreposi¢do do produto de PCR inversa com
o obtido pela PCR convencional resultou em uma nova sequéncia de nucleotideos de
1099 pares de base. A seqiiéncia esta disponivel no GenBank com niimero de acesso

NC:114846 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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1
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0.3

Figura 7. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayseiana com ort6logos
do gene fbpA. Listeria monocytogenes HCC23 e Bacillus subtilis foram utilizados
como grupo externo.

A exposigdo de células de L. delbrueckii UFV H2b20 incorporadas em uma
matriz alimentar, o leite fermentado, por 240 minutos as condic¢des prevalecentes no
TGH provocou redugdo da expressdo do gene fbpA (Figura 8). Tal achado pode ser
explicado pelo fato de a andlise ter sido feita no final do tratamento, ou seja, apos 4
horas, que era nosso objetivo neste trabalho. Este resultado ndo descarta o
envolvimento deste gene na resposta ao estresse imposto pela simulagdo do trato
gastrointestinal humano. Vale ressaltar que esta andlise foi proposta dentro do
contexto atual usado na selegdo de bactérias probidticas: avaliagdo in vitro da
funcionalidade e a andlise gendmica (MORELLI, 2007), dessa forma foi detectada a
presenca do gene fbpA com sucesso por PCR e sequenciamento, no entanto o tipo de
resposta modulada pelo L. delbrueckii UFV H2b20 ainda permanece sem total
compreensdo, sendo que novas andlises em intervalos de tempo menores sao
necessarias para compreender melhor o comportamento deste gene em relagcdo as

condicOes de estresse. Nao ha relatos na literatura sobre a expressdo do gene em
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estudo, apenas do papel de polissacarideos extracelulares na resisténcia ao acido e a
bile em L. acidophilus ¢ L. Reuteri (SCHAWAB et al., 2007). A producdo destes
polissacarideos parece ser reduzida na presencga de bile nestes micro-organismos. No
entanto, a resisténcia ao pH de um mutante deficiente na produgao de polissacarideos
extracelulares ndo foi afetada (SCHAWAB et al., 2007). O perfil de expressao dos
genes de L. casei Zhang foi significativamente diferente durante o transito no suco
gastrointestinal simulado quando as bactérias estavam em suspensao ou em leite

fermentado (WANG et al., 2012).
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Expressao relativa

0.0

Controle Tratamento

Figura 8. Expressao relativa do gene fopA de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
exposto as condigdes prevalecentes no trato gastrointestinal humano, por
240 minutos. As barras de erro correspondem aos desvios-padrao.
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5. CONCLUSOES

Em resumo, os resultados mostraram que L. delbrueckii UFV H2b20 é capaz
de tolerar as condigdes da estocagem refrigerada apos 28 dias mantendo sua
viabilidade em niveis superiores 10° UFC.mL". Quando submetida as condi¢des
prevalecentes no TGH detectamos que a matriz alimentar avaliada, o leite
fermentado, conferiu protecao.

O gene fbpA que codifica a proteina de ligagao a fibronectina foi identificado
por PCR e sequenciamento, sugerindo que L. delbrueckii UFV H2b20 tem a
capacidade de se ligar a fibronectina. Este gene se agrupou com os ortdlogos de
bactérias probiodticas. No entanto, a exposicdo das células de L. delbrueckii UFV
H2b20 incorporadas em leite fermentado, por 240 minutos as condigdes
prevalecentes no TGH provocou redugao da expressao deste gene, detectado por RT-
PCR. Estudos com mutantes sdo necessarios para confirmar a envolvimento deste

gene na adesdo em L. delbrueckii UFV H2b20 sob condigdes de estresse.
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