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RESUMO

FERREIRA, Alessandra Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2011. Respostas fisiologicas e moleculares de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
aos estresses acido e por sais biliares. Orientadora: Célia Alencar de Moraes.
Coorientadores: Arnaldo Chaer Borges e Marisa Vieira de Queiroz.

As bactérias do acido lactico utilizadas como probiodticos devem resistir a acidez
do estdmago e a presenca de sais biliares no intestino. O presente trabalho teve por
objetivo estudar as respostas fisioldgicas e morfoldgicas de células de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 aos estresses acido e por sais biliares, além de identificar e
realizar andlises filogenética e de expressdo de genes possivelmente relacionados a
esses estresses. Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 nao cresce em caldo MRS pH 3.5
entretanto, células mantidas neste meio por quatro horas toleram o estresse acido, como
demonstrado por curvas de sobrevivéncia. A maior tolerancia da bactéria aos sais
biliares mistos e a menor ao acido glicodeoxicoélico sdo caracteristicas de L. delbrueckii
UFV H2b20 submetida a estes estresses, em estudo in vitro. A analise da morfologia
das células por Microscopia de Forca Atomica (MFA) mostrou que os estresses acido e
por sais biliares provocaram alteracdes na morfologia da célula — a superficie da parede
se apresentou rugosa com acentuada redu¢do na dimensao correspondente a altura, em
todas as condicdes de estresse testadas. Em conjunto, os resultados demonstram
caracteristicas de respostas fisiologicas de L. delbrueckii UFV H2b20 aos estresses
acido e por sais biliares desejaveis e necessarias em bactéria probiotica, ou seja, resistir
e sobreviver em condi¢des similares as prevalecentes no trato gastrointestinal (TGI) de
humanos. Os genes clpP, clIpE, clpL e clpX de L. delbrueckii UFV H2b20, cujos
produtos pertencem ao complexo proteolitico Clp apresentaram alta identidade de
sequéncia, variando de 96 a 97 % com as de Lactobacillus delbreuckii subsp. bulgaricus
ATCC 11842. As arvores filogenéticas reconstruidas por Inferéncia Bayesiana
mostraram os genes c/pP, clpL e clpE agrupados com os de L. delbreuckii subsp.
bulgaricus ATCC 11842. As exposi¢des das células aos meios MRS pH 3,5, MRS
contendo 0,1 % de sais biliares mistos ¢ a MRS contendo 0,1 % de acido
glicodeoxicolico por 30 e 60 minutos aumentaram a expressdo dos quatro genes,
enquanto a exposicdo a 4cido taurodeoxicélico aumentou apenas a do gene c/pL.
Considerando o envolvimento dos genes clpP, clpL, cIpE e clpX nas respostas aos

estresses acido e por sais biliares infere-se que a atividade do complexo proteolitico Clp
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pode representar mecanismo de reparo e/ou degradagdo de proteinas danificadas pelas
condi¢des de estresse analisadas neste estudo. Os genes codificadores de ornitina
descarboxilase e de permease de aminoacido identificados em L. delbrueckii UFV
H2b20 agruparam na reconstrucdo filogenética com os de L. delbreuckii subsp.
bulgaricus ATCC 11842, sendo de 96 a 98 % a identidade das sequéncias. O aumento
da expressdo do gene que codifica a ornitina descarboxilase apds a exposicdo das
células por 30 e 60 minutos em MRS pH 3,5, meio rico, mostra o envolvimento deste
gene na resposta ao estresse adcidoem L. delbrueckii UFV H2b20 e evidencia que a
proteina codificada por esse gene ¢ a envolvida na regulacdo do pH intracelular. Sugere-
se a descarboxilagdo de aminodcidos como mecanismo de adaptagdo a condigdo de
acidez do meio. Com o estudo da expressao dos genes spx, dps € pox, todos envolvidos
no estresse oxidativo em L. delbrueckii H2b20, caracterizou-se base molecular
envolvida no fendmeno de protegdo cruzada in vitro ao constatar-se a sobreposi¢ao ¢ a
inespecificidade de genes aos estresses investigados. Particularmente, o aumento da
expressdo do gene dps apoOs exposi¢do das células aos meios MRS pH 3,5 e MRS
contendo 0,1 % de acido glicodeoxicolico foi interpretado como mecanismo de protegdo
do DNA a acidez interna das células. No presente estudo, bases fisiologicas e
moleculares que possibilitam a probiose por L. delbrueckii UFV H2b20 ficam
esclarecidas no que tange a existéncia de mecanismos para sobrevivéncia e persisténcia

em condig¢des presentes no TGI de humanos.
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ABSTRACT

FERREIRA, Alessandra Barbosa, D.Sc., Federal University of Vigosa, March, 2011.
Physiological and molecular responses in Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 to
acid and bile salts stress. Adviser: Célia Alencar de Moraes. Co-Advisers: Arnaldo
Chaer Borges and Marisa Vieira de Queiroz.

The lactic acid bacteria used as probiotics must resist the acid environment of
the stomach as well as bile salts in the intestine. The objective of this work was to study
the physiological and morphological responses of Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20 to acid and bile salts stress and to identify and accomplish phylogenetic and
expression analysis of genes related to these stress. Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20 does not grown MRS broth pH 3.5, however, cells treated in this medium for
four hours tolerate acid stress, as demonstrated bysurvivalcurves. This bacterium is
more tolerant to mixed bile salts and less tolerant to glycodeoxycolic. Analysis of cell
morphology by atomic force microscopy (AFM) showed that acid stress and bile salts
caused changes in cell morphology - the wall surface became rough and reducted in
height, in all stress conditions tested. The results demonstrate that L. delbrueckii UFV
H2b20 may resist similar conditions prevailing in the gastrointestinal tract of humans.
The genes clpP, clpE, clpL and clpX of L. delbrueckii UFV H2b20, whose products
belong to the Clpproteolytic complex showed high sequence identity, ranging from 96
to 97% with those of Lactobacillus delbreuckii subsp.bulgaricus ATCC 11842.
Phylogenetic treesreconstructedbyBayesian inferenceshowedthegenes clpP, clpE and
clpL grouped with the genes of L.delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842. The
expression increase of the clpP, clpE, clpL and clpXgenesin L. delbrueckii UFV H2b20
in response to acid and bile salts stress was observed after 30 and 60 minutes. The
exposure of cells to MRS pH 3,5, MRS containing 0,1 % mixed mixed bile salts and
MRS containing 0,1 % glycodeoxycolic acid for 30 and 60 minutes increased the
expression of four genes, while exposure to taurodexycolic acid increased the
expression of c/pL alone. The involvement of clpP, clpE, clpL and clpX in the responses
to acid stress and bile salts showed that the activity of the Clp proteolytic complex may
represent the mechanism of repair and/or degradation of proteins damaged by the stress
conditions analyzed in this study. The genes encoding ornithine decarboxylase and

amino acid permease identified in L. delbrueckii UFV H2b20 grouped in phylogenetic
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reconstruction with those of L. delbreuckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, with 96 to
98% identity of sequences. The expression of the gene encoding ornithine
decarboxylase increased after exposing the cells for 30 and 60 minutes in MRS pH 3.5,
a rich medium, an evidence of the involvement of this gene in acid stress response in L.
delbrueckii UFV H2b20 and also that the protein encoded by this gene is involved in the
regulation of intracellular pH. It is suggested that the decarboxylation of amino acids as
a mechanism for adaptation to acid stress. The molecular basis of the cross protection
phenomenon was characterized by the expression of spx, dps and pox, all involved in
oxidative stress response. There are overlaps and inespecifity in the expression of those
genes to stress investigated. The increased in dps expression following exposure to pH
3.5 to 0,1 % glycodexycolic acid was interpreted as a DNA protective mechanism to
low internal cell acidity. In this study, physiological and molecular basis that enable
probiose in L. delbrueckii UFV H2b20 are clarified with regard to the existence of

mechanisms for survival and persistence under conditions present in the human gut.
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INTRODUCAO GERAL

As bactérias do género Lactobacillus sdo expostas as condigdes adversas durante
a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI), especialmente a acidez do estobmago e a
presenca de sais biliares no intestino. A capacidade de sobrevivéncia neste ambiente ¢
uma caracteristica de importancia em programas de sele¢do de linhagens com potencial
para uso em probidticos.

A exposi¢ao de células microbianas as condi¢des de estresse envolve resposta
transcricional ampla, com repressdo e inducdo de genes cujos produtos sdo requeridos
para superar os efeitos do estresse. Alguns desses genes parecem ser especificos,
enquanto outros sdo induzidos por varios tipos de estresse € s3o denominados genes de
resposta geral ao estresse. Os relatos sobre respostas de bactérias ao estresse ambiental
tém mostrado comportamentos distintos e dependentes do micro-organismo em estudo.

Recentemente, o termo probiogendmica foi proposto para ser usado em estudos
que envolvam genomas de bactérias probidticas. A integracao da probiogendmica e da
gendmica funcional ird expandir os conhecimentos sobre os papéis da microbiota
probidtica, das interagdes micro-organismo X micro-organismo € micro-organismo x
hospedeiro (VENTURA et al., 2009). Desta forma, os referidos estudos devem resultar
em estratégias para melhorar a robustez de linhagens com potencial para uso em
aplica¢do industrial (ZHU et al., 2009).

O sequenciamento de genomas, os estudos de gendmica funcional de varias
bactérias do acido lactico, incluindo as do gé€nero Lactobacillus € os avangos nas
ferramentas de bioinformadtica estdo fornecendo conhecimento sobre a diversidade e
evolucdo deste grupo, bem como revelando as bases moleculares envolvidas na
probiose. Assim, a identificagdo de genes exclusivos nos probiogenomas e sua
verificagdo funcional sdo estratégias adotadas e que no futuro podem permitir o uso de
sondas especificas para screening high-throughput e selecdo mais eficiente de
probidticos (VENTURA et al., 2009; ZHU et al., 2009).

Assim, diante do exposto e tendo em vista a diversidade dos mecanismos de
respostas aos estresses em diferentes espécies, € mesmo entre diferentes linhagens, ¢ o
fato de que para exercerem os efeitos benéficos no hospedeiro, os probiodticos devem
resistir as condi¢des do TGI, objetivou-se com este trabalho, conhecer as respostas

fisiologicas e morfologicas de células de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 aos



estresses acido e por presenca de sais biliares, além de identificar e realizar analises

filogenética e de expressdo de genes possivelmente relacionados a esses estresses.
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Capitulo 1 - GENOMICA DA PROBIOSE EM Lactobacillus

1. Microbioma Intestinal Humano

O Projeto Microbioma Humano, iniciado em 2007, objetiva caracterizar o
microbioma humano utilizando tecnologias high-throughput, determinar se existem
associacdes entre as mudangas no microbioma e entre saide ¢ doenga; bem como
demonstrar se existem meios para melhorar a saude pelo monitoramento ou pela
manipula¢do do microbioma humano. O conceito de microbioma humano, sugerido em
2001, refere-se a comunidade ecologica de micro-organismos comensais, de simbidticos
e de patogénicos que estdo presentes no nosso corpo (LEDERBERG ¢ McCRAY,
2001). Atualmente, o termo microbioma refere-se a colegdo completa de genes da
microbiota (TURNBAUGH et al., 2007).

A microbiota humana é composta por aproximadamente 100 trilhdes de células
microbianas, o que representa 10 vezes mais o numero total de células humanas
(SAVAGE, 1977). A importancia desta interagdo no contexto de uma ampla visdo
ecoldgica estd no fato da sobrevivéncia de micro-organismos € de humanos ser
interdependente (HOPPER ¢ GORDON, 2001) e como consequéncia, o conhecimento
do potencial metabdlico humano requer a caracterizagdio do microbioma. O trato
gastrointestinal (TGI) € colonizado ou carrega transitoriamente uma cole¢do de micro-
organismos dindmica, diversa e complexa em termos taxonomicos (HOPPER et al.,
2002). O microbioma intestinal contém aproximadamente 150 vezes mais genes que o
genoma humano e concorre para o aumento expressivo do potencial metabdlico do
organismo humano (QIN et al., 2010).

A microbiota intestinal ¢ de importancia crucial para a vida humana, ela atua na
protecdo do epitélio intestinal (HOPPER e GORDON, 2001), na maturagdo do sistema
imune (MAZMANIAN et al, 2005), no balango energético do hospedeiro
(TURNBAUGH et al., 2006), na degradagdo de componentes ndo digeriveis da dieta
(FLINT et al, 2008), portanto impacta a fisiologia e a nutricgdo do hospedeiro
(HATTORI e TAYLOR, 2009). Por todas estas razdes autores tém considerado os
humanos como “super organismo”, cujo metabolismo representa uma mistura de
atributos humanos e microbianos (GILL et al., 2006). Além disso, alteracdes na

microbiota estdo ligadas a varias doencas, incluindo alergia (MACDONALD et al.,



2005), cancer (MCGARR et al., 2005) obesidade (TURNBAUGH e GORDON, 2009) e
doenga inflamatoria intestinal (QIN et al, 2010),. Analise do perfil bacteriano revelou
diferengas entre a microbiota de individuos saudaveis, comparada com a de pacientes
com colite ulcerativa e com doenga de Crohn's (QIN et al., 2010).

O conhecimento da diversidade da comunidade microbiana intestinal e do
potencial genético das populacdes que a compdem s expandiu-se com a aplicagdo de
técnicas independentes de cultivo no estudo da composi¢do do TGI (ZOETENDAL et
al., 2006). Com o advento de analise metagendmica estd sendo possivel caracterizar o
microbioma e melhor compreender a interacao entre as células do hospedeiro ¢ as da
comunidade microbiana residente (HATTORI e TAYLOR, 2009).

Os sequenciamentos high-throughput, como o pirossequenciamento € o0s
microarranjos de DNA, como o HITChip (CLAESSON et al, 2009), ja estdo sendo
utilizados na caracteriza¢do do microbioma humano (HAMADY e KNIGHT, 2009). As
novas ferramentas para andlises multivariadas e avancos nas ferramentas de
bioinformatica sdo requeridas para integrar o grande volume de informacdes geradas
por essas técnicas e para permitir a inferéncia de funcdes de membros de comunidades
complexas, como as do TGI (TURNBAUGH e GORDON, 2009). Na atualidade, ha
consenso sobre a necessidade do conhecimento sobre diversidade, funcionalidade e
potencial genético da comunidade microbiana intestinal, para se entender e explorar o
impacto da microbiota intestinal na satide humana (QIN ef al., 2010). As tecnologias
high-throughput e as novas ferramentas computacionais estdo revolucionando as
analises das comunidades microbianas (HAMADY e KNIGHT, 2009, O'FLAHERTY e
KLAENHAMMER, 2011).

A andlise metagenomica do intestino revelou que a diversidade da microbiota
intestinal foi subestimada pelos estudos que utilizaram técnicas dependentes de cultivo
(ECKBURG et al., 2005; RAJILIC-STOJANOVIC et al., 2007). Representantes dos
trés dominios da vida, Bacteria, Archaea e Eukarya, estdo presentes no trato intestinal
(ECKBURG et al.,, 2005). Os dominios Archaea e Eucarya sdo representados por
membros de apenas um filo cada, enquanto XXX filos sao do Bacteria, (RAJILIC-
STOJANOVIC et al., 2007). Nesse dominio, Firmicutes e Bacteroidetes sdo os filos
com maior numero de representantes, sdo mais abundantes e nos em que a diversidade ¢
maior (ECKBURG et al., 2005; XU et al, 2007; QIN et al, 2010). A analise
metagenomica do intestino de 124 individuos revelou que mais de 99 % dos genes no

TGI sdo bacterianos (QIN et al., 2010).



As variagdes na composi¢ao da microbiota entre os individuos ¢ um fato, porém
existe uma estabilidade funcional que permite a microbiota manter a capacidade de
realizar as varias reagdes bioquimicas basicas, incluindo a degradacdo de carboidratos e
a sintese de vitaminas (HOOPER et al., 2002). H4 a possibilidade de que todos os
humanos compartilhem as mesmas espécies microbianas, mas que a abundancia das
mesmas seja distinta entre as pessoas e possa afetar o metabolismo e a saude do
individuo (HAMADY e KNIGHT, 2009). O metagenoma do intestino humano gerou
um catdlogo que contém virtualmente todos os genes microbianos prevalecentes,
forneceu uma ampla visao de fungdes importantes para a vida bacteriana no intestino,
mostrou a complementariedade entre o metagenoma intestinal ¢ o genoma humano e
indicou que muitas espécies bacterianas sdo, de fato, compartilhadas por diferentes
individuos (QIN et al., 2010).

As relagdes entre a microbiota intestinal ¢ o hospedeiro sdo diversas e
complexas e a elucida¢do de como a interagdo das diferentes espécies contribui para a
saide humana continua como desafio para a ciéncia. A principal dificuldade ¢ a de
correlacionar o status saude do hospedeiro com a presenga ou a auséncia de certas
espécies bacterianas (LEEBER et al,, 2008; HAMADY e KNIGHT, 2009). A andlise
metagendmica de comunidades complexas oferece uma oportunidade para examinar de
maneira compreensiva como ecossistemas respondem a perturbagdes ambientais e, no
caso de humanos, como o ecossistema microbiano contribui para a saide e¢ a doenga
(GILL et al., 2006; VENTURA et al., 2009; QIN et al., 2010). O conceito “‘super
organismo” representa uma importante mudanca de paradigma no entendimento da
biologia humana e pode ter impacto expressivo na prevencao e na terapia de doencas no
futuro (NICHOLSON, 2006). Atualmente, o microbioma intestinal humano ¢
considerado como uma nova fronteira da biologia humana, e os conhecimentos
advindos dessa area estdo contribuindo para o delineamento de estratégias inovadoras
para manter a saide humana (HATTORI ¢ TAYLOR, 2009).

As técnicas de caracterizacdo da microbiota intestinal e as de bioinformatica,
juntamente com as microscopicas e analiticas de alto poder de resolug¢do, hoje
disponiveis em laboratorios para estudos avancados das “Omicas” de modo geral, t€ém
possibilitado o avango no conhecimento da diversidade microbiana e de interagdes em
ambientes complexos, como o do TGI (CLAESSON et al., 2009; QIN ef al., 2010). Em
resumo, com o estudo do microbioma humano estdo sendo demonstrados os

mecanismos moleculares relacionados aos efeitos benéficos no hospedeiro e o impacto
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desses micro-organismos na saude e na doenga. Entretanto, avangos no conhecimento
sobre o microbioma humano e as implicagdes acerca da complexa interagdo no TGI

continuam demandando altos investimentos na pesquisa.

2. O género Lactobacillus

O género Lactobacillus pertence ao grupo de Bactérias do Acido Lactico
formado por organismos Gram-positivos, de baixo conteido G+C, anaerobios, ndo
formadores de esporos, catalase negativos e tolerantes ao acido. Sdo encontrados em
varios nichos ecoldgicos como leite, carnes, cereais, plantas e superficies de mucosa de
animais ¢ de humanos. Apresentam metabolismo estritamente fermentativo,
convertendo agucar primariamente em acido lactico (GIRAFFA et al., 2010). A
acidificacdo do meio e os processos enzimaticos que normalmente acompanham o
crescimento dessas bactérias contribuem para as caracteristicas de flavour, textura e
principalmente de preservagdo da qualidade microbiologica de muitos alimentos
fermentados, como os produtos lacteos (KLAENHAMMER et al., 2005).

Dentre os treze géneros que compreendem as bactérias do 4acido lactico,
Lactobacillus ¢ o maior, com 145 espécies reconhecidas (KLEEREBEZEM e
VAUGHAN, 2009). Taxonomicamente, este género pertence ao filo Firmicutes, Classe
Bacilli, ordem Lactobacillales e familia Lactobacillaceae. A anélise do genoma
completo de varias espécies de Lactobacillus mostra a diversidade filogenética,
fenotipica e ecoldgica deste género. Além do papel importante na producdo e
biopreservacdo de alimentos, algumas sdo comensais do TGI de humanos e sdo
utilizadas como probidticos, devido aos efeitos promotores de saude (GOH e
KLAENHAMMER, 2009).

A classificagdo dos Lactobacillales permanece nao resolvida, especialmente
porque a classificagdo fenotipica, que ¢ tradicionalmente baseada no tipo de
fermentagdo, ndo corresponde a filogenia baseada no rRNA 16S. A taxonomia de
espécies de Lactobacillus tem mudado consideravelmente com o aumento do
conhecimento da estrutura gendmica e da relacdo filogenética, possibilitado pelo
desenvolvimento dos métodos moleculares (FELIS e DELLAGLIO, 2005). A
taxonomia polifasica que integra informacdes fenotipicas, genéticas e filogenéticas ¢
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para a descricdo de espécies e para a revisdo da nomenclatura de alguns grupos
bacterianos (VANDAMME et al., 1996), como o dos Lactobacillales (BERGER et al.,
2007).

A primeira analise filogenética, feita em 1991 por Collins e colaboradores,
dividiu os Lactobacillales em trés grupos: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
casei-Pediococcus e Leuconostoc (FELIS e DELLAGLIO, 2005). SCHLEIFER e
LUDWIG (1995) confirmaram essa classificacdo e o grupo L. delbrueckii foi
renomeado como Lactobacillus acidophilus. Além disso, o grupo L. casei-Pediococus
foi dividido em grupo L. casei, grupo Lactobacillus plantarum, grupo Lactobacillus
reuteri, grupo Lactobacillus buchneri e o grupo Lactobacillus salivarius. Atualmente, a
estrutura filogenética do género Lactobacillus também inclui o grupo Lactobacillus
perolens, o grupo Pediococcus e o grupo Lactobacillus vitulinus-catenaformis
(GIRAFFA et al., 2010).

A principal discrepancia na taxonomia do género Lactobacillus ¢ a nao
correlacdo entre a analise filogenética e as propriedades metabdlicas. De acordo com as
caracteristicas metabodlicas, este género pode ser dividido em trés: os
homofermentativos obrigatorios, que sdo capazes de fermentar hexose pela via Embden-
Meyhoif-Parnas (EMP) quase exclusivamente a acido lactico, enquanto pentoses e
gluconato ndo sdo fermentados; os heterofermentativos facultativos que degradam
hexose a 4cido lactico pela via EMP e sdo capazes de degradar pentoses e gluconato
porque possuem aldolase e fosfoacetolase e os heterofermentativos obrigatorios que
degradam hexose pela via das pentoses fosfato produzindo lactato, etanol ou acido
acético e CO,, além das pentoses que s3o fermentadas por essa via (FELIS e
DELLAGIO, 2005). Outra caracteristica interessante do género Lactobacillus ¢ a ampla
faixa do conteido G+C do genoma, que varia de 32 a 54 % (GOH e
KLAENHAMMER, 2009). Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, bactéria adaptada
ao leite, possui grande diferenca no conteudo GC (49 %) em relacdo a espécie muito
relacionada L. acidophilus (34,7 %), habitante do TGI de humanos (VAN DE GUCHTE
et al., 2000).

Atualmente, ha 30 genomas de Lactobacillus sequenciados, pertencentes a 15
espécies (www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes). Os genomas de Lactobacillus sao
relativamente pequenos, variando de 1,8 a 3,3 Mb. O niimero de genes varia de 1.700 a
3.200, indicando eventos de perda, aquisi¢ao e duplicacdo de genes durante a evolugdo.

Analise gendmica confirmou que a maioria das espécies ¢ altamente auxotrofica e que
7



muitos genes biossintéticos foram perdidos durante a evolugdo de Lactobacillales,
entretanto as perdas foram compensadas pela presenca de genes que codificam
transportadores de aminodcidos e peptidases, necessarios para a utilizacao de fontes de
nitrogénio exdégenas (MAKAROVA et al., 2006; GOH e KLAENHAMMER, 2009).
Os transportadores correspondem de 13 a 18 % do genoma de bactérias do 4cido lactico,
um namero maior do que o encontrado em outras bactérias (SCHROETER e
KLAENHAMMER, 2008).

A andlise de genomas indicou que a adaptacdo em ambiente rico em nutrientes
foi a principal forca que fixou as duplicagdes, as perdas e as aquisi¢des durante a
evolucdo dos Lactobacillales (SCHROETER e KLAENHAMMER, 2009). Outra
evidéncia da recente redu¢ao do genoma ¢ a presenca de pseudogenes, frequentemente
em maior nimero comparado com outros grupos bacterianos. Esta caracteristica ¢
particularmente comum em organismos que estdo associados a ambientes ricos em
nutrientes, tais como: L. delbruekii ssp bulgaricus, Lactobacillus helveticus, L. casei, L.
lactis, Streptococcus thermophilus ¢ Oenococcus oeni. Especialmente, L. bulgaricus e
S. thermophilus possuem muitos pseudogenes, 270 e 182, respectivamente,
evidenciando a recente especializagdo ao ambiente do leite, rico em nutrientes
(MAKAROVA et al., 2006; VAN DE GUCHTE et al., 2006).

Dentre as bactérias do género Lactobacillus, L. plantarum é a espécie mais
versatil e apresenta o maior genoma, formado por 3,3 Mb, que codifica um grande
nimero de proteinas regulatérias e de proteinas envolvidas no transporte e na utilizacao
de carboidratos que permite a adaptagdo em diversos nichos ambientais
(KLEEREBEZEM et al., 2003). Por outro lado, Lactobacillus johnsonii tem menor
nimero de genes envolvidos no transporte € no catabolismo de carboidratos e de genes
regulatorios, refletindo a adaptacdo em um nicho mais constante em nutrientes que € o
TGI (PRIDMORE et al., 2004).

O sequenciamento de genomas de Lactobacillus associado aos estudos de
gendmica funcional fornecerd melhor entendimento dos processos metabolicos, das
capacidades de bioprocessamento ¢ dos papéis potenciais na saide e bem-estar
(CLAESSON et al., 2007), bem como determinar as bases genéticas para a classificacio

taxonomica desse género (SINGH et al., 2009).



3. Gendmica da probiose

Probioticos sdo micro-organismos vivos que quando ingeridos em quantidades
adequadas exercem efeitos benéficos ao hospedeiro (REID et al., 2003) e, para serem
considerados como tais, devem ser isolados, purificados e os efeitos benéficos
cientificamente comprovados (OUWEHAND ef al., 2002; KLEEREBEZEM e
VAUGHAN, 2009). Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus casei Shirota,
Lactobacillus gasseri ATCC 33323, Lactobacillus johnsonii NCC 533, Lactobacillus
salivarius UCC118 sdo alguns exemplos de probioticos utilizados em humano (GOH e
KLAENHAMMER, 2009).

O conceito de consumir micro-organismos viaveis para melhorar a saude foi
inicialmente introduzido em 1908 por Elie Metchnikoff, que propos que o consumo de
leite fermentado contendo Lactobacillus promove a saude e a longevidade (GOH e
KLAENHAMMER, 2009). Diversos estudos suportam o papel dessas bactérias em
promover a saude e o bem-estar, entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais
afetam beneficamente a saude permanecem desconhecidos. Esses efeitos parecem
envolver interacdes micro-organismo X micro-organismo € micro-organismo X
hospedeiro. As interagdes entre os micro-organismos sdo baseadas principalmente na
inibi¢do de patdgenos e as interagdes micro-organismo x hospedeiro sdo baseadas na
protecdo do epitélio intestinal e na modulacdo do sistema imune (MARCO et al., 2006;
KLEEREBEZEM e VAUGHAN, 2009; VENTURA et al., 2009).

A inibi¢do de patoégenos no TGI pode envolver véarios mecanismos como a
producao de compostos antimicrobianos € a competi¢ao por sitios de adesao especificos
e por nutrientes. O refor¢o das jungdes epiteliais, a secrecdo de mucinas e a modulacdo
da apoptose de células epiteliais estdo envolvidos na protecdo do epitélio intestinal
(KLEEREZEBEM e VAUGHAN, 2009). Diversos estudos mostraram que os
probidticos podem modular o sistema imune pela ativacdo de macrofagos, pela
regulacdo da expressdo de citocinas, pelo aumento da atividade das células fagociticas e
dos niveis de imunoglobulinas. Entretanto, os mecanismos pelos quais os probidticos
funcionam como imunomoduladores ainda nido foram totalmente caracterizados, mas
sabe-se que sdo especificos da linhagem (KLAENHAMMER et al, 2005;
KLEEREBEZEM ¢ VAUGHAN, 2009).



As bactérias utilizadas como probidticos devem apresentar as seguintes
caracteristicas: tolerancia a acidez do estomago e a presenca de sais biliares no intestino,
aderéncia a mucosa intestinal, persisténcia no TGI e caracteristicas tecnoldgicas como
estabilidade na producdo e na estocagem e boas propriedades sensoriais (GIRAFFA et
al., 2010). Existem duas categorias principais de fatores que contribuem para a fungdo
otima de Lactobacillus probidticos: fatores que permitem a adaptagdo ao TGI do
hospedeiro (fatores de adaptagdo) e fatores que promovem os efeitos probidticos
(fatores probidticos). Os fatores de adaptacdo referem-se aos que contribuem
indiretamente para os efeitos probidticos, como a resisténcia aos estresses ambientais, o
metabolismo adaptado ao ambiente do hospedeiro ¢ a aderéncia a mucosa intestinal
(LEBEER et al., 2008).

As andlises dos genomas de L. acidophilus (ALTERMANN et al., 2005), L.
casei (MAKAROVA et al., 2006), L. johnsonii (PRIDMORE et al., 2004), L.
plantarum (KLEEREBEZEN et al., 2003) e L. salivarius (PFEILER e
KLAENHAMMER, 2007) permitiram a identificagdo de genes que possibilitam a
probiose, como os envolvidos na tolerancia aos estresses acido e por presenca de sais
biliares, na aderéncia a mucosa intestinal e na utilizagdo de carboidratos (LEBEER et
al., 2008).

Andlises de genomica comparativa revelaram sequéncias comuns € Unicas que
podem indicar a evolucdo dessas linhagens, bem como a base genética de caracteristicas
particulares, incluindo diferencas entre as linhagens que habitam o TGI e as utilizadas
na producdo industrial (LEBEER et al, 2008). A andlise in silico das sequéncias do
genoma de L. helveticum DPC457, isolado de queijo, reflete diferencas consideraveis
com o de L. acidophilus NCFM, linhagem probiotica. Lactobacillus helveticum
DPC457 ndo possui genes que codificam proteinas envolvidas na ligacdo a mucosa
intestinal, importantes para a adapta¢do no intestino (LEBEER et al., 2008).

Recentemente, o termo probiogendmica foi proposto para ser usado em estudos
que envolvam genomas de bactérias probidticas. A integracdo da probiogendmica e da
gendmica funcional ird expandir os conhecimentos sobre os papéis da microbiota
probidtica, das interagdes micro-organismo X micro-organismo € micro-organismo x
hospedeiro (VENTURA et al., 2009). Desta forma, os referidos estudos devem resultar
em estratégias para melhorar a robustez de linhagens com potencial para uso em

aplicagdo industrial (ZHU et al., 2009).
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O sequenciamento de genomas, os estudos de gendmica funcional de varias
bactérias do acido lactico, incluindo as do gé€nero Lactobacillus ¢ os avangos nas
ferramentas de bioinformadtica estdo fornecendo conhecimento sobre a diversidade e
evolucdo deste grupo, bem como revelando as bases moleculares envolvidas na
probiose. Assim, a identificacdo de genes exclusivos nos probiogenomas e sua
verificagdo funcional sdo estratégias adotadas e que no futuro podem permitir o uso de
sondas especificas para screening high-throughput e selecdo mais eficiente de

probidticos (VENTURA et al., 2009; ZHU et al., 2009).
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Capitulo 2 - CRESCIMENTO, SOBREVIVENCIA E ANALISE
MORFOLOGICA DE CELULAS DE Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
SUBMETIDAS AOS ESTRESSES ACIDO E POR SAIS BILIARES
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CRESCIMENTO, SOBREVIVENCIA E ANALISE MORFOLOGICA DE
CELULAS DE Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 SUBMETIDAS AOS
ESTRESSES ACIDO E POR SAIS BILIARES

RESUMO

As bactérias do acido lactico utilizadas como probiodticos por humanos devem resistir a
acidez propria do estobmago e a presenca de sais biliares no intestino. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento, a sobrevivéncia e a morfologia de
células de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 em meio de cultura MRS pH 3,5, ¢ a
distintas concentragdes de sais biliares mistos e dos acidos taurodeoxicolico e
glicodeoxicoélico. Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 ndo cresce em meio MRS pH
3,5, entretanto, ap6s quatro horas de exposi¢do a essa condi¢do ocorreu redugdo de
aproximadamente um ciclo logaritmico na curva de sobrevivéncia, indicando a
tolerancia ao estresse acido. A bactéria apresentou maior tolerancia aos sais biliares
mistos e menor, nas condigdes testadas, ao acido glicodeoxicélico. Em concentra¢des de
0,05 % e 0,1 % de sais biliares mistos no meio de cultivo ndo ocorreu alteragao do
crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 no periodo experimental, quando comparado
ao controle. Entretanto, nas mesmas concentragdes de &acido glicodeoxicolico, L.
delbrueckii UFV H2b20 ndo apresentou crescimento, mas apos quatro horas de
exposicdo a 0,05 % deste acido conjugado, ocorreu reducdo correspondente a
aproximadamente um ciclo logaritmico em relacdo ao tratamento controle. A analise da
morfologia das células por Microscopia de Forca Atomica (MFA) mostrou que os
estresses acido e por sais biliares provocaram alteragdes na morfologia da célula — a
superficie da parede se apresentou rugosa com acentuada redu¢do na dimensdo
correspondente a altura, em todas as condigdes de estresse testadas. Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 ndo apresentou atividade de hidrolase de sais biliares (Bsh).
Assim, a tolerancia aos sais biliares verificada neste estudo foi atribuida a mecanismo
ainda ndo identificado. Em conjunto, os resultados demonstraram que L. delbrueckii
UFV H2b20 tolera condi¢des similares as prevalecentes no TGI de humanos, no que se
refere a acidez no estdmago e a presenca de sais biliares no intestino, caracteristica
necessaria a toda cultura probiotica.

Palavras-chave: Lactobacillus, estresse acido, estresse por presenca de sais biliares,

MFA
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1. INTRODUCAO

Algumas bactérias do 4cido lactico sdo componentes do trato gastrointestinal
(TGI) de humanos e sdo utilizadas como probidticos, ou seja, SA0 micro-organismos
vivos que quando ingeridos em quantidades adequadas exercem efeitos benéficos ao
organismo do hospedeiro (REID et al., 2003; GOH ¢ KLAENHAMMER, 2009).
Lactobacillus probiodticos sdo expostos as condi¢des adversas durante a passagem pelo
TGI, especialmente a acidez do estdmago ¢ a presenca de sais biliares no intestino,
sendo o crescimento e a sobrevivéncia dependentes da capacidade da bactéria de acionar
com rapidez os seus mecanismos sensores ¢ de respostas adaptativas as condi¢des
existentes nos compartimentos do TGI pelos quais transitam (GOH e
KLAENHAMMER, 2009; SERRAZANETTI et al., 2009).

O tempo de transito dos probioticos através do TGI é varidvel e as células
veiculadas em alimentos sdo submetidas a condigcdes que causam estresse. Apds a
mastigacdo, a primeira barreira ¢ a acidez do estdmago. Os humanos secretam
aproximadamente 2,5 litros de suco gastrico por dia e durante o jejum o pH no
estomago corresponde a 1,5, valor que aumenta para 3 a 5 apos a ingestao do alimento
(VAN DE GUCHTE et al., 2002; LEBEER et al., 2008). Nas células submetidas a estas
condigdes, a acidificacdo intracelular afeta o ApH transmembrana que contribui para a
forca proton-motora, utilizada como fonte de energia pela célula. A acidificacdo interna
também reduz a atividade de enzimas sensiveis ao acido, danifica DNA, RNA e
proteinas (VAN DE GUCHTE et al., 2002; LEBEER et al., 2008).

Micro-organismos fermentativos, como as espécies de Lactobacillus, produzem
acidos organicos como produto final do metabolismo de carboidratos e podem tolerar
valores de pH menores, comparado a outras bactérias (COTTER e HILL, 2003). Em
bactérias do acido lactico, a tolerancia ao 4acido aumenta em pelo menos dois estadios
fisiologicos distintos: durante o crescimento logaritmico, no qual uma resposta
adaptativa pode ser induzida pela exposi¢ao das células ao acido nao letal e, apds a
entrada na fase estaciondria, na qual a tolerancia ao acido aumenta como resultado da
inducdo de uma resposta geral ao estresse (VAN DE GUCHTE et al., 2002).

A secrecdo didria pelo figado de um litro de bile no intestino representa outro
desafio para a bactéria que alcanga esse ambiente. A bile tem papel principal na
emulsificagdo e na solubilizagdo de lipideos da dieta. Os sais biliares, um dos seus

principais componentes, consistem de uma estrutura em anel derivada do colesterol,
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conjugados com residuos de glicina ou de taurina. O periodo de residéncia das células
no intestino delgado ¢ estimado em aproximadamente trés a quatro horas e a
concentragdo média de sais biliares ¢ de 0,1 % (BEGLEY et al., 2005), podendo
alcangar 0,5 % (PFEILER et al., 2007).

Os sais biliares sdo moléculas anfipaticas, com atividade antimicrobiana potente,
capazes de causar danos as membranas celulares, ao DNA, as proteinas e, podem
também provocar a acidificacdo intracelular (VAN DE GUCHTE et al, 2002;
BEGLEY et al., 2005). As formas ndo dissociadas de sais biliares podem atravessar a
membrana plasmatica, alcangar o citoplasma e danificar proteinas e DNA (BEGLEY et
al., 2005). Assim, a capacidade de tolerar os sais biliares ¢ importante para a
sobrevivéncia e a funcionalidade de culturas probioticas (WHITEHEAD et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na tolerancia de bactérias Gram-positivas aos sais
biliares sdo pouco conhecidos (WHITEHEAD et al., 2008), entretanto em alguns casos
¢ relacionada a proteinas que modificam os sais biliares, como as hidrolases de sais
biliares (Bsh). Essas enzimas hidrolisam a ligagdo amida e liberam o residuo de glicina
ou de taurina do nucleo esteréide (BEGLEY et al., 2006). A atividade de Bsh ¢
encontrada em organismos isolados do TGI de mamiferos, porém ausente em isolados
de ambientes que ndo contém sais biliares (BEGLEY et al, 2006; GOH e
KLAENHAMMER, 2009). Alguns estudos associaram o consumo de linhagens
produtoras de Bsh com a redug@o nos niveis de colesterol sérico, mas efeitos negativos
como a alteracdo da absor¢do de lipideos, a formagao de litiase biliar ¢ o risco
aumentado de cancer de colon, ja foram descritos (BEGLEY et al, 2006). Assim,
estudos devem ser realizados para verificar as implicagdes de Bsh na saiide humana e
determinar se a atividade desta enzima ¢ uma propriedade desejavel ou indesejavel nas
linhagens probidticas.

Microscopia de Forca Atomica (MFA) € uma técnica particularmente adequada
para fornecer informagdes detalhadas de estruturas em alto espectro de resolucdo, e em
adi¢do, permite imagens de amostras biologicas em seu estado nativo (SCHAER-
ZAMMARETTI e UBBINK, 2003).

O L. delbrueckii UFV H2b20 apresenta caracteristicas fisiologicas de interesse
tecnologico e funcional. A sua utilizagdio em alimentos probidticos reforca a
necessidade do entendimento da resposta fisioldgica as condigdes presentes no TGI,
pois deve sobreviver a passagem pelo estdmago e intestino e desempenhar fungdes

especificas em condi¢des desfavoraveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
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crescimento, a sobrevivéncia e a morfologia de células de L. delbrueckii UFV H2b20
expostas aos estresses acido e por presenga de sais biliares mistos e dos acidos
conjugados, taurodeoxicdlico e glicodeoxicolico. Adicionalmente, a atividade da

enzima Bsh foi testada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo e padronizacio da cultura

Culturas estoque de L. delbrueckii UFV H2b20, isolado a partir de material
fecal de criangas recém-nascidas (SANTOS, 1984) foram preparadas, congeladas em
nitrogénio liquido ¢ mantidas a -80 °C em caldo MRS, contendo 20 % de glicerol. As
células foram reativadas em leite desnatado reconstituido (LDR) em &gua para
concentracgdo final de 10 % (p/v), e inoculadas em 5 mL de meio MRS contendo 2 %
de glicose. Apds o crescimento, a suspensdo de células foi centrifugada a 7000 g, a
4°C, por 10 minutos e a massa celular ressuspendida em caldo MRS seguindo-se a
padronizacdo da densidade oOptica (D.O.) para 0,6 em espectrofotometro Spectronic

20D, em comprimento de onda de 600 nm.

2.2. Crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 exposto aos estresses acido e por
sais biliares

Aliquotas da cultura padronizada foram inoculadas em 5 mL dos seguintes
meios de cultura: MRS pH 6,7 (controle); MRS pH 3,5; MRS contendo 0,05 %, 0,1 % e
0,5 % (p/v) de sais biliares mistos (Himedia); MRS contendo 0,05 %, 0,1 % ¢ 0,5 %
(p/v) de acido taurodeoxicoélico (Sigma) e MRS contendo 0,05 %, 0,1 % e 0,5 % (p/v)
de 4cido glicodeoxicolico (Sigma), até se obter D.O.00nm de 0,05. O crescimento de L.
delbrueckii UFV H2b20 exposto a essas condi¢des foi monitorado por medidas de
D.O.¢oonm © as médias das triplicatas foram utilizadas para construir as curvas de
crescimento no periodo experimental. Os resultados foram apresentados como D.O.600nm

em fungao do tempo.

2.3. Sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 exposto aos estresses acido e por
sais biliares
Culturas padronizadas foram centrifugadas e os sedimentos ressuspendidos nos

seguintes meios de cultura: MRS pH 6,7 (controle); MRS pH 3,5; MRS contendo 0,05
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%, 0,1 % ¢ 0,5 % (p/v) de sais biliares mistos (Himedia); MRS contendo 0,05 %, 0,1 %
e 0,5 % (p/v) de acido taurodeoxicoélico (Sigma) e MRS contendo 0,05 %, 0,1 % ¢ 0,5
% (p/v) de acido glicodeoxicoélico (Sigma), até se obter uma D.O.gp0nm de 0,6. Aliquotas
da cultura foram coletadas a intervalos de tempo definidos, ou seja, 0, 30, 60, 120, 180 ¢
240 minutos, diluidas em solu¢do salina 0,85 %, e 20 pL utilizados para a contagem de
células na suspensdo em agar MRS, pelo método de microgotas (APHA, 2001). Apods
24 horas de incubagdo a 37 °C, as coldonias foram contadas ¢ o resultado expresso em

UFC mL™. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.4. Deteccio da atividade de Hidrolase de sais biliares (Bsh)

A atividade de Bsh foi testada utilizando-se o ensaio de sais biliares em placa
(DASHKEVICZ e FEIGHNER, 1989). Aliquotas de 100 pL da suspensdo de células
padronizadas de L. delbrueckii UFV H2b20 foram transferidas e espalhadas em placas
contendo dgar MRS correspondente aos tratamentos: MRS contendo 0,05 % e 0,1 %
(p/v) de acido taurodeoxicolico (Sigma) e MRS contendo 0,05 % e 0,1 % (p/v) de acido
glicodeoxicolico (Sigma). As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C seguindo-se
a avaliacdo da presenga de coldnias brancas opacas, resultado da precipitagdo das
formas desconjugadas dos sais biliares, como critério para identificar a atividade da
enzima. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 foi utilizado como controle positivo e

Lactococcus lactis ATCC 12115, como negativo.

2.5. Analise morfolégica das células de L. delbrueckii UFV H2b20 expostas a
condicoes de estresse por Microscopia de Forca Atomica (MFA)

O efeito dos estresses acido e por sais biliares sobre a morfologia das células de
L. delbrueckii UFV H2b20 foi avaliado por MFA, utilizando-se o microscépio de forga
atomica (NT-MDT, Ntegra Prima, Russia) no Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Vigosa. Culturas padronizadas foram centrifugadas ¢ os sedimentos
ressuspendidos nos seguintes meios de cultura: MRS pH 6,7 (controle); MRS pH 3,5;
MRS contendo 0,5 % (p/v) de sais biliares mistos (Himedia); MRS contendo 0,5 % de
acido taurodeoxicolico (Sigma), até se obter D.O. de 0,6. As células foram mantidas por
4 horas a 37 °C. Apds esse tempo, a suspensdo de células de cada tratamento foi
centrifugada e lavada por trés vezes com tampao PBS (SAMBROOK et al, 1989),
sendo ressupendidas em 1 mL do mesmo tampao para a analise no MFA. As células

foram espalhadas em laminas de vidro (1cmxcm) com a utilizagdo de alga de repicagem
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e levadas ao MFA para a determinacdo das medidas de topografia das células, realizadas
pelo modo de contato intermitente para minimizar o risco de deformagdo e permitir uma

maior resolugdo lateral. Foram feitas medi¢des em duas escalas: 3,0 um e 20 um.

3. RESULTADOS

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 ndo cresce em caldo MRS pH 3,5 (Figura
1), entretanto, apds quatro horas de exposi¢do a esta condi¢do, ocorreu redugao
correspondente a aproximadamente um ciclo logaritmico (Figura 2). As figuras da
analise da morfologia das células em Microscopia de For¢ca Atomica (MFA) com
varredura de 3 pm mostram que as células mantidas em meio MRS pH 6,7 (tratamento
controle) por quatro horas apresentaram superficie lisa e uniforme (Figuras 3A e 3B).
Diferentemente, as expostas ao meio MRS pH 3,5, apresentaram superficie rugosa e
uma redugdo na dimensdo correspondente a altura de 500 nm (tratamento controle) para
aproximadamente 200 nm (Figuras 3B e 3D). Quando utilizada a varredura de 20 um
foi possivel observar dois tipos de células morfologicamente distintas (Figuras 3E e 3F),
uma célula que aparentemente ndo foi afetada pela acidez do meio (Figura 3E — parte
inferior), e a outra em que se observa uma reducao acentuada na altura da célula (Figura
3F).

O crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS contendo 0,05 % e 0,1%
de sais biliares mistos foi similar ao do tratamento controle (Figura 4). Entretanto, apos
quatro horas de exposi¢ao das células ao meio MRS acrescido de 0,5% de sais biliares
mistos ocorreu reducdo de aproximadamente um ciclo logaritmico (Figura 5). A
imagem da topografia das células, utilizando varredura de 3 um no MFA, mostra células
com superficie rugosa apds quatro horas de exposicdo a MRS contendo 0,5 % de sais
biliares mistos. Foi observado também uma redugdo na altura das células, 250 nm
(Figura 6D), e também perda da integridade da parede celular, com possivel
extravasamento do material intracelular (Figura 6C e 6D).

Os efeitos do acido taurodeoxicolico em meio MRS sobre o crescimento (Figura
7) e a sobrevivéncia (Figura 8) de L. delbrueckii UFV H2b20 demonstram maior
inibi¢do do taurodeoxicélico em relagdo aos sais biliares mistos. A bactéria ndo cresceu
em MRS contendo 0,5 % deste sal conjugado (Figura 7). Nessa concentrag¢do, ocorreu
uma reducdo inicial de aproximadamente dois ciclos logaritmicos na curva de

sobrevivéncia, a qual se manteve constante até a quarta hora (Figura 8). Pela analise
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morfoldgica das células em MFA ¢ possivel verificar que a exposi¢ao de L. delbrueckii
UFV H2b20 a 0,5 % de taurodeoxicolico, por quatro horas, provocou alteragcdes na
parede celular, com a presencga de marcas de deposicao de material extracelular (Figura
6E e 6F). Além disso, a altura das células mostrou-se reduzida para aproximadamente
200 nm (Figura 6F).

O efeito inibitério do 4cido glicodeoxicélico é mais acentuado sobre o
crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20 em meio MRS (Figura 9) quando comparado
ao de taurodeoxicodlico (Figuras 7); as células ndo cresceram no meio acrescido da
menor concentracdo de glicodeoxicdlico utilizada neste estudo, 0,05 % (Figura 9). Apos
quatro horas de exposicdo a 0,05 % de glicodeoxicolico ocorreu reducdo de
aproximadamente um ciclo logaritmico, enquanto que em 0,1 %, apés o mesmo periodo
de tempo, a contagem em placa foi de aproximadamente10® UFC mL'. Auséncia de
colonias de L. delbrueckii UFV H2b20 foi observada no tratamento MRS contendo 0,5
% de glicodeoxicoélico (Figura 10).

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 nao apresentou atividade de Bsh apos
exposicdo por 48 horas aos meios MRS contendo 0,05 % e 0,1 % de 4&cido

taurodeoxicolico e MRS contendo 0,05 % e 0,1 % de glicodeoxicolico.

4. DISCUSSAO

A tolerancia de L. delbrueckii UFV H2b20 ao estresse acido, caracteristica
necessaria a toda linhagem probidtica foi verificada no presente estudo. Apds quatro
horas de exposi¢do das células ao meio MRS pH 3,5 ocorreu redugdo de
aproximadamente um ciclo logaritmico na curva de sobrevivéncia (Figura 2). As
alteracdes na morfologia de L. delbrueckii UFV H2b20, observadas apos a exposi¢ao
das células por 4 horas em meio MRS pH 3,5 (Figura 3D), pode ser atribuida a danos
causados a componentes celulares e/ou a indugdo da expressdo de proteinas de
superficie, a fim de minimizar os efeitos da acidez na fisiologia da célula. A superficie
bacteriana ¢ uma barreira de protegao contra diversos estresses ambientais e as bactérias
podem alterar a composicao da parede ou da membrana celular, a fim de diminuir a
permeabilidade aos prétons, para aumentar a tolerancia aos acidos (WALL et al., 2007).
Analises morfologicas, utilizando microscopia de varredura, revelaram que o estresse

acido provocou modificagdes morfologicas na superficie da parede celular de L.
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plantarum, tornando-a rugosa, possivelmente pela indu¢do da expressdo de proteinas de
superficie (PIETERSE et al., 2005).

As células de L. delbrueckii UFV H2b20 expostas ao meio MRS pH 3,5 que
apresentaram morfologias distintas (Figuras 3E e 3F), possivelmente encontravam-se
em estados fisiologicos distintos. E provavel que a que aparentemente nio foi afetada
pelo estresse possivelmente encontrava-se na fase estacionaria e, a indugdo de uma
resposta geral ao estresse, comum a esse estado fisioldgico, pode ter possibilitado maior
resisténcia a acidez do meio de cultura. Estudos anteriores mostraram que em bactérias
do acido lactico, as células na fase estacionaria sdo naturalmente resistentes a condi¢ao
de acidez, enquanto células na fase exponencial necessitam de um tempo adicional de
adaptacdo para induzir a tolerancia ao acido (KIM et al., 2001; VAN DE GUCHTE et
al., 2002).

Em adicdo a tolerancia a acidez do meio, a resisténcia aos sais biliares foi
também critério utilizado para confirmar o potencial probiodtico de L. delbrueckii UFV
H2b20. Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 apresentou tolerancia diferenciada para
os trés tipos de sais biliares utilizados neste estudo, sendo a maior tolerancia aos sais
biliares mistos (Figura 5). Dentre os acidos biliares conjugados utilizados no presente
estudo, L. delbrueckii UFV H2b20 apresentou maior tolerancia ao taurodeoxicélico
(Figuras 8) e menor ao glicodeoxicolico (Figura 10) possivelmente relacionada a
diferenga de pKa dos dois 4cidos. O taurodeoxicolico apresenta pKa de 1,9 e em
condicdes fisioldgicas encontra-se ionizado e ndo ¢ capaz de atravessar a membrana,
fato a que foi atribuido o dano mais localizado causado na superficie da parede
conforme observado nas imagens topograficas por MFA (Figura 6F). O
glicodeoxicoélico apresenta valor de pka de 3,9 e a forma ndo dissociada pode entrar na
célula e ao dissociar-se, intracelularmente, pode reduzir o pH citoplasmatico e causar
danos aos componentes celulares.

A presenca de sais biliares mistos e de taurodeoxicolico provocou alteragdes na
superficie celular de L. delbrueckii UFV H2b20 que se tornou rugosa (Figuras 6D e 6F).
Adicionalmente, ocorreu redugdo da altura da célula ap6s quatro horas de exposicao aos
meios MRS contendo sais biliares mistos (Figura 6D) e MRS contendo taurodeoxicélico
(Figura 6F). E possivel interpretar pelas imagens topograficas em MFA que a exposi¢io
aos sais biliares mistos resultou em extravasamento do material intracelular em
decorréncia da perda de integridade da parede celular (Figuras 6C e 6D). Esse efeito ja

foi descrito, a parede celular do probidtico Lactobacillus plantarum WCFSI
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apresentou-se rugosa apds a exposicdo a 0,5 % de sais biliares por quatro horas e
algumas células apresentaram-se menores e vazias, possivelmente em razdo do
extravasamento de material intracelular (BRON et al., 2004).

A auséncia de atividade in vitro de Bsh em L. delbrueckii UFV H2b20 sugere
que a linhagem ndo ¢ capaz de desconjugar os sais biliares presentes na bile. A
tolerancia de L. delbrueckii UFV H2b20 aos sais biliares verificada neste estudo foi
atribuida a mecanismo ainda nao identificado. A resisténcia de algumas bactérias a
concentragdes fisiologicas de bile estd relacionada a atividade de Bsh (BEGLEY ef al.,
2006). Os sais biliares desconjugados apresentam solubilidade reduzida, quando
comparada a da sua forma conjugada. Assim, hidrolise de sais biliares pode levar a sua
precipitagdo, e consequentemente, diminuir o estresse causado pelos mesmos. Por essa
teoria, a capacidade de hidrolisar sais biliares ¢ uma caracteristica que pode contribuir
para sobrevivéncia de linhagens bacterianas no TGI de humanos (LAMBERT et al.,
2008). Varios organismos probidticos que apresentam o genoma sequenciado possuem
o gene bsh (Tabela 1). Lactobacillus johnsonii NCC 533 possui trés genes bsh que,
possivelmente, estdo envolvidos na tolerancia aos sais biliares (PRIDMORE et al.,
2004). Entretanto, a essencialidade dessa enzima para a sobrevivéncia no TGI comecou
a ser questionada quando se verificou que a inativacdo de bsh ndo afetou a tolerancia
aos sais biliares em L. acidophilus NCFM (McAULIFFE et al., 2005). Assim, o papel
ecoldgico e as implicacdes de Bsh para a saide humana ainda ndo se encontram
esclarecidos.

Em conjunto, os resultados mostraram que apesar dos efeitos deletérios dos
estresses acido e por presenca de sais biliares, L. delbrueckii UFV H2b20 ¢ capaz de
tolerar as condigdes adversas prevalecentes no TGI, no que se refere a acidez do
estobmago e a presen¢a de sais biliares no intestino, caracteristica fundamental a toda
linhagem probidtica. Estudos gendmicos e funcionais necessarios para identificacdo e
analise da expressdo de genes envolvidos na resposta aos estresses em L. delbrueckii
UFV H2b20 continuam sendo de relevancia ndo apenas para demonstrar o papel desses
genes na resposta ao estresse como também para o desenvolvimento de novas culturas

probidticas com caracteristicas de resisténcia as condigdes inibitdrias presentes no TGI.
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Tabela 1. Distribui¢do de genes bsh em linhagens probidticas.

Micro-organismo Gene " Proteina"
Lactobacillus LBA0892 Hidrolase de sais biliares
acidophilus NCFM ) o

LBA1078 Hidrolase de sais biliares
Lactobacillus johnsonii FI9785 118  Hidrolase de sais bili
FI9785 _ idrolase de sais biliares
Lactobacillus brevis Proteina like hidrolase de
ATCC 367 LVIS_1962 sais biliares
Lactobacillus gasseri Proteina like hidrolase de
ATCC 33323 LGAS_0054  ¢is biliares
fgﬁolbﬁél lus reuteri LAR 0701 Hidrolase de sais biliares
Ip_0067 Hidrolase de sais biliares
%{}gﬁg’g ?Cil lus plantarum Ip 2572 Hidrolase de sais biliares
Ip_3362 Hidrolase de sais biliares
Ip 3536 Hidrolase de sais biliares
LD%CK/?%%%{%S reuteri Lreu 0730 Coloilglicina hidrolase
LJ1412 Hidrolase de sais biliares
IL\Icgéolsagzgillusj ohnsonii LJ1147 Hidrolase de sais biliares
LJ0056 Hidrolase de sais biliares
JDM1 2822  Coloilglicina hidrolase
Lactobacillus plantarum
JDM1 JDM1 0076  Coloilglicina hidrolase
JDM1 2695  Coloilglicina hidrolase

"Nomenclatura conforme National Center for Biotechonology Information (NCBI)
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Figura 1. Efeito do estresse acido sobre o crescimento de Lactobacillus delbrueckii

UFV H2b20. As células foram cultivadas nos meios MRS pH 6,7 (controle) e
MRS pH 3,5, e mantidas a 37 °C.
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Figura 2. Efeito do estresse acido sobre a sobrevivéncia de Lactobacillus delbrueckii

UFV H2b20. As células foram mantidas nos meios MRS pH 6,7 (controle) e
MRS pH 3,5 a 37 °C por quatro horas.
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Figura 3. Imagens topograficas de Microscopia de Forga Atomica (MFA) de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao estresse acido. As células
foram mantidas em meio MRS pH 6,7 ¢ MRS pH 3,5 a 37 °C por quatro
horas. (A) e (B) células mantidas em MRS pH 6,7 (controle); (C), (D), (E) e
(F) células mantidas em MRS pH 3,5. (A), (C) e (E) — imagens
bidimensionais; (B), (D) e (F) — imagens tridimensionais. As medidas de
topografia foram realizadas com varredura de 3,0 pm (A), (B), (C) e (D) e
de 20 um (E) e (F).
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Figura 4. Efeito de sais biliares mistos sobre o crescimento de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram cultivadas nos meios MRS pH
6,7 (controle); MRS contendo 0,05 %; 0,1% e 0,5 % (p/v) de sais biliares
e mantidas a 37 °C.
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Figura 5. Efeito de sais biliares mistos sobre a sobrevivéncia de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram mantidas nos meios MRS pH 6,7

(controle); MRS contendo 0,05 %; 0,1% e 0,5 % (p/v) de sais biliares a 37
°C por quatro horas.
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Figura 6. Imagens topograficas de Microscopia de Forga Atomica (MFA) de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao estresse por sais biliares.
As células foram mantidas em meio MRS a 37 °C por quatro horas. (A) e
(B) células mantidas em MRS (controle); (C) e (D) células mantidas em
MRS contendo 0,5 % (p/v) de sais biliares; (E) e (F) células mantidas em
MRS contendo 0,5 % de taurodeoxicolico. (A), (C) e (E) — imagens
bidimensionais; (B), (D) e (F) — imagens tridimensionais. As medidas de
topografia foram realizadas com varredura de 3,0 um.
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Figura 7. Efeito de 4cido taurodeoxicdlico sobre o crescimento de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram cultivadas nos meios MRS pH
6,7 (controle); MRS contendo 0,05 %; 0,1% e 0,5 % (p/v) de acido
taurodeoxicolico e mantidas a 37°C.
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Figura 8. Efeito de acido taurodeoxicdlico sobre a sobrevivéncia de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram mantidas nos meios MRS pH 6,7
(controle); MRS contendo 0,05 %; 0,1% e 0,5 % (p/v) de é&cido
taurodeoxicélico a 37 °C por quatro horas.
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Figura 9. Efeito de acido glicodeoxicolico sobre o crescimento de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram cultivadas nos meios MRS pH
6,7 (controle); MRS contendo 0,05 %; 0,1% e 0,5 % (p/v) de acido
glicodeoxicoélico e mantidas a 37 °C.
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Figura 10. Efeito de acido glicodeoxicolico sobre a sobrevivéncia de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram mantidas nos meios MRS pH 6,7
(controle); MRS contendo 0,05 % (p/v); 0,1% (p/v) e 0,5 % (p/v) de é&cido

glicodeoxicolico 37 °C por quatro horas.
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Capitulo 3 - IDENTIFICACAO, FILOGENIA MOLECULAR E ANALISE DA
EXPRESSAO DE GENES clp EM Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
EXPOSTO AOS ESTRESSES ACIDO E POR SAIS BILIARES
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IDENTIFICACAO, FILOGENIA MOLECULAR E ANALISE DA EXPRESSAO
DE GENES clp EM Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 EXPOSTO AOS
ESTRESSES ACIDO E POR SAIS BILIARES

RESUMO

As bactérias utilizadas como probioticos, ao serem submetidas as condigdes de estresse
durante a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI), apresentam respostas
transcricionais de genes cujos produtos concorrem para a sobrevivéncia e adaptacdo ao
ambiente. Diversos genes estdo envolvidos na resposta ao estresse, como 0s genes que
codificam as proteinas pertencentes ao complexo proteolitico Clp. Assim, o objetivo
deste trabalho foi identificar e realizar analises filogenética e de expressdo, por qRT-
PCR, dos genes clpP, clpE, clpL e clpX em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
exposto a condi¢des de estresses prevalecentes no TGI. Andlises das sequéncias parciais
dos quatro genes mostraram alta identidade de sequéncia, variando de 96 a 97 %, com
as de Lactobacillus delbreuckii subsp. bulgaricus ATCC 11842. Foi realizada analise de
ortologia com o banco de dados Cluster of Orthologous Groups (COG) para
reconstru¢do da historia evolutiva dos genes. As arvores filogenéticas reconstruidas por
Inferéncia Bayesiana mostraram que os genes c/pP, cIpL e clpE de L. delbrueckii UFV
H2b20 agruparam com os de L. delbreuckii subsp. bulgaricus ATCC 11842,
confirmando a identidade da linhagem em estudo. As exposi¢des das células aos meios
MRS pH 3,5, MRS contendo 0,1 % de sais biliares mistos ¢ a MRS contendo 0,1 % de
acido glicodeoxicolico por 30 e 60 minutos provocaram aumento da expressdo dos
quatro genes. A exposicao a 0,1 % de acido taurodeoxicolico nas mesmas condigdes
provocou aumento da expressdo do gene c/pL. Considerando o envolvimento dos genes
clpP, clpL, clpE e clpX nas respostas aos estresses acido e por sais biliares infere-se que
a atividade do complexo proteolitico Clp representa mecanismo de reparo e/ou

degradagdo de proteinas danificadas pelas condi¢des de estresse analisadas neste estudo.

Palavras-chave: Lactobacillus, probioticos, estresse, filogenia molecular, PCR em

tempo real
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1. INTRODUCAO

As bactérias do género Lactobacillus frequentemente encontram condigdes de
estresses nos ambientes que transitam, a exemplo de acidez elevada e presenca de bile
durante a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI). A capacidade de sobrevivéncia
nestes ambientes adversos ¢ um critério importante para o processo de selecao de
linhagens com potencial para uso como probidticos (GOH e KLAENHAMMER, 2009).

A exposi¢do de células microbianas as condigdes de estresse envolve uma ampla
resposta transcricional com muitos genes reprimidos e induzidos, cujos produtos sdo
requeridos para superar os efeitos deletérios do estresse. Alguns desses genes parecem
ser especificos, enquanto outros sdo induzidos por varios tipos de estresse e sao
denominados genes de resposta geral ao estresse. As inimeras respostas sdo distintas e
dependem da natureza do micro-organismo e do tipo de estresse ambiental (VAN DE
GUCHTE et al., 2002; SERRAZANETTI et al., 2009).

As bactérias apresentam uma rede complexa de vias de resposta ao estresse para
a promocao da sobrevivéncia durante desafios ambientais. Como consequéncia, uma
série particular de proteinas, incluindo chaperones moleculares e proteases, ¢ expressa.
Chaperones moleculares auxiliam no dobramento correto de proteinas e as proteases
degradam as que ndo podem ser dobradas corretamente (SUOKKO, 2005). Dentro deste
contexto, as proteinas do complexo Clp se destacam em razao da importancia para a
resposta rapida de Lactobacillus ao estresse ou quando em condigdes adversas a
sobrevivéncia, como no TGI (LEBEER et al., 2008).

Os complexos proteoliticos Clp, amplamente conservados em bactérias Gram-
positivas, consistem de um nucleo proteolitico formado por 14 subunidades de serina
peptidases ClpP, empilhadas em dois anéis heptaméricos, formando um canal interno
que ¢ flanqueado por Clp ATPases (WANG et al., 1997). As Clp ATPases contém um
ou dois dominios de ligacdo ao nucleotideo (AAA-1, AAA-2). Os dominios funcionais
incluem o denominado P, requerido para a ligagdo a ClpP; o de ligagdo Zn, envolvido
na dimerizacdo, ¢ os dominios N1 e N2 que possivelmente sdo envolvidos na ligagdo a
proteina a ser degradada (FREES et al., 2007).

Para a expressdo da atividade proteolitica, o multimero ClpP se associa com um
ou dois anéis hexaméricos de Clp ATPases, formando o complexo proteolitico Clp. Em

associagdo com o nucleo proteolitico, as Clp ATPases sdo responsaveis pelo
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reconhecimento, dobramento e translocacdo de substratos para o canal de degradacdo
ClpP (ZOLKIEWSKI, 2006). Os papéis de dobramento de proteinas ¢ de desagregacao
parecem ser compartilhadas por todas as Clp ATPases. Contudo, apenas algumas podem
interagir com ClpP, uma propriedade que estd associada com a presenga de um
tripeptideo de reconhecimento a ClpP encontrada em ClpA, ClpC e ClpE, mas ndo em
ClpB e ClpL (KIM et al., 2001).

Esses complexos t€ém papel indispensavel ao sistema de controle de qualidade de
proteinas, pelo redobramento e/ou degradacdo de proteinas danificadas em células
estressadas e ndo estressadas (FREES et al., 2007). A producao de ClpP e a maioria das
Clp ATPases ¢ fortemente aumentada em resposta ao choque térmico e a outras
condi¢cdes de estresse. Em bactérias Gram-positivas de baixo conteudo GC, o controle
da transcri¢ao dos genes clp ¢ primariamente mediada pela ligagcdo do repressor CtsR ao
heptanucleotideo repetido A/GGTCAAA/T localizado na regido promotora dos genes
alvos (DERRE et al., 1999).

A andlise filogenética de sequéncias de DNA ou de proteinas ¢ uma ferramenta
importante para o estudo evolutivo, de todos os organismos vivos (NEI e KUMAR,
2000). A identificagdo dos grupos de ortélogos é um pré-requisito para andlise
informativa gendmica-evolucionaria de qualquer grupo de organismos (KOONIN,
2005). O banco de dados Cluster of Orthologous Groups (COG), utilizado na
classificacdo filogenética, ¢ uma plataforma para a anotacdo funcional de genomas
recentemente sequenciados e para os estudos de evolucdo de genomas (TATUSOV et
al.,2001).

A técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR) ¢ atualmente uma das ferramentas
utilizadas para avaliar a expressdo de genes de bactérias, inclusive a de linhagens
probioticas sob condigdes de estresse (PFEILER e KLAENHAMMER, 2007;
O’FLAHERTY ¢ KLAENHAMMER, 2011). Enquanto a sequéncia do genoma ¢ uma
visdo estatica do organismo, o proteoma e o transcriptoma introduzem uma visao
quantitativa ¢ dinamica das variagcdes de proteinas ¢ RNA em diferentes condigdes
ambientais (CHAMPOMIER-VERGES et al., 2002).

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar e realizar analises filogenética e
de expressao dos genes clpP, clpE, clpL e clpX em L. delbrueckii UFV H2b20 exposto

aos estresses acido e por presenca de sais biliares.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Linhagem e condic¢des de cultivo

Culturas estoque de L. delbrueckii UFV H2b20, isolado a partir de material
fecal de criangas recém-nascidas (SANTOS, 1984) foram preparadas, congeladas em
nitrogénio liquido ¢ mantidas a -80 °C em caldo MRS, contendo 20 % de glicerol. As
células foram reativadas em leite desnatado reconstituido (LDR) em agua para
concentragdo final de 10 % (p/v), e inoculadas em 5 mL de meio MRS contendo 2 %

de glicose.

2.2. Extracao de 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), seguindo as recomendacdes do fabricante ou
o protocolo adaptado no laboratorio de Microbiologia Industrial do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil

(MAGALHAES et al., 2008).

2.3. Selecao de primers e deteccao dos genes alvos

Para amplificacdo dos genes que codificam as proteinas do complexo Clp,
foram desenhados primers (Tabela 1) baseados nas sequéncias de nucleotideos de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 (NC008054), sendo os genes clpP
(Ldb06240); clpE (Ldb0574); clpL (Ldb2102); clpX (Ldb0778), disponiveis no banco
de dados  National  Center  for  Biotechnology  Information  (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a sele¢do dos primers foi utilizada a ferramenta
Primer-Blast, disponivel no NCBI e a qualidade dos mesmos foi verificada pelo
programa OligoAnalyzer 3.1 (http//:www.idtdna.com).

As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em volume total de 25 uL,
utilizando-se a DNA polimerase Gotaq (Promega) segundo instru¢des do fabricante e
25 ng de DNA total de L. delbrueckii UFV H2b20 como molde. Para determinar a
temperatura de anelamento a ser utilizada com cada par de primer foi utilizado o

termociclador com gradiente programével Bio-Rad iClicer (Techne TC 512) (Tabela 1).
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2.4. Clonagem e sequenciamento dos genes

Os DNAs amplificados foram clonados em pGEM-T Easy Vector (Promega),
como instrugdes do fabricante, e transformados em Escherichia coli JIM109 por choque
térmico, conforme técnicas padrio (SAMBROOK, 1989). Os insertos foram
sequenciados no sequenciador MegaBACETM 500 de 48 capilares (GE Healthcare) no
Laboratorio de Genomica, UFV e a analise das sequéncias foi realizada utilizando-se o

programa Sequencher 4.1.4. (Gene Codes Corporation).

2.5. Analise comparativa de genes e Analise filogenética

Para cada sequéncia obtida foi feita uma busca de identidade com a utilizagao do
algoritmo Basic Local Alignment Search Tool para nucleotideos (BLASTn). A seguir,
foram realizadas buscas de ortologia no banco de dados COG, uma vez que o objetivo
foi o de reconstruir a historia evolutiva dos genes. As sequéncias de genes ortdlogos
foram utilizadas para a reconstrucdo de arvores filogenéticas por Inferéncia Bayesiana
no programa MrBayes 3.1, utilizando o método Markov chain Monte Carlo para 10
milhdes de geracdes. Foram feitas duas corridas independentes com quatro cadeias
simultaneas, usando as configura¢des originais do programa. O modelo de substitui¢ao
de nucleotideos usado foi o estabelecido pelo programa MrModelTest, usando o critério
Akaike (POSADA & BUCKLEY, 2004). As arvores foram amostradas a cada 1000
geracdes € 25 % delas foram descartadas como “burn-in”. A probabilidade posterior,
representada em cada nd da arvore construida, representa uma indicagdo do suporte

daquele n6 baseado no conjunto de dados.

2.6. Preparacao das células de L. delbrueckii UFV H2b20 para extracio de RNA
Células de L. delbrueckii UFV H2b20 congeladas foram reativadas em LDR
10% (p/v) e, transferidas para placa contendo MRS &gar. Para cada tratamento foram
preparados 10 tubos contendo 3 mL de MRS. Em cada tubo foram transferidas trés
coldnias que foram cultivadas até atingir D.O.¢p de 0,5. Aliquota de 1 mL de cada uma
das culturas crescidas foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL, totalizando 10
microtubos. Em seguida, as células foram centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de
MRS de acordo com cada tratamento. Aliquotas de 100 puL da suspensdo de cada um
dos 10 microtubos foram transferidas para um tubo de 1,5 mL, com volume final de 1
mL, e centrifugadas. O sedimento nos tubos foi congelado no proprio microtubo em

nitrogénio liquido e estocado a -80 °C para posterior extragdo de RNA. Foram
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realizados os seguintes tratamentos: 1. Controle (MRS pH 6,7); 2. Estresse acido (MRS
pH 3,5); 3. Estresse por presenca de sais biliares (MRS contendo 0,1 % de sais biliares);
4. Estresse por presenca de acido taurodeoxicélico (MRS contendo 0,1 % de
taurodeoxicolico); 5. Estresse por presenca de 4cido glicodeoxicdlico (MRS contendo
0,1 % de glicodeoxicélico). As amostras foram mantidas em cada uma destas condi¢des

por 30 ou 60 minutos.

2.7. Extraciao de RNA e sintese de cDNA

As células tratadas e armazenadas a -80 °C foram descongeladas, ressuspendidas
em 300 pL de TE pH 7.4 acrescido de 5 uL de lisozima (50 mg mL™") e mantidas por 35
minutos a 37 °C em banho-maria. A extracdo do RNA foi feita utilizando-se Trizol
(Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. A pureza e quantificagdo do
RNA foram determinadas utilizando-se o espectrofotdmetro Evolution Thermo
Scientific™. O RNA (2 pg) foi tratado com DNase (Promega), conforme instrugdes do
fabricante e 400 ng do RNA tratado foi utilizado para sintese do cDNA, utilizando kit
ImProm-II""  Reverse Transcription System (Promega), segundo instrugdes do

fabricante.

2.8. qRT-PCR

A verificagdo do nivel de expressdo dos genes clpP, clpE, clpL e clpX, foi
realizada por RT-PCR quantitativo (QRT-PCR). As sequéncias parciais dos genes clpP,
clpE, clpL e clpX de L. delbrueckii UFV H2b20, previamente obtidas por
sequenciamento, foram utilizadas para o desenho de primers especificos para qRT-PCR
(Tabela 2). O gene homologo a sigA4 foi o utilizado como gene controle ou de referéncia
apos a verificacdo de que a express@o do mesmo nao foi significativamente afetada sob
as condigdes experimentais. A presenca de um unico amplicon foi inicialmente testada
por PCR convencional, utilizando-se cDNA de L. delbrueckii UFV H2b20 do
tratamento controle. Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (8 %).

As analises quantitativas foram realizadas em termociclador CFX96TM Real-
Time PCR detection systems — C100TM Thermal Cycler (Bio-Rad), utilizando Fast
SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) para monitorar a sintese de DNA
fita dupla. As reacdes foram montadas em volume final de 12 puL, conforme instrugdes

do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As eficiéncias de
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reacdo foram determinadas como descrito por PFALL, 2001; BUSTIN et al., 2005 ¢ a
especificidade da amplificagdo foi determinada por meio da andlise das curvas de
dissociagdo. A determinagdo da expressdo relativa foi feita pelo método 2" (LIVAK

e SCHMITTGEN, 2001).

3. RESULTADOS

Neste estudo, os genes clpP, clpE, cIpL e clpX que codificam as proteinas do
complexo proteolitico Clp de L. delbrueckii UFV H2b20 foram identificados por PCR.
Analise comparativa das sequéncias parciais obtidas mostrou que todos os genes
apresentaram alta identidade com os de L. delbrueckii ATCC 11842; os genes clpP,
clpL e clpX apresentaram 97 % e cIpE apresentou valor de 96 % de identidade (Tabela
3).

Para reconstru¢@o da historia evolutiva dos quatro genes foi realizada analise da
anotacdo funcional, realizada pela busca no banco de dados de ortdlogos das sequéncias
codificadas pelos respectivos genes (Tabela 4). A analise da anotagdo funcional mostrou
que as proteinas pertencem a duas categorias funcionais; a proteina ClpP pertence a
categoria NO (Motilidade e secre¢ao celular/Modificacdo pos-traducional, turnover de
proteinas e chaperones) e as proteinas ClpL, CIpE e ClpX pertencem a categoria O
(Modificagao pos-traducional, furnover de proteinas e chaperones) (Tabela 4).

As éarvores filogenéticas mostraram que os genes clpP, clpE e clpL de L.
delbrueckii UFV H2b20 agruparam com os de L. delbrueckii ATCC 11842 (Figuras 1, 2
e 3). O agrupamento filogenético de clpX diferiu-se dos demais genes; apresentou-se
como um ramo externo as espécies de Lactobacillus, dentre as quais se encontra o L.
delbrueckii ATCC 11842 (Figura 4).

A exposi¢do de células de L. delbrueckii UFV H2b20 por 30 ¢ 60 minutos ao
estresse acido (MRS pH 3,5) provocou aumento da expressdo dos genes clpP, clpE,
clpL e clpX (Figura 5). O gene c/pP foi o que apresentou maior aumento, 8,5 vezes
maior que no tratamento controle apos 30 minutos, ¢ 14 vezes apdés 60 minutos. A
expressao do gene clpE foi 0,96 maior que o tratamento controle apds 30 minutos e 0,6
apos 60 minutos. O gene clpL apresentou expressao de 6,35 vezes maior apos 30
minutos e 1,65 apds 60 minutos. A expressdo do gene c/pX foi 0,6 vezes maior em

ambos os tempos analisados (Figura 5).
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A exposi¢do de células de L. delbrueckii UFV H2b20 por 30 e 60 minutos ao
meio MRS contendo 0,1 % de sais biliares mistos provocou aumento da expressdo dos
genes clpP e clpE (Figura 6). Diferentemente, os genes clpL ¢ clpX apresentaram maior
expressdo apenas apos 30 minutos de exposicdo e repressao apos 60 minutos,
comparado ao tratamento controle (Figura 6).

A expressao dos quatro genes analisados de L. delbrueckii UFV H2b20 exposto
ao acido conjugado taurodeoxicolico se diferiu quando comparada a de sais biliares
mistos (Figuras 6 e 7). A repressdo dos genes c/pP e cIpE foi observada em resposta a
exposicao a 0,1 % de taurodeoxicoélico por 30 e 60 minutos. J4 a expressdo do gene c/pL
foi 0,55 vezes maior que o tratamento controle apds exposi¢ao por 30 minutos desse
acido conjugado. O gene clpX foi reprimido apods exposi¢ao por 30 minutos e sua
expressao foi similar ao tratamento controle apds 60 minutos (Figura 7).

O perfil de expressio dos genes em resposta ao d4cido conjugado
glicodeoxicolico diferiu-se do de acido taurodeoxicoélico (Figuras 7 e 8). O gene clpP
apresentou aumento de 1,8 vezes na expressdo, apds 30 minutos na presenga de 0,1 %
de glicodeoxicolico, quando comparado ao tratamento controle. Os genes c/pE e clpX
apresentaram expressdo similar ao controle, apoés 30 minutos de exposicdo ao
glicodeoxicoélico. A expressao de clpL foi maior que a do tratamento controle nos dois

tempos analisados (Figura 8).

4. DISCUSSAO

A reconstrugdo filogenética por Inferéncia Bayesiana de clpP, clpE, clpL de L.
delbrueckii UFV H2b20 mostrou que estes genes agruparam com os de L. delbrueckii
ATCC 11842. Estes agrupamentos, associados aos altos valores de identidade
confirmaram a identidade e corroboram dados de trabalho anterior sobre a
reclassificacdo da bactéria (MAGALHAES et al., 2008). L. delbrueckii UFV H2b20,
originalmente classificado como L. acidophilus pelas caracteristicas fenotipicas
(SANTOS, 1984) foi reclassificado como pertencente a espécie L. delbrueckii
(MAGALHAES et al., 2008). Esta bactéria apresenta caracteristicas especificas que a
distingue de outras dessa espécie, especialmente no que se refere & probiose. As
bactérias com genomas completamente sequenciados, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
ATCC 11842 e L. delbrueckii subsp. bulgaricus BAA 365, ndo sdo probidticas (GOH e

KLAENHAMMER, 2009). Até o momento, ndo hé relatos na literatura de linhagens de
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L. delbrueckii com funcdes probidticas. Diferentemente, o gene clpX apresentou-se
como um ramo externo as espécies de Lactobacillus, dentre as quais se encontra o L.
delbrueckii ATCC 11842. Esse agrupamento associado ao tamanho do ramo pode
indicar mutacdes no gene c/pX durante a evolugao.

A reconstrucao de arvores filogenéticas mostrou que em relagdo as bactérias do
acido lactico probidticas, o gene clpP de L. delbrueckii UFV H2b20 ¢ filogeneticamente
mais proximos ao de L. acidophilus NCFM. Essas duas espécies pertencem ao mesmo
grupo pela filogenia do rRNA 16S (SCHLIFER e LUDWIG, 1995; FELIS e
DELLAGLIO, 2005). Lactobacillus acidophilus NCFM, de origem humana, como L.
delbrueckii UFV H2b20, ¢ produzida comercialmente desde 1972, possui genoma de
1,9 Mb, nao possui plasmideos ¢ o conteudo GC ¢ de 34,7 % (ALTERMANN et al.,
2005). L. delbrueckii UFV H2b20 foi reclassificado como pertencente a espécie L.
delbrueckii apd6s andlise da sequéncia rDNA 16S e hibridizagdo DNA-DNA
(MAGALHAES et al, 2008), ndo apresenta plasmideos (FLORESTA, 2008) e o
conteido GC possivelmente ¢ maior que o de L. acidophilus, ja que o contetido de L.
delbrueckii bulgaricus ATCC 11842 ¢ de 49,7 % (VAN DE GUCHTE et al., 2006).

Em relagdo aos probidticos, o gene clpE de L. delbrueckii UFV H2b20 ¢
filogeneticamente mais proximo ao de L. johmsonii F19785. L. delbrueckii ¢ L.
johnsonii pertencem ao mesmo grupo pela filogenia do rRNA 16S (SCHLIFER e
LUDWIG, 1995; FELIS e DELLAGLIO, 2005). Adicionalmente, uma sintenia global
foi observada entre os genomas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, L.
acidophilus e L. johnsonii (BERGER et al., 2007). Aproximadamente 55 a 60 % das
proteinas de L. delbrueckii apresentam homodlogos em L. acidophilus e L. johnsonii € 25
a 35% das proteinas sdo unicas ao L. delbrueckii (VAN DE GUCHTE et al., 2006).

O gene clpL de L. delbrueckii UFV H2b20 ¢ filogeneticamente mais proximo ao
de Lactobacillus salivarius UCC 118, em relagdo aos probioticos. Lactobacillus
delbrueckii e L. salivarius ndo pertencem ao mesmo grupo pela filogenia do rRNA
(SCHLIFER e LUDWIG, 1995; FELIS e DELLAGLIO, 2005), entretanto como L.
delbrueckii UFV H2b20, L. salivarius UCC118 € probiotico e foi isolado do TGI de
humanos (ZHU et al., 2009) e, assim essas duas espécies compartilham o mesmo nicho
ecoldgico. A busca no banco de dados NCBI mostrou que espécies mais relacionadas ao
L. delbrueckii UFV H2b20 como L. acidophilus e L. johnsonii ndo possuem 0 gene
clpL, o que pode explicar o agrupamento obtido pela reconstrucdo filogenética desse

gene.
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Neste estudo, o aumento da expressao dos clpP, clpE, clpL e clpX de L.
delbrueckii UFV H2b20 em meio MRS pH 3,5 mostrou o envolvimento destes genes na
resposta ao estresse acido e sugere que as proteinas do complexo Clp podem estar
envolvidas no reparo e/ou degradagdo de proteinas danificadas pelo estresse e assim,
contribuir para a sobrevivéncia e persisténcia da bactéria no TGI de humanos. Alguns
estudos mostraram o envolvimento dos genes c/p em bactérias do acido lactico expostas
ao estresse acido. Em L. reuteri ATCC 55730, o gene clpL (Ir1863) apresentou aumento
da expressdo em pH 2,7 e o mutante c/pL foi mais sensivel ao acido que a linhagem
selvagem (WALL et al, 2007). Em outro estudo, expressdo da proteina ClpL de
Streptococcus mutans LT11 foi maior quando as células foram crescidas em meio com
pH 5,0 do que as células em pH 7,0 (LEN et al., 2004). Em Lactobacillus plantarum
WCFS1 ocorreu aumento da expressao do gene c/pE quando a bactéria foi exposta ao
meio de cultura com pH 4,8 (PIETERSE ef al., 2005).

O aumento da expressdo dos genes clpP, clpE, clpL e clpX de L. delbrueckii
UFV H2b20 a exposi¢do ao MRS contendo 0,1 % de sais biliares mistos mostrou o
envolvimento dos mesmos na resposta a esse estresse e sugere que as proteinas
codificadas por esses genes podem ser necessdrias para a adapta¢do de L. delbrueckii
UFV H2b20 no TGI, ja que os sais biliares apresentam atividade antimicrobiana
potente, podendo causar danos as membranas celulares, ao DNA e as proteinas
(BEGLEY et al., 2005). Os genes cIpE e clpL de Lactobacillus reuteri ATCC 55730
apresentaram aumento na expressao de 5 e 3,2 vezes, respectivamente em resposta a
esse estresse. Além disso, o mutante c/pL apresentou diminui¢do da sobrevivéncia em
exposi¢ao aos sais biliares, quando comparado a linhagem selvagem (WHITEHEAD et
al., 2008).

Para verificar a resposta transcricional dos genes clpP, cIpE, clpL e clpX ao
estresse por presenca de sais biliares conjugados, L. delbrueckii UFV H2b20 foi exposto
ao taurodeoxicolico e ao glicodeoxicdlico. Em relagdo ao taurodeoxicolico, os genes
clpP ¢ clpE foram reprimidos nos dois tempos analisados. A expressao de c/pX foi
menor no tempo 30 e similar ao controle no tempo 60. Assim, esses dados indicam que
os genes clpP, clpE e clpX possivelmente ndo estdo envolvidos na resposta ao estresse
por presenca de taurodeoxicolico em L. delbrueckii UFV H2b20. De forma distinta, a
expressao de c/pL foi maior que no tratamento controle. Assim, o gene c/pL pode estar
envolvido na resposta ao estresse por presenca de taurodeoxicolico e a proteina ClpL

pode ser importante para a sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 no TGI.
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A resposta a presenca de glicodeoxicdlico foi distinta da de taurodeoxicolico.
Os genes clpP ¢ clpL apresentaram maior expressao apds 30 minutos de exposi¢do em
meio MRS contendo 0,1 % de glicodeoxicolico. A expressao de clpE e clpX foi similar
ao tratamento controle apds 30 minutos de exposicao, e apds 60, a do gene clpX foi 0,8
vezes maior que o tratamento controle. Estes dados mostram que possivelmente os
quatro genes analisados estdo envolvidos de formas diferentes na resposta ao estresse
por glicodeoxicdlico.

A expressdo dos genes clp em resposta aos estresses acido e por presenca de sais
biliares em L. delbrueckii UFV H2b20 mostrou que esses genes estdo relacionados a
resposta ao estresse geral e que mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia aos
estresses acido e por presenga de sais biliares s3o comuns a esses estresses. Estudo com
L. reuteri ATCC 55730, mostrou que genes diferentemente regulados sob condigdes de
estresse acido, também apresentaram expressao alterada na presenga de sais biliares.
Isso pode indicar que quando as células sdo expostas ao pH acido no estdbmago, muitos
mecanismos envolvidos na resposta ao estresse por sais biliares sdo ativados (WALL et
al.,2007; WHITEHEAD et al., 2008).

Em conjunto, os dados mostraram que os genes clpP, clpL, clpE e clpX estao
envolvidos na resposta ao estresse acido e por presenca de sais biliares e que respondem
a essas condic¢des de forma distinta. As proteinas do complexo Clp possivelmente estdo
envolvidas no reparo e/ou degradacdo de proteinas danificadas pelas condicdes
prevalecentes no TGI investigadas neste estudo. Assim, os genes c/p podem contribuir
para a sobrevivéncia e persisténcia de L. delbrueckii no TGI, caracteristica necessaria as
linhagens utilizadas como probidticos. Estudos com mutantes sdo necessarios para
confirmar a essencialidade destes genes em L. delbrueckii UFV H2b20 sob condig¢des

de estresse.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers e temperatura de aneclamento utilizados na

amplificacdo dos genes que codificam as proteinas Clp de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20.

Gene Primer (5°-3°)* Temperatura de
anelamento
clpP ClpPf - CCGTAGTCCTTGGCTTCCT 54,5°C
ClpPr - GACATTTACTCCCGCTTGCTT
CIpEfl- CTGTCAAAACTGCCACCAAC 47,9 °C
ClpErl- TTCTTCTTGTGCCTGGATGT
clpE
CIpEf2- GAAGACTACGAAAAAGCTGCC 49 °C
ClpEr2- GTGATTTCCCCGTCCCTTA
ClpLfl- CCAGGGCAAGCAAAAGAAG 60,8 °C
clpL ClpLrl- CCGACGAAGAGGAAGGAG
ClpLf2 - AAGACTACCAAGCCGCCC 62,6 °C
ClpLr2 - GTTTACGTCAGCCAGCATCC
clpX ClpXf - CGGGCCAAGCGGGTTCTGTC 60,3 °C

ClpXr - CCTCTTCCAGTTCGCGGCGG

*Primers selecionados com base nas sequéncias de Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus ATCC
11842
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Tabela 2. Sequéncias de primers utilizados no estudo de expressao de genes por qRT-
PCR em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto aos estresses acido e por
presenca de sais biliares

Gene alvo Primer (5°-3”) Tamanho do
amplicon
sigA Ldb1245f - AGCCAAGAACCAGGAAAC 147

Ldb1245r - GTCAGGAACTCACCCATC

clpP qClpPf - GCGGTGTGATCACTTCCGGCAT 109
qClpPr - TGCCCTTTTCGCCTTCAGCC

clpE qCIpEf - CGGCAGCGAAGACGCCATGA 114
qCIpEr - GGCGGACCCGTTCGGTCAAT

clpL qClIpLf - GGGACGTGCCGGAAGCAATCA 109
qClpLr - GCCTCTGTCCTTGACTTCCTTGACC

clpX qClpXf - CCCAGCGGGGGATCATTTATATCG 129
qClpXr - CCTGCGGCGGAATAGAAGCAA

*Os primers foram selecionados com base nas sequéncias parciais dos genes de L. delbreuckii UFV
H2b20 obtidas por sequenciamento.
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Tabela 3. Tamanho das sequéncias parciais obtidas dos
delbrueckii UFV H2b20 e valores de identidade
Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842

genes em Lactobacillus
em relacdo aos genes de

Tamanho da Identidade
Gene Sequéncia obtida * N
sequéncia (BlastN)
clpP 462pb 585pb 97%
clpE 1888pb 2156pb 96%
clpL 1686pb 2091pb 97%
clpX 908pb 1254pb 97%

*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
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Tabela 4. Anotacao funcional de genes envolvidos nos estresses acido e por presenca de sais biliares e seus ortologos em Bactérias do Acido Lactico

Genes” Ortélogos” COG"* Anotacao funcional
Categoria Descricao
ClpP
Ldb0624 LC705 00984; LAR 0379; LCABL 1070; LP_0786; Motilidade e secrecao celular/  Processos
LGAS 1312; LJ0869; LSL 1168; Im02468; bsu34540 0740NO  modificagao pos-traducional, celulares
turnover de proteinas, chaperones
CIpE
Ldb0574 LBAO0638; LSA1465; LSL 0386; Ip 1269; LCABL 19810; Modificacao pds-traducional, Processos
F19785 1389;LGG_01823;1mo0997; stu0602 05420 turnover de proteinas, chaperones celulares
ClpL
Ldb2102 1p 3583;LSA0207; LSL 0059; LCABL 22120; LGG 02035; 05420  Modificagao pos-traducional, Processos
stul614; LCK 00197; SA2336 turnover de proteinas, chaperones  celulares
ClpX
LAR 0630;LCABL 15610;LAF 0620;lhv_0897;LGG 01352; Modificagao pos-traducional, Processos

Ldb0778 FI9785 1195; LGAS 1166; LBAO0847; LSA1061; 12190  turnover de proteinas, chaperones celulares
LVIS 1387;1p 2116; 1mo1268; BSU28220

* Genes de L. delbrueckii ATCC 11842, disponiveis no banco de dados NCBI/ ® Nomenclatura conforme NCBI
¢ Codigos das categorias funcionais conforme o banco de dados Cluster Orthologous of Groups (COG)
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Bacillus subtilis

Listeria monocytogenes EGDe

Lactobacillus salivarius UCC118

Lactobacillus reuteri JCM 1112

1 1.00
Lactobacillus plantarum WCFS1
Lactobacillus rhamnosus Lc 705
1.00 1.00
Lactobacillus casei BL23
— Lactobacillus acidophilus NCFM
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( Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

L 1.00
Lactobacillus delbrueckii ATCC11842
0.1

Figura 1. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayesiana com ortélogos
do gene clpP. Listeria monocytogenes EGDe e Bacillus subtilis 168 foram
utilizados como grupo externo.
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Listeria monocytogenes EGDe

Lactobacillus salivarius UCC118

1.00
Lactobacillus acidophilus NCFM
Lactobacillus sakei 23K
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Lactobacillus casei BL23

1.00
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Lactobacillus plantarum WCFS1
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Lactobacillus johnsonii FI9785
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Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

1.00

Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842.
0.1

Figura 2. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayesiana com ortélogos
do gene cIpE. Listeria monocytogenes EGDe foi utilizada como grupo
externo.
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Streptococcus thermophilus LMG 18311

Lactobacillus salivarius UCC118

Leuconostoc citreum
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Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842
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Figura 3. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayesiana com ortélogos
do gene clpL. Streptococcus thermophilus LMG18311 foi utilizado como
grupo externo.
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— Listeria monocytogenes EGDe

1.00

— Bacillus subtilis 168

— Lactobacillus plantarum WCFS1

— Lactobacillus brevis ATCC 367

Lactobacillus casei BL23

Q%0

Lactobacillus rhamnosus GG

0.50
— Lactobacillus sakei23K

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

Lactobacillus delbrueckiiATCC 11842
 0.50
1.00

Lactobacillus delbrueckii ATCC BAA365

— 1.00

Lactobacillus acidophilus NCFM

1.00
Lactobacillus johnsonii F19785

1.00

Lactobacillus gasseri ATCC 33323
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Figura 4. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayesiana com ortélogos

do gene clpX. Listeria monocytogenes EGDe e Bacillus subtilis 168 foram
utilizados como grupo externo.
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Figura 5. Expressdo relativa normalizada dos genes c/pP, clpE, clpL e clpX de

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS pH 3,5 por
30 e 60 minutos. As barras correspondem ao nivel de expressao relativa
em relagdo ao tratamento controle, cujo valor é igual a 1. As barras de erro
correspondem aos desvios-padrao.
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Figura 6. Expressdo relativa normalizada dos genes clpP, clpE, clpL e clpX de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS acrescido de
0,1 % (p/v) de sais biliares mistos por 30 e 60 minutos. As barras
correspondem ao nivel de expressao relativa em relacdo ao tratamento
controle, cujo valor ¢ igual a 1. As barras de erro correspondem aos
desvios-padrao.
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Figura 7. Expressdo relativa normalizada dos genes clpP, cIpE, clpL ¢ clpX de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS acrescido de
0,1 % (p/v) de taurodeoxicolico por 30 e 60 minutos. As barras
correspondem ao nivel de expressdao relativa em relagdo ao tratamento
controle, cujo valor ¢ igual a 1. As barras de erro correspondem aos
desvios-padrao.
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Figura 8. Expressdo relativa normalizada dos genes c/pP, cIpE, clpL e clpX de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS acrescido de
0,1 % (p/v) de glicodeoxicolico por 30 e 60 minutos. As barras
correspondem ao nivel de expressdo relativa em relagdo ao tratamento
controle, cujo valor ¢ igual a 1. As barras de erro correspondem aos
desvios-padrao.
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Capitulo 4 - IDENTIFICACAO, FILOGENIA MOLECULAR E ANALISE DA
EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA DESCARBOXILACAO DE
AMINOACIDOS EM Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 EXPOSTO AO

ESTRESSE ACIDO
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IDENTIFICACAO, FILOGENIA MOLECULAR E ANALISE DA
EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA DESCARBOXILACAO DE
AMINOACIDOS EM Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 EXPOSTO AO
ESTRESSE ACIDO

RESUMO

O processo de descarboxilagdo de aminoacidos ¢ importante para a manutengdo do
pH intracelular em células de bactérias sob condi¢des de estresse acido. Assim, o
objetivo deste trabalho foi identificar e realizar andlises filogenética e de expressao,
por qRT-PCR, de dois genes que codificam proteinas envolvidas na descarboxilagao
de aminoacidos em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao estresse acido.
As sequéncias parciais dos genes que codificam ornitina descarboxilase e permeasse
de aminoédcido em L. delbrueckii UFV H2b20 apresentaram alta identidade de
sequéncia e agruparam com as de Lactobacillus delbreuckii subsp. bulgaricus ATCC
11842. A anélise de ortologia com o banco de dados Cluster of Orthologous Groups
(COG) mostrou as proteinas codificadas por esses genes como integrantes da
categoria funcional de Transporte e Metabolismo de Amindacidos. As exposicdes
das células de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS pH 3,5, por 30 ¢ 60 minutos
provocaram aumento na expressao do gene que codifica a ornitina descarboxilase,
sendo que a exposi¢do por 60 minutos foi 7,5 vezes maior que no tratamento
controle. Ao contrario, a expressdo do gene que codifica a permease de aminoacido
foi similar ao tratamento controle apds a exposi¢ao por 30 minutos € menor apos 60
minutos. O aumento da expressdo do gene que codifica a ornitina descarboxilase
apos a exposicao das células por 30 e 60 minutos em MRS, meio rico, mostra o
envolvimento deste gene na resposta ao estresse acido em L. delbrueckii UFV H2b20
e evidencia que a proteina codificada pelo gene identificado neste estudo ¢ a
envolvida na regulagdo do pH intracelular. Sugere-se a descarboxilagdo de
aminoacidos como mecanismo de adaptacdo a condicao de acidez do meio, uma
caracteristica desejdvel e necessaria para culturas probidticas, e naturalmente de
importancia para a sobrevivéncia e persisténcia de L. delbrueckii UFV H2b20 no
TGI de humanos.

Palavras-chave: Lactobacillus, estresse, descarboxilacdo de aminoacidos, PCR em
tempo real
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1. INTRODUCAO

As Bactérias do Acido Léactico (BAL) probidticas devem possuir genes
envolvidos na resposta ao estresse acido para a sobreviverem no trato gastrointestinal
(TGID) (ZHU et al., 2009). Dentre os mecanismos para manter a homeostase
intracelular em bactérias Gram-positivas em relagao ao pH encontram-se a bomba de
protons FiFo-ATPase, a descarboxilagdo de aminoacidos, a expressdao de proteinas
gerais de estresse, a producdo de compostos alcalinos e a modificacdo da composigdo
da membrana celular (COTTER e HILL, 2003; GOH e KLAENHAMMER, 2009).

A descarboxilacdo de aminoacido ¢ de importancia para manutengdo do pH
intracelular de células sob estresse acido (AZCARATE-PERIL et al., 2004). Nestas
reagdes, um aminodacido ¢ transportado para dentro da célula, onde a descarboxilacao
ocorre, um proéton € consumido e o produto, uma amina, é exportado da célula. O
resultado é o aumento do pH intracelular. Além disso, a extrusdo da amina acoplada
a entrada do substrato, o aminoacido, também pode contribuir para o aumento do pH
extracelular (LEBEER et al., 2008).

A Ornitina descarboxilase ¢ uma enzima que, geralmente ¢ induzida em pH
acido e também desempenha papel na manutengdo da homeostase em relagdo ao pH,
ao catalisar a conversdo de ornitina a putrescina. Em Escherichia coli, a ornitina
“biossintética” ¢ expressa constitutivamente por todas as linhagens de E. coli
crescidas em meio minimo com pH neutro, enquanto a forma “biodegradativa” da
enzima ¢ induzida em 10 % das linhagens crescidas em meio rico com baixo valor de
pH e, tem papel na regulagdo do pH intracelular (APPLEBAUM et al., 1977).

O genoma de L. acidophillus NCFM codifica diversas proteinas envolvidas
na resposta ao estresse, dentre elas a ornitina descarboxilase (ALTERMANN et al.,
2005), relacionada a tolerancia ao meio acido (AZCARATE-PERIL et al., 2004). Em
L. acidophillus, quatro genes que codificam homologos envolvidos na
descarboxilagdo de aminodacidos (antiporte, ornitina descarboxilase, permease de
aminodcido e o regulador transcricional) foram associados com a tolerancia acida,
sendo os mutantes dos quatro genes mais sensiveis ao baixo pH que a linhagem
parental (AZCARATE-PERIL et al., 2004). Entretanto, em Lactobacillus curvatus

CTC273 a ornitina descarboxilase parece ndo estar envolvida na neutraliza¢do do
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ambiente 4cido, ja que sua atividade ¢ fortemente inibida sob essas condi¢des (CID
et al., 2008). A troca de uma amina citoplasmatica por um aminoacido externo
resulta em efluxo de carga positiva com consequente geracdo de potencial de
membrana. Este gradiente eletrostatico, junto com o gradiente pH transmembrana,
gera uma for¢a proton-motora, que induz a entrada de protons, que pode ser usada
para sintese de ATP. Além disso, a producdo de putrescina foi maior em meio com
baixa concentragdo de glicose. Estes processos sugerem a descarboxilagdo de
ornitina como um possivel mecanismo para gerar energia em L. curvatus CTC273
quando a bactéria cresce em meio com baixa disponibilidade de glicose (CID ef al.,
2008).

A filogenética molecular tem vantagens sobre a metodologia classica uma vez
que o DNA pode ser usado para comparar qualquer grupo de organismos. Além
disso, ¢ sabido que a mudanga evoluciondria segue um modelo mais ou menos
regular, e assim torna possivel o uso de modelos matematicos para comparar DNAs
de organismos distantemente relacionados, usando as sequéncias de nucleotideos que
contém quantidade muito maior de informagdes quando comparadas as de caracteres
morfoldgicos (NEI e KUMAR, 2000). As comparacdes podem ser feitas com o uso
de métodos ja consagrados na literatura e que exigem quantidade de dados e poder
computacional cada vez maiores, como os denominados de: Neighbor-Joining,
Maiéxima Parcimonia, Maéxima Verossimilhanca e de inferéncia Bayesiana
(BOLLBACK, 2002; FELSENSTEIN, 2004). O de inferéncia Bayesiana ¢
atualmente o de utilizagdo mais ampla, por possibilitar uma andlise rapida de grande
volume de dados e por ser a sua base estatistica robusta e com modelos evolutivos
complexos (BOLLBACK, 2002).

A caracterizagdo ¢ o primeiro passo na prospec¢do de genes possivelmente
envolvidos na probiose e as tecnologias de gendmica funcional s3o necessarias para
demonstrar o envolvimento desses genes na regulacdo do estado fisiologico dos
probioticos em condi¢des determinadas (CALLANAN et al., 2005; LEBEER et al.,
2008). Desta forma, estes estudos resultam em estratégias para melhorar a robustez
de linhagens com potencial para uso em aplicacao industrial (ZHU et al., 2009).

Assim, este trabalho teve por objetivo identificar e realizar analises
filogenética e de expressao de dois genes envolvidos no processo de descarboxilacdo
de aminoacidos que codificam uma ornitina descarboxilase e uma permease de
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aminoacido, para compreender melhor o papel dos mesmos na resposta ao estresse

acido em L. delbrueckii UFV H2b20.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Linhagem e condic¢des de cultivo

Culturas estoque de L. delbrueckii UFV H2b20, isolado a partir de material
fecal de criangas recém-nascidas (SANTOS, 1984) foram preparadas, congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C em caldo MRS, contendo 20 % de
glicerol. As células foram reativadas em leite desnatado reconstituido (LDR) em
agua para concentracdo final de 10 % (p/v), e inoculadas em 5 mL de meio MRS

contendo 2 % de glicose.

2.2. Extracao de 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), seguindo as recomendacdes do fabricante
ou o protocolo adaptado no laboratério de Microbiologia Industrial do Departamento
de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil

(MAGALHAES et al., 2008).

2.3. Selecao de primers e detecciao dos genes alvos

Para amplificacdo dos genes que codificam proteinas envolvidas na
descarboxilagdo de aminoacidos foram desenhados primers (Tabela 1) baseados nas
sequéncias de nucleotideos de L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842
(NCO008054), sendo os genes codificadores de ornitina descarboxilase (Ldb0547 e
Ldb1775); e de permease de aminoacido (Ldb0539), disponiveis no banco de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a selecdo dos primers foi utilizada a ferramenta
Primer-Blast, disponivel no NCBI e a qualidade dos mesmos foi verificada pelo
programa OligoAnalyzer 3.1 (http//:www.idtdna.com).

As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em volume total de 25 pL,
utilizando-se a DNA polimerase Gotaq (Promega) segundo instrugdes do fabricante e
25 ng de DNA total de L. delbrueckii UFV H2b20 como molde. Para determinar a
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temperatura de anelamento a ser utilizada com cada par de primer foi utilizado o

termociclador com gradiente programavel Bio-Rad iClicer (Techne TC 512) (Tabela

1).

2.4. Clonagem e sequenciamento dos genes

Os DNAs amplificados foram clonados em pGEM-T Easy Vector (Promega),
como instru¢des do fabricante, e transformados em Escherichia coli JM109 por
choque térmico, conforme técnicas padrao (SAMBROOK, 1989). Os insertos foram
sequenciados no sequenciador MegaBACETM 500 de 48 capilares (GE Healthcare)
no Laboratorio de Gendmica, UFV e a andlise das sequéncias foi realizada

utilizando-se o programa Sequencher 4.1.4. (Gene Codes Corporation).

2.5. Analise comparativa de genes e Analise filogenética

Para cada sequéncia obtida foi feita uma busca de identidade com a utilizag¢ao
do programa Basic Local Alignment Search Tool para nucleotideos (BLASTn). A
seguir, foram realizadas buscas de ortologia no banco de dados COG, uma vez que o
objetivo foi o de reconstruir a historia evolutiva dos genes. As sequéncias de genes
ortdlogos foram utilizadas para a reconstrugdo de arvores filogenéticas por Inferéncia
Bayesiana no programa MrBayes 3.1, utilizando o método Markov chain Monte
Carlo para 10 milhdes de geracdes. Foram feitas duas corridas independentes com
quatro cadeias simultaneas, usando as configuracdes originais do programa. O
modelo de substituicdo de nucleotideos usado foi o estabelecido pelo programa
MrModelTest, usando o critério Akaike (POSADA & BUCKLEY, 2004). As arvores
foram amostradas a cada 1000 geracdes e 25 % delas foram descartadas como “burn-
in”. A probabilidade posterior, representada em cada n6 da arvore construida,

representa uma indicacao do suporte daquele n6 baseado no conjunto de dados.

2.6. Preparacao das células de L. delbrueckii UFV H2b20 para extracio de RNA

Células de L. delbrueckii UFV H2b20 congeladas foram reativadas em LDR
10% (p/v) e, transferidas para placa contendo MRS 4gar. Para cada tratamento foram
preparados 10 tubos contendo 3 mL de MRS. Em cada tubo foram transferidas trés
coldnias que foram cultivadas até atingir D.O.¢p9 de 0,5. Aliquota de 1 mL de cada
uma das culturas crescidas foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL,
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totalizando 10 microtubos. Em seguida, as células foram centrifugadas,
ressuspendidas em 1 mL de MRS de acordo com cada tratamento. Aliquotas de 100
pL da suspensdo de cada um dos 10 microtubos foram transferidas para um tubo de
1,5 mL, com volume final de 1 mL, e centrifugadas. O sedimento nos tubos foi
congelado no proprio microtubo em nitrogénio liquido e estocado a -80 °C para
posterior extragdo de RNA. Foram realizados os seguintes tratamentos: 1. Controle
(MRS pH 6,7); 2. Estresse acido (MRS pH 3,5). As amostras foram mantidas em

cada uma destas condig¢des por 30 e 60 minutos.

2.7. Extracao de RNA e sintese de cDNA

As células tratadas e armazenadas a -80 °C foram descongeladas,
ressuspendidas em 300 pL de TE pH 7.4 acrescido de 5 pL de lisozima (50 mg mL™")
e mantidas por 35 minutos a 37 °C em banho-maria. A extracio do RNA foi feita
utilizando-se Trizol (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. A pureza
e quantificagdo do RNA foram determinadas utilizando-se o espectrofotometro
Evolution Thermo Scientific™. O RNA (2 pg) foi tratado com DNase (Promega),
conforme instru¢des do fabricante e 400 ng do RNA tratado foi utilizado para sintese
do cDNA, utilizando kit ImProm-II'"" Reverse Transcription System (Promega),

segundo instrucdes do fabricante.

2.8. qRT-PCR

A verificagdo do nivel de expressao dos genes codificadores de ornitina
descarboxilase e de permease de aminoacidos foi realizada por qRT-PCR. As
sequéncias parciais desses genes, previamente obtidas por sequenciamento, foram
utilizadas para selecdo de primers especificos para qRT-PCR (Tabela 2). O gene
homologo a sigd foi o utilizado como gene controle ou de referéncia apos a
verificagdo de que a expressdo do mesmo nao foi significativamente afetada sob as
condigdes experimentais. A presenga de um unico amplicon foi inicialmente testada
por PCR convencional, utilizando-se cDNA de L. delbrueckii UFV H2b20. Os
resultados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (8 %).

As andlises quantitativas foram realizadas em termociclador CFX96TM Real-
Time PCR detection systems — C100TM Thermal Cycler (Bio-Rad), utilizando Fast
SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) para monitorar a sintese de
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DNA fita dupla. As reagdes foram montadas em volume final de 12 pL, conforme
instrugdes do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As
eficiéncias de reacdo foram determinadas (PFALL, 2001; BUSTIN ef al., 2005) ¢ a
especificidade da amplificagdo foi determinada por meio da andlise das curvas de

dissociagio. A determinacio da expressdo relativa foi feita pelo método 2744

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacdo e Filogenia Molecular dos genes que codificam ornitina
descarboxilase e permease de aminoacido em L. delbrueckii UFV H2b20

A sequéncia parcial do gene codificador de ornitina descarboxilase de L.
delbrueckii UFV H2b20 apresentou 96 % de identidade e a do gene codificador de
permease de aminoacidos correspondeu a 98 %, com as de L. delbrueckii ATCC
11842 (Tabela 3). As proteinas codificadas por esses genes pertencem a mesma
categoria funcional, ou seja, Transporte e Metabolismo de Aminoacidos, conforme
analise da anotacao funcional do banco de dados COG (Tabela 4).

Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 possui dois genes (VAN DE
GUCHTE et al., 2006) que codificam as proteinas ornitina descarboxilase (Ldb0547
e Ldb1775) e apresentam 65 % de identidade entre si, segundo andlise no banco de
dados BlastN. Algumas bactérias contém duas formas de ornitina descarboxilase,
uma “biossintética” e outra “biodegradativa” (APPLEBAUM et al., 1975).
Entretanto, até¢ o momento ndo foram encontrados registros de informagdes se os dois
genes, codificadores de ornitina descarboxilase, presentes no genoma de L.
delbrueckii ATCC 11842 correspondem a essas diferentes formas.

As duas reagdes utilizando os dois pares de primers selecionados (Tabela 1),
para a deteccdo de cada um desses dois genes codificadores de ornitina
descarboxilase em L. delbrueckii UFV H2b20 mostraram a presenca de apenas um
gene em L. delbrueckii UFV H2b20, a reagdo utilizando o par de primer selecionado
a partir da sequéncia Ldb0547 foi positiva. A reagdo com o primer selecionado a
partir da sequéncia Ldb1775 nao resultou em amplifica¢do. Esse resultado sugere a

presenga de apenas um gene que codifica a ornitina descarboxilase em L. delbrueckii
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UFV H2b20, ou a sequéncia de outro possivel gene seja muito distinta da sequéncia
de L. delbrueckii ATCC 11842, ndo sendo por isso, detectada por PCR.

A arvore filogenética reconstruida para o estudo da histdria evolutiva do gene
que codifica a ornitina descarboxilase (Figura 1), utilizando ortélogos do respectivo
gene (Tabela 4), mostrou que a sequéncia parcial do gene de L. delbrueckii UFV
H2b20 agrupou com a de L. delbrueckii ATCC 11842 e L. delbrueckii BAA 356
(Figura 1). Este agrupamento, associado ao valor de identidade (Tabela 3), confirma
a identidade da linhagem, mesmo considerando que L. delbrueckii UFV H2b20
apresenta caracteristicas especificas que a distingue de outras bactérias dessa espécie,
especialmente no que se refere a probiose. Até o momento, ndo ha relatos na
literatura de linhagens de L. delbrueckii com fungdes probiodticas.

Em relacdo aos probioticos, o gene codificador de ornitina descarboxilase de
L. delbreuckii UFV H2b0 ¢ filogeneticamente proximo ao de L. casei BL23 (Figura
1). Pela filogenia do rRNA 16S as duas espécies ndo pertencem ao mesmo grupo
(SCHLIFER e LUDWIG, 1995; FELIS e DELLAGLIO, 2005) e apresentam
significativa diferenca em relagdo ao tamanho do genoma, 1,86 Mbp em L.
delbrueckii ATCC 11842 (VAN DE GUCHTE et al., 2006) e 3,0 Mbp em L. casei
(MAKAROVA et al., 2006). Entretanto, a linhagem L. delbrueckii foi isolada do
TGI de humanos (SANTOS, 1984) e, compartilha, portanto, o0 mesmo nicho
ecologico de L. casei BL 23, linhagem probidtica e habitante comum do TGI de
humanos (ZHU et al., 2009).

A sequéncia parcial do gene que codifica a permease de aminoacido de L.
delbreuckii UFV H2b0 agrupou com a de L. delbrueckii ATCC 11842 e, em relagdo
aos probioticos, apresenta-se proxima filogeneticamente a de Lactobacillus jonhsonii
NCC 533 (Figura 2), linhagem probiotica (PRIDMORE et al., 2004). Lactobacillus
delbrueckii e L. johnsonii pertencem ao mesmo grupo pela filogenia do rRNA 16S
(SCHLIFER e LUDWIG, 1995; FELIS ¢ DELLAGLIO, 2005) e os estudos de
gendmica comparativa in silico mostraram extensiva similaridade de sequéncia de
proteinas e sintenia dos genomas de L. johnsonii NCC 533 com o de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus ATCC 11842 (BERGER et al., 2007). Aproximadamente 55 a 60
% das proteinas de L. delbrueckii apresentam homologos em L. johnsonii e 25 a 35

% das proteinas sao Unicas as de L. delbrueckii (VAN DE GUCHTE et al., 2006).
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Neste estudo, a reconstrucao filogenética dos genes codificadores de ornitina
descarboxilase e permease de aminoacido confirmou a filogenia do rRNA 16S de L.
delbrueckii UFV H2b20, conforme trabalho anterior (MAGALHAES et al., 2008).
Estudos filogenéticos podem auxiliar na elucidacdo da historia evolutiva e na
taxonomia dos Lactobacillales, especialmente porque a classificacdo desse grupo nao

pode ser considerada como totalmente resolvida.

3.2. Analise da expressio relativa dos genes que codificam a ornitina
descarboxilase e a permease de aminoacido em L. delbrueckii UFV H2b20

A analise da expressdo relativa por RT-qPCR dos genes que codificam a
ornitina descarboxilase e a permease de aminodcidos foi realizada para verificar se os
mesmos estdo envolvidos na resposta das células de L. delbrueckii UFV H2b20 ao
estresse acido. As exposicoes das células de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS pH
3,5, por 30 e 60 minutos provocaram aumento na expressao do gene que codifica a
ornitina descarboxilase, sendo que a exposi¢ao por 30 minutos foi 1,1 vezes maior
que no tratamento controle e por 60 minutos, 7,5 vezes maior (Figura 3). Ao
contrario, a expressao do gene que codifica a permease de aminodcido foi similar ao
tratamento controle apds a exposi¢do por 30 minutos ¢ menor apds 60 minutos
(Figura 3). A maior expressdo do gene que codifica a ornitina descarboxilase em
MRS pH 3,5, meio rico, mostra o envolvimento desse gene na resposta ao estresse
acido em L. delbrueckii UFV H2b20 e evidencia que a proteina codificada por esse
gene ¢ a envolvida na regulacdo do pH intracelular nesta bactéria.

O envolvimento do gene codificador da ornitina descarboxilase na resposta ao
estresse acido foi também demonstrado em L. acidophillus NCFM e os mutantes
desse gene apresentaram maior sensibilidade a acidez do meio que a linhagem
parental (AZCARATE-PERIL et al., 2004). Entretanto, em L. curvatus CTC273 a
descarboxilacdo de ornitina parece ndo ser um mecanismo para neutralizar o
ambiente acido, pois a atividade da enzima foi fortemente inibida nessa condicao ¢ a
producdo de putrescina foi maior em meio com baixa concentraciao de glicose (CID
et al., 2008). Assim, estudos adicionais sao necessarios para verificar a fungao desse
gene e o seu envolvimento na resposta ao estresse acido em Lactobacillus.
Adicionalmente, deve-se levar em consideragdo que os mecanismos moleculares
envolvidos na resposta ao estresse geralmente sdo especificos da linhagem e ndo
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podem ser generalizados. Os dados sugerem que o gene que codifica a ornitina
descarboxilase em L. acidophillus NCFM possivelmente codifica a proteina
envolvida na regulagdo do pH intracelular e o gene identificado em L. curvatus
codifica a proteina envolvida na geragdo de energia.

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo mostraram o
envolvimento do gene que codifica a ornitina descarboxilase na resposta ao estresse
acido e evidenciou que a proteina codificada pelo gene identificado em L. delbrueckii
UFV H2b20 ¢ a envolvida na regulagdo do pH intracelular. Sugere-se a
descarboxilagdo de aminoacidos como mecanismo de adaptagdo a condicao de acidez
do meio, uma caracteristica desejavel e necessdria para culturas probidticas, e
naturalmente de importancia para a sobrevivéncia e persisténcia de L. delbrueckii

UFV H2b20 no TGI de humanos.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers e temperatura de anelamento utilizados na
amplificacio dos genes que codificam proteinas envolvidas na
descarboxilagdo de aminoacidos de Lactobacillus delbrueckii UFV

H2b20
Gene Primer (5°-3°)* Temperatura de
anelamento

Ornitina Ornf - CGCCTCTGTGACTACATCC 57,1 °C
descarboxilase  Ornr - GACATTTACTCCCGCTTGCTT

Ornitina Ornfl - GCAAAGATAGACCCAGAAC 50,3 °C
descarboxilase  Ornrl - CCAGGAGCGACAATAAATAC

permease permf- TCATCGGGGCCGCCCTCT 47°C

permr- GGCAGGCCCAGGAGGGTGAT

*Primers selecionados com base nas sequéncias de Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus

ATCC 11842.
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Tabela 2. Sequéncias de primers utilizados no estudo de expressdo de genes por
qRT-PCR em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto ao estresse

acido
Gene alvo Primer (5°-3”) Tamanho do
amplicon

sigA Ldb1245f - AGCCAAGAACCAGGAAAC 147
Ldb1245r - GTCAGGAACTCACCCATC

ornitina qOrmf - AGCCCCTCGTTCCCCCACTG 124

descarboxilase qOrnr - GGGCAACTTCACCCGGAGCA

permease de gpermf - CGGCGTGGTTCTTTTGCTCTTTT 146

aminoacido gpermr - AGACTGACGGAGACTTGCGGG

* Os primers foram selecionados com base nas sequéncias parciais dos genes de L. delbreuckii UFV
H2b20 obtidas por sequenciamento.
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Tabela 3. Tamanho das sequéncias parciais dos genes que codificam as proteinas
ornitina descarboxilase e permease de aminoacidos de Lactobacillus

delbrueckii UFV H2b20 e valores de identidades em relacdo aos genes de
Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842

Sequéncia Tamanho da Identidade
Gene b
obtida * sequéncia (BlastN)
Ornitina
1143pb 2088pb 96%
descarboxilase
permease de
808pb 1293pb 98%

aminoacido
*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
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Tabela 4. Anotacao funcional de genes envolvidos na descarboxilagdo de aminoacidos e seus ortdlogos em Bactérias do Acido Lactico

Genes” Ortélogos” COG* Anotacio Funcional
Categoria Descricao
Ornitina
descarboxilase
FI19785 1797; LJ1843; LSL 0138; lhv_1093; LBUL 0489; Transporte e metabolismo de  Metabolismo
Ldb0547 LBA0996; LGAS 1881; LCABL 18700; LC705 01682; 1982E aminoacido
BSU00270
Permease de
aminoacido
Ldb0539 LBA0729; LCABL 30760; LJ0809; LSL 1942; lhv 2036; Transporte e metabolismo ~ Metabolismo
LAR 0437;1p 2799; LMOf2365 2442; SMU.16 0531E de aminoacido

* Genes de L. delbrueckii ATCC 11842, disponiveis no banco de Dados NCBI
® Nomenclatura conforme NCBI
©Codigos das categorias funcionais conforme o banco de dados Cluster Orthologous of Groups (COG)
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Bacillus subtilis str 168

1.00

Listeria monocytogenes EGDe

Lactobacillus helveticus DPC 457
1.00
Lactobacillus acidophilus NCFM

—1 1.00

Lactobacillus gasseri ATCC 33323

1.00

Lactobacillus johnsonii NCC 533

Lactobacillus salivarius UCC118

—050 | actobacillus casei BL23

0.50
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

1.00
Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842

1.00

Lactobacillus delbrueckii ATCC BAA365

Figura 1. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayesiana com ortologos
do gene que codifica a ornitina descarboxilase. Bacillus subtilis str168 e

Listeria monocytogenes EGDe foram utilizados como grupo externo.
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Listeria monocytogenes F2365

1.00
Streptococcus mutans UA159
Lactobacillus reuteriJCM 1112
— 0.50
Lactobacillus salivarius UCC118
1.00
Lactobacillus acidophilus NCFM
1.00
1.00
Lactobacillus plantarum WCFS1
Lactobacillus caseiBL23
1.00
Lactobacillus helveticus DPC 457
—— Lactobacillus johnsonii NCC 533
1.00

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

1.00

Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842

Figura 2. Arvore filogenética reconstruida por Inferéncia Bayesiana com ort6logos
do gene que codifica a permease de aminoacido. Streptococcus mutans

UA159 e Listeria monocytogenes F2365 foram utilizados como grupo
externo.
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1 30 min
9 1 — 60 min

Expressdo Relativa

. [l =

ornitina descarboxilase permease de aminoacido

Figura 3. Expressdo relativa normalizada dos genes que codificam as proteinas ornitina
descarboxilase e permease de aminoacidos de Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20 exposto ao estresse acido (pH 3,5) por 30 e 60 minutos. As barras
correspondem ao nivel de expressdo relativa em relagdo ao tratamento
controle, cujo valor € igual a 1. As barras de erro correspondem aos desvios-
padrio.
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Capitulo 5 - EXPRESSAO DOS GENES spx, dps e pox EM Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 EXPOSTO AOS ESTRESSES ACIDOS E POR SAIS
BILIARES
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EXPRESSAO DOS GENES spx, dps e pox EM Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20 EXPOSTO AOS ESTRESSES ACIDOS E POR SAIS BILIARES

RESUMO

O fenomeno de protecdo cruzada, no qual a adaptacdo a uma condicdo de estresse
também protege contra outro estresse ¢ bem caracterizado e ¢ de importancia para a
sobrevivéncia de espécies de Lactobacillus no trato gastrointestinal (TGI). Em
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 os genes spx, dps e pox estdo envolvidos na
resposta da bactéria ao estresse oxidativo. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a
base molecular envolvida no fendmeno de protecdo cruzada com o envolvimento dos
genes spx, dps € pox as respostas aos estresses acidos e por presenca de sais biliares em
L. delbrueckii UFV H2b20. A exposi¢do das células em meio MRS, pH 3,5 por 30 e 60
minutos provocou o aumento da expressdo dos genes spx, dps e pox, comparado ao
tratamento controle. Em concentracdo de 0,1 % de sais biliares mistos em MRS, a
expressdo do gene spx aumentou apds a exposicdo das células por 30 minutos e o
aumento da expressao de pox ocorreu somente apoés 60 minutos. Por outro lado, em
meio MRS contendo 0,1 % de 4cido taurodeoxicolico o aumento da expressdao do gene
pox ocorre, comparado ao tratamento controle, apos a exposi¢do das células por 30 e 60
minutos A expressao dos genes dps e pox aumentou na presenga de 0,1 % de acido
glicodeoxicolico em meio MRS apds exposi¢ao por 30 minutos. A expressao diferencial
dos genes spx, dps e pox em células de L. delbrueckii UFV H2b20 em MRS expostas
aos estresses acido e por presenga de sais biliares mostrou a sobreposicdo e a
inespecificidade desses genes nas respostas aos estresses e evidencia base molecular
envolvida no fendmeno de protecdo cruzada e existéncia de mecanismo para

sobrevivéncia de L. delbrueckii UFV H2b20 no TGI de humanos.

Palavras-chave: Lactobacillus, estresse, prote¢do cruzada, PCR em tempo real
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos devem possuir mecanismos para proteger e reparar suas
proteinas, membranas e 4cidos nucléicos para viver sob condigdes de estresse. Os
estresses ambientais ativam a expressao de diversos genes que codificam produtos que
tanto protegem as células do estresse como participam no reparo de danos celulares.
Desta forma, ¢ possivel que a exposicao de células a um tipo de estresse possa levar a
protecdo contra outro estresse, fendmeno conhecido como protecdo cruzada (RANGEL,
2010).

As espécies de Lactobacillus probiodticas frequentemente sdo submetidas a
condi¢des de estresse, como a acidez do estdmago, a presenca de sais biliares no
intestino e o estresse oxidativo durante a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI). A
capacidade de sobreviverem nessas condi¢des ¢ um dos critérios utilizados na selegao
de micro-organismos probioticos (GOH e KLAENHAMMER, 2009).

O estresse oxidativo se refere a condi¢des em que a produgdo de espécies reativas
de oxigénio resulta em efeitos negativos no desempenho celular. A toxicidade do
oxigénio ¢ geralmente atribuida aos intermediarios reativos de oxigénio, como anion
superoxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxil que danificam as proteinas, os
lipideos e os acidos nucléicos, constituindo uma das principais causas de morte celular.
Os mecanismos de resisténcia ao estresse oxidativo se baseiam principalmente na
prevengdo da formagdo das espécies reativas de oxigénio, na eliminagdo das mesmas, na
protecdo dos possiveis alvos ou no reparo dos danos causados (VAN DE GUCHTE et
al.,2002; SERRAZANETTI et al., 2009).

A enzima piruvato oxidase (Pox) participa da oxidacdo de piruvato produzindo
CO,, acetil-fosfato e perdxido de hidrogénio, um dos mecanismos da célula para
eliminar o oxigénio (GOFFIN et al., 2006). Entretanto, bactérias do acido lactico, como
L. delbrueckii ATCC 11842, ndo possuem a enzima catalase para destoxificar o
peroxido de hidrogénio produzido nesta reacdo (VAN DE GUCHTE et al., 2006).

Outro gene envolvido na resisténcia ao estresse oxidativo ¢ o spx. A proteina
Spx ¢ um regulador transcricional global que exerce tanto controle positivo como
negativo sobre o inicio do processo da transcricdo em Bacilus subtilis, podendo ativar
genes requeridos para combater o estresse oxidativo ou reprimir genes cujos produtos
sdo desnecessarios nesta condi¢do (ZUBER, 2004). Em L. delbrueckii UFV H2b20 a

transcri¢dao do gene spx € induzida em resposta a presenca de oxigénio (LEITE, 2008).
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Analises gendmica e filogenética indicam a perda e o ganho de genes durante a
evolucdo das bactérias do acido lactico. Dentre os genes perdidos, estdo os que
codificam proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo, como a catalase.
Entretanto, algumas espécies de Lactobacillus mostraram um aumento na resisténcia ao
estresse oxidativo (MAKAROVA et al., 2006; VAN DE GUCHTE et al.,, 2006). Os
autores atribuem esta resisténcia como mediada, em parte, pelo baixo conteudo de ferro,
um oxidante potente.

O ferro ¢ um nutriente essencial para a maioria dos organismos, sendo utilizado
como cofator de varias enzimas. Entretanto, pode reagir com o peroxido de hidrogénio e
produzir o radical hidroxil, que danifica DNA, lipideos e outras moléculas nas células
(VAN DE GUCHTE et al., 2002; SMITH et al., 2004). A concentracao intracelular de
ferro livre € controlada, principalmente, por ferritinas, uma superfamilia de proteinas
que estoca ferro na sua forma oxidada e que ndo ¢ toxica para as células (SMITH et al.,
2004). A proteina Dps de Listeria innocua € capaz de se ligar a aproximadamente 500
atomos de ferro (BOZZI et al., 1997) e evitar a geracao de radical hidroxil (VAN DE
GUCHTE et al., 2002).

Em Lactobacillus reuteri ATCC 55730, 0,5 % de sais biliares em MRS
provocou aumento de 2,1 vezes na expressao de dps, comparado ao controle, entretanto
a sobrevivéncia do mutante dps no mesmo meio ndo foi significativamente afetada
(WHITEHEAD et al, 2008), o que evidencia a presenca de outros mecanismos
envolvidos na adaptagdo ao estresse por presenca de sais biliares. Estudo com
Escherichia coli O157:H7 mostrou que em condi¢des de estresse acido (pH 2,0) a
proteina Dps se liga ao DNA e protege o mesmo de possiveis danos causados pela
acidez (JEONG ef al., 2008). Os autores destacam que em mutantes dps o estresse acido
resultou em danos ao DNA que foram mais pronunciados.

Assim, este trabalho teve por objetivo estudar a base molecular envolvida no
fenomeno de prote¢do cruzada com o envolvimento dos genes spx, dps € pox as
respostas aos estresses acidos e por presenca de sais biliares em L. delbrueckii UFV

H2b20.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Linhagem
Culturas estoque de L. delbrueckii UFV H2b20, isolado a partir de material
fecal de criangas recém-nascidas (SANTOS, 1984) foram preparadas, congeladas em

nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C em caldo MRS, contendo 20 % de glicerol.

2.2. Preparacao das células de L. delbrueckii UFV H2b20 para extracio de RNA
Células de L. delbrueckii UFV H2b20 congeladas foram reativadas em LDR
10% (p/v) e, transferidas para placa contendo MRS &gar. Para cada tratamento foram
preparados 10 tubos contendo 3 mL de MRS. Em cada tubo foram transferidas trés
coldnias que foram cultivadas até atingir D.O.¢p de 0,5. Aliquota de 1 mL de cada uma
das culturas crescidas foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL, totalizando 10
microtubos. Em seguida, as células foram centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de
MRS de acordo com cada tratamento. Aliquotas de 100 puL da suspensdo de cada um
dos 10 microtubos foram transferidas para um tubo de 1,5 mL, com volume final de 1
mL, e centrifugadas. O sedimento nos tubos foi congelado no proprio microtubo em
nitrogénio liquido e estocado a -80 °C para posterior extragdo de RNA. Foram
realizados os seguintes tratamentos: 1. Controle (MRS pH 6,7); 2. Estresse acido (MRS
pH 3,5); 3. Estresse por presenga de sais biliares (MRS contendo 0,1 % de sais biliares);
4. Estresse por presenca de 4cido taurodeoxicolico (MRS contendo 0,1 % de
taurodeoxicoélico); 5. Estresse por presenca de acido glicodeoxicdlico (MRS contendo
0,1 % de glicodeoxicoélico). As amostras foram mantidas em cada uma destas condi¢des

por 30 e 60 minutos.

2.3. Extracao de RNA e sintese de cDNA

As células tratadas e armazenadas a -80 °C foram descongeladas, ressuspendidas
em 300 uL de TE pH 7,4 acrescido de 5 pL de lisozima (50 mg mL™") e mantidas por 35
minutos a 37 °C em banho-maria. A extracdo do RNA foi feita utilizando-se Trizol
(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza e quantificacdo do
RNA foram determinadas utilizando-se o espectrofotdometro Evolution Thermo
Scientific™. O RNA (2 pg) foi tratado com DNase (Promega), conforme instru¢des do
fabricante e 400 ng do RNA tratado foi utilizado para sintese do cDNA, utilizando kit
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ImProm-II""  Reverse Transcription System (Promega), segundo instrugdes do

fabricante.

2.4. qRT -PCR

A verificacdo do nivel de expressdo dos genes spx, dps e pox foi realizada por
gRT-PCR. Foram utilizados primers especificos para qRT-PCR (LEITE, 2008) (Tabela
1). O gene homologo a sigA4 foi o utilizado como gene controle ou de referéncia apds a
verificacdo de que a expressdo do mesmo ndo foi significativamente afetada sob as
condigdes experimentais. A presenca de um unico amplicon foi inicialmente testada por
PCR convencional, utilizando-se cDNA de L. delbrueckii UFV H2b20. Os resultados
foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (8 %).

As andlises quantitativas foram realizadas em termociclador CFX96TM Real-
Time PCR detection systems — C100TM Thermal Cycler (Bio-Rad), utilizando Fast
SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) para monitorar a sintese de DNA
fita dupla. As reagdes foram montadas em volume final de 12 pL, conforme instrugdes
do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As eficiéncias de
reacdo foram determinadas (PFALL, 2001; BUSTIN et al., 2005) e a especificidade da
amplificacdo foi determinada por meio da andlise das curvas de dissociacdo. A
determinacio da expressio relativa foi feita pelo método 24" (LIVAK e

SCHMITTGEN, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da expressdo relativa, por qRT-PCR, dos genes spx, dps e pox de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 expostas aos estresses acidos e por presenca de
sais biliares demonstrou a expressao diferenciada dos mesmos (Figuras 1, 2, 3 ¢ 4). Os
trés genes nesta bactéria encontram-se envolvidos no estresse oxidativo (LEITE, 2008).
A exposicdo das células de L. delbrueckii UFV H2b20 ao meio MRS pH 3,5 por 30
minutos provocou aumento de 1,5 vezes na expressao do gene spx e de 3,6 vezes por 60
minutos, comparado ao tratamento controle (Figura 1). Na presen¢a de 0,1 % de sais
biliares mistos em meio MRS por 30 minutos ocorreu aumento da expressao do gene
spx, e repressdo do mesmo quando as células permaneceram por 60 minutos (Figura 2).
As exposi¢des aos acidos conjugados, taurodeoxicélico ou glicodeoxicdlico, por 30 e 60

minutos resultaram em repressao do gene spx (Figura 3 ¢ 4).
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O aumento da expressdo de spx em resposta a exposicdo das células de L.
delbrueckii UFV H2b20 ao MRS pH 3,5 e a presenga de sais biliares mostra a
sobreposi¢do e a inespecificidade de genes envolvidos em diferentes tipos de estresse e
evidencia base molecular de mecanismo de protecdo cruzada in vitro nesta bactéria.

A expressao do gene dps foi 4,0 vezes maior quando L. delbrueckii UFV H2b20
foi exposto ao meio MRS pH 3,5 por 30 minutos, comparado ao tratamento controle, e
de 2,3 vezes maior por 60 minutos (Figura 1). A maior expressao de dps em resposta ao
estresse acido pode representar mecanismo de protecdo ao DNA de L. delbrueckii UFV
H2b20 nesta condi¢do. Estudo com Escherichia coli O157:H7 mostrou que em
condi¢des de estresse acido, a proteina Dps se liga ao DNA e protege o mesmo de
possiveis danos causados pela acidez (JEONG et al., 2008).

A exposi¢do das células ao meio MRS contendo 0,1 % de 4cido glicodeoxicélico
por 30 minutos provocou aumento da expressao de dps, entretanto apdés 60 minutos, o
gene foi reprimido (Figura 4). A exposicdo aos sais biliares mistos provocou repressao
de dps (Figura 2). Similarmente, o gene foi reprimido em resposta a presenca de
taurodeoxicolico ap6és 30 minutos e aos 60 minutos, a expressdo foi similar ao
tratamento controle (Figura 3).

As diferencas encontradas nos dados de expressao de dps aos diferentes sais
biliares testados podem estar relacionadas aos valores de pka. O pka do 4acido
taurodeoxicolico ¢ 1,9 e em condigdes fisiologicas ele se encontra ionizado e ndo ¢
transportado através da membrana. J&4 o pka de glicodeoxicdlico ¢ de 3,9 e a sua forma
ndo dissociada pode entrar na célula e ao dissociar-se, intracelularmente, provoca
reducdo do pH citoplasmatico e danos aos componentes celulares, como o DNA. Assim,
em L. delbrueckii UFV H2b20 o aumento da expressdo de dps em resposta a exposi¢cao
das células por 30 minutos ao MRS contendo 0,1 % de glicodeoxicolico pode
representar mecanismo de protecdo ao DNA a acidez interna da célula, causada pela
dissociacdo intracelular do 4cido glicodeoxicolico.

O gene dps, envolvido na resposta ao estresse oxidativo em L. delbrueckii UFV
H2b20, esta ausente nos genomas de L. delbrueckii ATCC 11842 e L. delbrueckii BAA
365 e apresentou alta identidade de sequéncia (99 %) com os genes correspondentes aos
de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus sakei, trés
espécies probioticas que ndo fazem parte do grupo de L. delbrueckii. E provavel que o
gene dps tenha sido adquirido por mecanismo de transferéncia horizontal de genes,

possivelmente de bactérias com caracteristicas probidticas (LEITE, 2008).
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O gene dps possivelmente estd envolvido em dois mecanismos distintos nas
respostas aos dois estresses, oxidativo e acido, em L. delbrueckii UFV H2b20. No
primeiro, o acumulo de ferro pela Dps evita a formagao de radical hidroxil e protege as
células do estresse oxidativo. No estresse acido, a proteina Dps possivelmente se liga ao
DNA e o protege de danos causados pela exposicdo ao ambiente acido, como a
despurinagdo e despirimidinagdo da molécula.

A exposi¢ao das células de L. delbrueckii UFV H2b20 ao meio MRS pH 3,5 por
30 e 60 minutos provocou aumento da expressdo do gene pox, quando comparado a
condicdo controle (Figura 1). A expressdo de pox foi induzida apenas quando as células
foram expostas ao meio MRS contendo 0,1 % de sais biliares mistos por 60 minutos
(Figura 2). Por outro lado, em meio MRS contendo 0,1 % de 4cido taurodeoxicoélico, o
aumento da expressdo do gene ocorreu em resposta a exposicdo das células por 30
minutos (Figura 3). A presenca de 0,1 % de glicodeoxicélico provocou aumento da
expressao de pox apo6s 30 minutos e repressao, apos 60 minutos (Figura 4).

O envolvimento do gene pox nas respostas aos dois estresses, acido e por presenca
de sais biliares, mostra novamente a sobreposi¢do e a inespecificidade de genes e
evidencia mecanismos moleculares envolvidos no fendmeno de protecdo cruzada in
vitro em L. delbrueckii UFV H2b20. A inducao do gene pox desta bactéria, em resposta
a presenca de oxigénio em condi¢des similares, foi anteriormente demonstrada (LEITE,
2008).

Em conjunto, os resultados demonstraram que os genes spx, dps e pox estdo
envolvidos na resposta ao estresse acido e por sais biliares, o que mostra a sobreposi¢ao
de genes ¢ a nao especificidade dos mesmos em diferentes condigdes de estresses —
oxidativo, acido e por presenca de sais biliares. Os dados apresentados evidenciam
ainda o fenomeno de protecdo cruzada in vitro, no qual uma condi¢ao de estresse
protege as células a outro tipo de estresse, reconhecido como de importancia para a
sobrevivéncia de bactéria. O presente trabalho demonstra a existéncia em L. delbrueckii
UFV H2b20 de caracteristicas necessarias a probiose, ou seja, mecaniSmo para

sobrevivéncia e persisténcia no TGI de humanos.
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Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados no estudo de expressao de genes por qRT-
PCR em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 exposto aos estresses acido e
por presenca de sais biliares

Gene alvo Primer (5°-3”) Tamanho do
amplicon

sigA Ldb1245f - AGCCAAGAACCAGGAAAC 147
Ldb1245r - GTCAGGAACTCACCCATC

Spx gspxf - GAAGAAGGCACGGAAGAA 150
gspxr - GGCGGTCATCCAAAATAAT

dps qdpsf - CGAATCCTTACTCGACCT 128
qdpsr - TCAATGCCGTGTTGGTAA

pox gpoxf - CTGGTAGTTTGGGTTGGT 149

qpoxr - CAAGCTCTTCTTAGCGTCT
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1 30min
% 1 60 min

Expressdo relativa

spx dps pox

Figura 1. Expressdo relativa normalizada dos genes spx, dps € pox de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS pH 3,5 por 30 e 60
minutos. As barras correspondem ao nivel de expressdao relativa em
relacdo ao tratamento controle, cujo valor ¢ igual a 1. As barras de erro
correspondem aos desvios-padrao.
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Figura 2. Expressao relativa normalizada dos genes spx, dps € pox de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS contendo 0,1 % de sais
biliares mistos por 30 e 60 minutos. As barras correspondem ao nivel de
expressdo relativa em relagdo ao tratamento controle, cujo valor € igual a
1. As barras de erro correspondem aos desvios-padrao.
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Figura 3. Expressdo relativa normalizada dos genes spx, dps € pox de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS contendo 0,1 % de
taurodeoxicoélico por 30 e 60 minutos. As barras correspondem ao nivel de
expressao relativa em relagdo ao tratamento controle, cujo valor ¢ igual a
1. As barras de erro correspondem aos desvios-padrao.
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Figura 4. Expressao relativa normalizada dos genes spx, dps € pox de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 exposto ao meio MRS contendo 0,1 % de
glicodeoxicoélico por 30 e 60 minutos. As barras correspondem ao nivel de
expressao relativa em relagdo ao tratamento controle, cujo valor € igual a
1. As barras de erro correspondem aos desvios-padrao.
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CONCLUSOES GERAIS

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 apresenta caracteristicas de respostas
fisiologicas aos estresses acido e por sais biliares, desejaveis e necessarias em bactéria
probidtica, ou seja, resistir e sobreviver em condi¢des similares as prevalecentes no trato
gastrointestinal (TGI) de humanos.

A filogenia molecular e a andlise comparativa dos genes clpP, clpE, clpL e clpX
de L. delbrueckii UFV H2b20 confirmaram a identidade da linhagem. Os genes clpP,
clpL, clpE e clpX estdo envolvidos nas respostas aos estresses acido e por sais biliares
em L. delbrueckii UFV H2b20. A atividade das proteinas do complexo proteolitico Clp
possivelmente representa mecanismo de reparo e/ou degradacdo de proteinas
danificadas pelas condi¢des de estresse analisadas neste estudo € pode contribuir para a
sobrevivéncia e persisténcia de L. delbrueckii UFV H2b20 no TGI de humanos.

A filogenia e a andlise comparativa dos genes que codificam a ornitina
descarboxilase e a permease de aminoacidos de L. delbrueckii UFV H2b20 confirmaram
a identidade da linhagem. O gene que codifica a ornitina descarboxilase esta envolvido
na resposta ao estresse acido em L. delbrueckii UFV H2b20. A ornitina descarboxilase
codificada pelo gene identificado em L. delbrueckii UFV H2b20 possivelmente ¢ a
envolvida na regulagdo do pH intracelular. A descarboxilacdo de aminoacidos ¢
possivelmente um mecanismo de adaptagdo a acidez do meio, caracteristica necessaria
para culturas probiodticas e naturalmente de importdncia para a sobrevivéncia e
persisténcia de L. delbrueckii UFV H2b20 no TGI de humanos.

A maior expressdo de dps em resposta ao estresse acido e por glicodeoxicolico
pode caracterizar mecanismo de prote¢do ao DNA de L. delbrueckii UFV H2b20 nesta
condicdo. O mecanismo de protecdo conferido por Dps ao estresse acido ¢
possivelmente o de ligacdo ao DNA. Os genes spx, dps e pox de L. delbrueckii UFV
H2b20 estdo envolvidos nas respostas aos estresses acido e por sais biliares, o que
mostra a sobreposi¢do de genes e a inespecificidade dos mesmos em diferentes
condi¢des de estresses — oxidativo, acido e por sais biliares. Caracterizou-se base
molecular envolvida no fenomeno de prote¢do cruzada in vitro, com envolvimento dos
genes spx, dps e pox as respostas ao estresse acido e por sais biliares em L. delbrueckii
UFV H2b20 que se constitui em demonstracdo da existéncia de mecanismo para

sobrevivéncia da bactéria no TGI de humanos.
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No presente estudo, bases fisiologicas e moleculares que possibilitam a probiose
por L. delbrueckii UFV H2b20 ficam esclarecidas no que tange a existéncia de
mecanismos para sobrevivéncia e persisténcia em condigdes presentes no TGI de

humanos.
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