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RESUMO

FLORESTA, Fernanda Arruda, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2008. Caracteristicas de superficie de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
probiédtico. Orientadora: Célia Alencar de Moraes. Co-Orientadores: Arnaldo Chaer
Borges, Marcos Rogério Tétola e Marisa Vieira de Queiroz.

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 tem demonstrado alto potencial de
colonizar o intestino de camundongos livres de germes e, também, de
imunoestimulacdo. Essa bactéria possui caracteristicas fisiologicas e genéticas que a
qualificam como probidtica. Um mutante espontadneo desprovido da capacidade de
imunoestimulacdo foi obtido apds transferéncias sucessivas em meio de cultura. A
investigacao das possiveis causas dessa instabilidade é um dos objetivos desse trabalho.
A existéncia de identidade entre as bactérias foi comprovada por seqlienciamento do
rDNA 16S e por Eletroforese em Gel com Gradiente (DGGE), tendo as sequéncias
apresentado com 99% de identidade e o perfil de bandas no gel sido semelhante. A
instabilidade ndo se deve a um processo de cura de plasmideo, uma vez que em ambas
inexiste DNA plasmidial, como demonstrado por extracdo convencional de DNA
plasmidial e por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE). As duas bactérias
exibiram o mesmo perfil de bandas de proteinas de superficie (SDS-PAGE), porém,
diferiram quanto a expresséo de proteinas de tamanho correspondente ao de proteinas S.
No entanto, por se ter obtido apenas o fragmento amplificado correspondente a porcao
da ancora do gene codificador de proteina da camada S, inferiu-se que o L. delbrueckii
UFV H2b20 ndo expressa tais proteinas. As micrografias em microscopia eletrénica de
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transmissdo mostram a inexisténcia de camada S em L. delbrueckii UFV H2b20,
selvagem e mutante. Nessas bactérias, a eletroforese em duas dimens@es revelou 769
proteinas no extrato de proteinas de superficie da selvagem e 860 na mutante. Desses
totais, 323 estavam presentes apenas no selvagem e 414 no mutante. A espectroscopia
de massa das proteinas de maior expressdo na selvagem e o seqlienciamento de C-
terminal em MALDI-TOF/TOF revelaram similaridade com proteinas intracelulares,
uma evidéncia de gue ocorreu dano no envelope celular durante o processo de extracdo
de proteinas de superficie. Assim, a hipétese da existéncia de diferencas entre as duas
linhagens, no que se refere as superficies, ndo pode ser comprovada com a metodologia
utilizada. A capacidade de adesao de L. delbrueckii UFV H2b20 mutante a um dos mais
abundantes carboidratos da mucosa intestinal, N-acetilglicosamina (GIcNAc), mostrou-
se 27% menor que a selvagem, por medicdo em Surface Plasmon Resonance (SPR). O
estudo de utilizacdo de L. delbrueckii UFV H2b20, como veiculo de apresentacdo de
antigeno foi proposto como resultado do trabalho de desenvolvimento de um plasmideo
recombinante que contém o peptideo sinal da proteina S fundido a proteina anticancer,
NY-ESO-1, e a regido ancoradora de proteina S. A seqliéncia resultante apresenta todos
os fragmentos clonados no mesmo quadro de leitura, favorecendo a expressédo de NY-
ESO-1 na superficie de L. delbrueckii UFV H2b20 e a ampliacdo da utilidade dessa

bactéria.



ABSTRACT

FLORESTA, Fernanda Arruda, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2008.
Surface characteristics of the probiotic Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20.
Adviser: Célia Alencar de Moraes. Co-Advisers: Arnaldo Chaer Borges, Marcos
Rogério Totola and Marisa Vieira de Queiroz.

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 has been demonstrating a high potential
to colonize bowels of mice free of germs and also for immunostimulation. This
bacterium has physiologic and genetic characteristics that qualify it as a probiotic. A
spontaneous mutant without the immunostimulation ability was obtained after
successive transferences in growth medium. One of the objectives of this work is to
investigate the possible causes of this instability. The existence of identity between the
bacteria was proved by the rDNA 16S sequencing and by Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), and the sequences showed 99% of identity an the profile of
gel bands was similar. The instability is not due to a plasmid curing process, since none
of them have plasmidial DNA, as was demonstrated by the conventional extraction of
plasmidial DNA and by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). The two bacteria
showed the same profile of bands of surface proteins (SDS-PAGE), but differed as to
the expression of the proteins with the size corresponding to the S proteins.
Nevertheless, because only the amplified fragment corresponding to the anchor part of
the codifier gene of the protein of the S layer was obtained, it was inferred that the
L. delbrueckii UFV H2b20 does not express these proteins. The micrographies from

transmission eletronic microscopy show the non existence of the S layer in



L. delbrueckii UFV H2b20, both in the wild type and the mutant. In these bacteria, the
eletrophoresis in two dimensions showed 769 proteins in the extract of surface proteins
from the wild bacterium and 860 from the mutant one. From these totals, 323 were
present only in the wild type and 414 in the mutant bacterium. The mass spectroscopy
of the proteins with greater expression in the wild bacterium and the sequencing of the
terminal-C in the MALDI-TOF/TOF showed similarity with intracellular proteins, an
evidence that damage occurred on the cellular envelope during the extraction process of
the surface proteins. Thus, the hypothesis of differences between the two strains, related
to the surfaces, could not be proved with methodology used. The adhesion ability of the
mutant L. delbrueckii UFV H2b20 to one of the most abundant carbohydrate of the
intestinal mucosa, the N-acetylghucosamine (GlcNac), showed to be 27% less than that
of the wild bacterium, by messurements in Surface Plasmon Resonance (SPR). The
study of the use of L. delbrueckii UFV H2b20 antigen delivery vehicle was proposed as
a result of the work of the development of a recombinant plasmid that contains the
signal peptide of the S protein fused to the anticancer NY-ESO-1, and to the anchorage
region of the S protein. The resulting sequence shows all of the cloned fragments in the
same reading frame, which favours the expression of NY-ESO-1 on the L. delbrueckii
UFV H2b20 and a broader use of this bacterium.
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1. INTRODUCAO GERAL

O trato gastrintestinal humano é um dos mais complexos ecossistemas
microbianos conhecidos. A microbiota intestinal humana é composta por cerca de 10* a
10™ microrganismos cujo genoma coletivo, metagenoma, contém pelo menos 100 vezes
mais genes que o préprio genoma humano. Esse microbioma tem enriquecido o
metabolismo de varios compostos, inclusive vitaminas e isoprendides. Dessa forma, o
metabolismo humano é um amalgama dos atributos humanos e microbianos (GILL et
al., 2006).

O interesse no impacto da atividade microbiana intestinal na saide humana esta
se expandindo rapidamente e muitas associa¢Ges entre microrganismos e mamiferos,
positivas ou negativas, tém sido estudadas (NICHOLSON et al., 2005; GILL et al.,
2006; LEY et al., 2006). A simbiose microganismo-mamifero pode desempenhar um
papel importante no metabolismo de compostos endogenos e exdgenos e também
influenciar a etiologia e o desenvolvimento de varias doencas (MARTIN et al., 2008).
Como o microbioma interage fortemente com o hospedeiro para determinar o fenétipo
metabdlico, o qual influencia no resultado de intervengdes com drogas, ha uma
necessidade de entendimento dessas interacGes para desenvolver tratamentos de saude
personalizados (NICHOLSON, 2006). Uma das abordagens utilizadas para regular o
balangco da microbiota intestinal é baseada na administracdo oral de probidticos
(MARTIN et al., 2008).

Probidticos sdo microrganismos que, quando administrados em quantidades

adequadas, conferem efeitos benéficos a satude do hospedeiro (REID et al., 2003).



Originalmente usados como suplementos alimentares, a maioria é administrada
oralmente e oferece uma alternativa atraente para o tratamento de distarbios intestinais.
O melhor entendimento dos mecanismos pelos quais esses microrganismos atuam tem
aberto novas possibilidades para a engenharia de linhagens probiéticas (STEIDLER,
2003).

O entendimento de que alimentos probidticos podem exercer efeitos benéficos
para a saude do hospedeiro tem levado a um aumento na demanda do consumidor por
tais produtos, aumentando, dessa forma, seu valor comercial. O consumo diério de
microrganismos probidticos como Lactobacillus e Bifidobacterium contribui para a
manutencdo e o melhoramento do balango das populac@es intestinais, e sua presenca em
numero elevado previne disturbio gastrintestinal e aumenta a sensacao de bem-estar do
organismo, refor¢ando sua defesa natural (LAVERNICOCCA, 2006).

Durante a fermentacdo, varios produtos metabdlicos aparecem no alimento,
incluindo o &cido lactico e o acido acético, o pH do produto € abaixado e possivelmente
aparecem bacteriocinas. Tais alteracdes podem afetar a estabilidade das bactérias
probidticas, bem como alterar suas propriedades funcionais (TUOMOLA et al., 2001).

Importantes propriedades de controle de qualidade tém que ser controladas e
otimizadas para a selecdo de linhagens probiodticas, dentre elas, tolerancia a condigdes
de baixo pH e a sais biliares, colonizacdo e aderéncia ao epitélio intestinal e estabilidade
da cultura.

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 é dos isolado de fezes de recém nascidos,
alimentados exclusivamente com leite materno, que apresentou Otimas caracteristicas
probidticas (SANTOS, 1984). A partir do seu isolamento, seus aspectos fisiologicos,

tecnoldgicos, imunoldgicos e genéticos vém sendo estudados.

1.1. Tolerancia a condigdes de baixo pH e a sais biliares

Os probidticos devem ser capazes de sobreviver a passagem pelo estdmago e
pelo intestino e estar presentes em quantidade suficiente para exercer seus efeitos
benéficos no hospedeiro. Isto significa que eles tém que tolerar as condigdes acidicas e
ricas em proteases do estdbmago e sobreviver e crescer na presenca de sais biliares (DEL
PIANO et al., 2006).

Linhagens de Lactobacillus rhamnosus isoladas de queijo do tipo Parmigiano

Reggiano foram analisadas quanto a dois pré-requisitos importantes para a



caracterizacdo de uma linhagem probidtica: tolerancia a pH baixo e a sais biliares. O
comportamento de quase todas as linhagens mostrou-se analogo ao da bactéria
Lactobacillus GG, linhagem probidtica comercial (SUCCI et al., 2005).

O potencial de resisténcia ao suco gastrico e a sais biliares de linhagens de
Lactobacillus fermentum isoladas de suinos e aves também foi analisado para a selecao
de linhagens probidticas (LIN et al., 2007).

A capacidade de L. delbrueckii UFV H2b20 resistir as condi¢bes adversas do
trato gastrintestinal in vitro foi investigada. Ele mostrou resisténcia, sobreviveu e pode
multiplicar-se em ambientes com antibidticos e quimioterdpicos, mostrando potencial
para se instalar em condic¢des de desequilibrio da microbiota intestinal (AGOSTINHO,
1988).

Esses testes in vitro para a selecdo de linhagens também podem ser utilizados
para assegurar a qualidade das culturas probi6ticas durante a fabricacdo, a estocagem e a
vida de prateleira dos produtos (LEE et al., 1995).

1.2. Colonizacéo e aderéncia ao epitélio intestinal

A habilidade de aderir a mucosa intestinal é considerada um dos principais
critérios na selecdo de bactérias probidticas, visto que a adesdo prolonga a permanéncia
desses microrganismos no intestino e assim os favorece ao exercer efeitos benéficos no
hospedeiro (APOSTOLOU et al., 2001). Além disso, a adesdo ao epitélio intestinal é o
primeiro passo para a modulacao do sistema imune pelas bactérias probidticas (FALK et
al., 1994). Sdo pouco conhecidos os mecanismos utilizados pelos probidticos para a
colonizagdo da mucosa intestinal quando comparado com o conhecimento detalhado
disponivel sobre a adesdo de microrganismos patogénicos como Yersinia e Listeria
(FINLAY, 1997).

A colonizacdo do trato gastrintestinal é um processo hospedeiro-especifico e,
possivelmente, tecido-especifico mediado por varios componentes associados a parede
celular (TANNOCK, 1999).

Microrganismos isolados de alimentos foram avaliados quanto a capacidade de
adesdo a células Caco-2. Dentre os isolados, L. fermentum aderiu com alta eficiéncia as
células Caco-2 quando comparado a linhagem indicadora L.GG (BACCIGALUPI et al.,
2005).



A adesdo de 12 linhagens de Lactobacillus foi estudada usando células Caco-2
como um modelo in vitro para o epitélio intestinal. As linhagens mostraram potencial
para ser usadas como probidticas, uma vez que apresentaram boa adesdo as células
Caco-2 (TUOMOLA et al., 1998).

A identificacdo e a caracterizacdo dos fatores de aderéncia tornaram-se topicos
de interesse. A estrutura e as propriedades das proteinas de adesdo devem ser
consideradas para a selecdo de linhagens com caracteristicas particulares como a
capacidade de colonizar regides especificas do trato gastrintestinal. Bactérias que
possuem fatores de adesdo podem também ser usadas para construcdo de veiculos de
apresentacdo de antigenos em locais pré—determinados (CARIN et al., 2002).

Varios relatos foram feitos da perda ou diminuicdo da capacidade de adesdo de
linhagens de Lactobacillus quando submetidos a transferéncias sucessivas em meio de
cultura em laboratério, durante a producdo industrial ou em produtos lacteos (ELO et
al., 1991; SAXELIN et al., 1991; TUOMOLA et al., 2001).

Se a adesdao é modificada durante processos industriais, 0s procedimentos
operacionais devem ser alterados. As propriedades de adesao as células do intestino (por
exemplo, Caco-2) e as preparagdes do muco intestinal humano devem ser monitoradas
cuidadosamente. Esse controle € a base para a colonizacdo intestinal humana, efeitos
benéficos e monitoramento futuro de procedimentos de producdo (TUOMOLA et al.,
2001).

1.3. Estabilidade da cultura

A estabilidade da cultura é critica para garantir a eficacia de um probiético, isto
é, sua habilidade de exercer os efeitos benéficos no hospedeiro no produto final. Deste
modo, 0s microrganismos probioticos devem reter suas propriedades ap0s o
processamento e sobreviver em numero suficiente durante a estocagem e a vida de
prateleira do produto (DEL PIANO et al., 2006).

O conhecimento de processos de cultivo, conservagdo e manutencdo de
viabilidade das células de L. delbrueckii UFV H2b20 acumulado ao longo dos anos em
estudos tecnoldgicos possibilitou delinear rotas de producdo de produtos lacteos
probidticos como leite UHT, leite fermentado, queijo, sorvete, em escala piloto, bem
como um sistema de producdo de culturas prontas para uso em industrias de
fermentacdo (LEITE, 2005; DO CARMO, 2006).



As caracteristicas necessarias para a selecdo de microrganismos probioticos séo
muito importantes, pois elas determinam se esses microrganismos exercerdo efeito
benéfico no hospedeiro.

Os efeitos benéficos causados pela ingestdo de probidticos tém sido estudados,
e, dentre eles, podem ser citados o controle de infecgdes intestinais, a reducdo da
intolerdncia a lactose, a reducédo dos niveis de colesterol, a atividade anticarcinogénica e

a funcéo imune.

1.4. Controle de infec¢Bes intestinais

Bactérias probiodticas produzem substancias antimicrobianas como acidos
orgénicos, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas que suprimem a multiplicacdo de
bactérias patogénicas e putrefativas (SHAH, 1999).

Lactobacillus GG (ATCC53103) foi administrado a pacientes hospitalizados
com diarréia aguda causada por rotavirus em formulacdes de leite fermentado e em pé.
Esse microrganismo reduziu significativamente a duracdo da diarréia quando
comparado com o grupo ao qual foi administrado placebo de iogurte (ISOLAURI et al.,
1991).

Os sobrenadantes de culturas de diferentes Lactobacillus foram avaliados quanto
a habilidade de inibir, in vitro, Giardia intestinalis. Os resultados indicaram que tais
sobrenadantes inibiram a proliferagio de G. intestinalis (PEREZ et al., 2001).

L. delbrueckii UFV H2b20 demonstrou capacidade de produzir concentracdes de
peréxido de hidrogénio suficientes para inibir microrganismos patogénicos e
deterioradores de alimentos (RIBEIRO, 1995). Além disso, L. delbrueckii UFV H2b20
exerceu efeito antagbnico contra infeccOes experimentais com Shigella flexneri e
Salmonella enteretidis subsp. typhimurium (FILHO-LIMA et al., 2000) e se mostrou
capaz de exercer antagonismo e reduzir as consequiéncias patologicas de Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium em camundongos livres de germes e em

camundongos convencionais (MOURA et al., 2001).

1.5. Reducdo da intolerancia a lactose

A maé absorcao da lactose, principal carboidrato do leite, é a condi¢do na qual

esse componente ndo é completamente hidrolisado em seus monossacarideos, glicose e



galactose. Algumas pessoas ndo tém capacidade de digerir lactose adequadamente
devido a auséncia da -D-galactosidase no intestino e isso causa desconforto abdominal,
flatuléncia excessiva e/ou diarréia (KIM et al., 1993). Mais de metade da populacéo
mundial ¢é incapaz de utilizar a lactose efetivamente. O alivio dos sintomas de ma
absorcdo da lactose € um dos beneficios atribuidos as linhagens probidticas (FOOKS et
al., 1999).

Existem algumas possiveis razdes para explicar como as bactérias atuam na
utilizacdo da lactose. Primeiro, a B-galactosidase, nas bactérias presentes em produtos
lacteos fermentados ou ndo, sobrevive a passagem gastrica e € liberada no intestino
delgado, onde ocorre a digestdo da lactose. Segundo, a diminui¢do do transito intestinal
prolonga a acdo da P-galactosidase e diminui a carga osmotica da lactose. Terceiro, a
ingestdo da lactose e de bactérias contidas em produtos lacteos fermentados pode afetar
o pH intestinal, a microbiota intestinal, a fermentacdo da lactose ou a sensibilidade do
individuo, aliviando os sintomas da intolerancia a lactose ou outras desordens
gastrintestinais (VRESE et al., 2001).

1.6. Reducao dos niveis de colesterol

Altos niveis de colesterol sdo um fator de risco para a ocorréncia de doencas
cardiovasculares. L. fermentum KC5, uma linhagem potencialmente probioética, foi
avaliada quanto a capacidade de reduzir os niveis de colesterol e mostrou habilidade
para tal (PEREIRA et al., 2003).

A linhagem potencialmente probidtica, Lactobacillus plantarum PHO04, foi
administrada a camundongos com altos niveis de colesterol. Quando comparados com o
grupo controle, os camundongos que receberam L. plantarum PHO04 tiveram seus niveis
de colesterol e triglicérides reduzidos em 7 e 10%, respectivamente (NGUYEN et al.,
2007).

A reducdo dos niveis de colesterol pode ser devida a desconjugacdo enzimatica
de sais biliares pelas bactérias probidticas que possuem a enzima Bile Salt Hidrolase,
BSH. Sais biliares desconjugados sdo menos sollveis e menos eficientemente
absorvidos no Iimen intestinal que os seus conjugados, sendo excretados nas fezes. A
desconjugacdo de sais biliares pelos probidticos leva a reducédo dos niveis de colesterol

tanto pelo aumento da demanda de colesterol para a sintese de novo de sais biliares para



repor aqueles perdidos nas fezes, quanto pela reducdo da solubilidade do colesterol,

causando diminuicdo de sua absorcdo no Iimen intestinal (PEREIRA et al., 2003).

1.7. Atividade anticarcinogénica

Algumas linhagens de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp. séo
capazes de diminuir os niveis de enzimas como [-glucoronidase, azoredutase e
nitroredutase, responsaveis pela ativacdo de pré-carcinogénicos e, consequientemente,
reducdo do risco de desenvolvimento de tumores (YOON et al., 2000).

A atividade inibitdria de tumor de célon por Bififobacterium longum foi avaliada
e revelou que a administracdo desse microrganismo a camundongos resultou em
significativa supressao da incidéncia e da multiplicacdo de tumor no c6lon, bem como
na reducdo do seu volume (SINGH et al., 1997).

O efeito anticarcinogénico de bactérias probidticas ndo estd completamente
elucidado. Uma variedade de mecanismos pode ocorrer, dentre eles, a remocao de
compostos pré-carcinogénicos ou das enzimas que levam a sua formacao,
melhoramento do balango da microbiota intestinal e o aumento da resposta imune do
hospedeiro (SHAH, 2007).

1.8. Fungéo imune

O principal mecanismo de protecdo contra infec¢cbes mediado por bactérias
probidticas € a imunoestimulacdo ndo especifica do intestino, porém, as moléculas e 0s
mecanismos envolvidos nesse processo nao estdo completamente elucidados
(MORELLLI, 2002).

Véarios microrganismos probioticos foram estudados e mostraram exercer
influéncia sobre o sistema imune do hospedeiro, dentre eles Bifidobacterium bifidum
(DE SIMONE et al., 1992), L. GG (PELTO et al., 1998), L. acidophilus e Lactobacillus
casei strain Shirota (MATSUZAKI, 1998), B. longum KN29 (BIEDRZYCKA et al.,
2003), Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (CORR et al., 2007).

Os estudos imunoldgicos com L. delbrueckii UFV H2b20 demonstraram que
essa bactéria é capaz de estimular resposta imune nao especifica em camundongos livres

de germes (NEUMANN et al.,, 1998) e de estimular resposta imune do tipo 1



(CASTANHEIRA et al., 2007), revelando que esta linhagem probidtica pode ser
utilizada com adjuvante em protocolos de vacinacao.

Em 2002, foi relatado por pesquisadores da Universidade Federal de Ouro Preto
que culturas de L. delbrueckii UFV H2b20 mantidas por longo periodo em laboratério
tinham perdido a capacidade de estimular a producdo de Interleucina—12 (IL-12) e
Interferon-gama (IFN-8) por Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) humanas. A
origem desta alterac@o ndo é conhecida. Infere-se que as condicdes de cultivo (pH, meio
de cultura, entre outros) tenham selecionado uma populacdo incapaz de estimular a
resposta imune resultante de alguma mutagéo esponténea (Prof. Luiz Afonso Crocco,
UFOP, 2002 — Comunicacgéo pessoal).

O mesmo fendmeno foi observado por Tuomola et al. (2001), que verificaram
perda significativa de propriedades probioticas em L. GG quando mantido por cultivo
sucessivo durante trés anos e meio e também em bactérias isoladas de iogurtes
comerciais apds o intervalo de um ano. Essa instabilidade genética pode estar
relacionada a mutacdes espontaneas como as provocadas por movimentacdo de
sequéncias de insercdo (IS) (GERMOND et al., 1995), a cura de plasmideos durante
prolongado cultivo em laboratério (GANUSOV e BRILKOV, 2002), ou ainda a
alteragdo nas proteinas de superficie da linhagem original (JAKAVA-VILJANEN et al.,
2002).

O desenvolvimento de linhagens probidticas estaveis geneticamente para 0 uso
na industria de alimentos fermentados tem sido almejado por varias inddstrias
produtoras de fermentos lacteos. O isolamento de um mutante espontdneo de
L. delbrueckii UFV H2b20, incapaz de imunoestimulacdo, sera de grande valia para o
entendimento de possiveis causas que poderdo ter contribuido para tal fenémeno, por
meio de comparacdo com a linhagem selvagem.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, propds-se
estudar as possiveis causas da alteracdo genotipica que ocasionou a perda da capacidade
de imunoestimulacao na linhagem mutante e no segundo iniciou-se a construcao de uma
linhagem recombinante de L. delbrueckii UFV H2b20 que veicule em sua superficie a

proteina anticancer NY-ESO-1.
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Estudos comparativos da linhagem selvagem de Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20 e da linhagem mutante desprovida de capacidade de imunoestimulacao

Resumo: Bactérias probidticas sdo utilizadas na industria de fermentados com o
objetivo de exercer efeitos benéficos a salude daqueles as consomem. Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 é uma bactéria com comprovado potencial probiotico, cujas
sucessivas transferéncias em meio de cultura em laboratdrio resultaram no isolamento
de um mutante espontaneo incapaz de imunoestimular camundongos livres de germes.
A investigacdo das causas da perda dessa caracteristica foi o objetivo desse trabalho. A
identidade das duas bactérias foi demonstrada por seqiienciamento do rDNA 16S e por
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE). A instabilidade ndo foi
atribuida ao processo de cura de plasmideos, visto que eles se apresentaram inexistentes
nas bactérias, selvagem e mutante, quando foram utilizados o método convencional de
extracdo de DNA plasmidial e o de Eletroforese em Gel em Campo Pulsado (PFGE). A
presenca de proteinas de superficie em L. delbrueckii UFV H2b20, selvagem e mutante,
foi demonstrada por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de
Sédio (SDS-PAGE). As bactérias exibiram o mesmo perfil de bandas, mas mostraram
diferencas quanto a expressao de proteinas de tamanho correspondente ao de proteinas
S. A sequéncia resultante da por¢do da ancora do gene codificador de proteina S foi a
unica regido do gene amplificada por Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) no
selvagem e no mutante. Inferiu-se que o L. delbrueckii UFV H2b20 ndo expressa tais
proteinas. A espectroscopia de massa das proteinas de maior expressdo na selvagem e o
sequienciamento de C-terminal em MALDI-TOF/TOF revelaram similaridade com
proteinas intracelulares, uma evidéncia de que ocorreu dano no envelope celular durante
0 processo de extracdo de proteinas de superficie. Assim, a hipotese de existéncia de
diferencas entre as duas linhagens, no que se refere as superficies, ndo pode ser
comprovada com a metodologia utilizada. A andlise da morfologia celular por
microscopia eletronica de varredura (SEM) demonstrou que as células das duas
linhagens sdo semelhantes, enquanto a analise da morfologia celular por microscopia
eletrénica de transmissdo (TEM) revelou que ambas ndo possuem arranjo do tipo
camada S em sua superficie. Em experimentos de Surface Plasmon Resonance (SPR),
as linhagens apresentaram diferenca quanto a capacidade de ligacdo ao carboidrato N-
acetilglicosamina (N-GIcNAc), porém, estatisticamente, os valores ndo foram
significativos. Os resultados encontrados demonstram que a perda da capacidade de
imunoestimulacdo se relaciona a superficie celular de L. delbrueckii UFV H2b20,
embora esta caracteristica possa ndo ser a unica explicagdo para tal evidéncia. Uma
posterior caracterizacdo da superficie da linhagem mutante poderd desvendar
componentes de superficie importantes para a imunoestimulacédo presentes na linhagem
selvagem.

Palavras-chave: Lactobacillus delbrueckii; probidtico; imunoestimulacdo; proteinas de

superficie; microscopia eletronica; SDS-PAGE; MALDI-TOF/TOF;
Surface Plasmon Resonance (SPR).
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Comparative studies of the wild type strain of Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20 and of the mutant strain without the immunostimulation ability

Abstract: Probiotic bacteria are used in the industry of fermented products with the
objective of obtaining beneficial effects for the health of their consummers.
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 is a bacterium with a proved probiotic potential,
whose successive transferences on growth medium in laboratory resulted in the isolation
of a spontaneous mutant unable to immunostimulate mice free germs. The objective of
this work was to investigate the causes of the loss of this characteristic. The identity of
the two bacteria was demonstrated by the rDNA 16S sequencing and by Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE). The instability was not attributed to the plasmid
curing process, because they do not exist in the bacteria, both wild and mutant, when the
conventional method of extraction of the plasmidial DNA and the Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) were used. The presence of surface proteins in L delbruecki
UFV H2b20, both on the wild type the mutant, was demonstrated by Gel
Electrophoresis of Polyacrylamide with Sodium Dodecyl Sulphate (SDS-PAGE). The
bacteria showed the same profile of bands, but showed differences as to the expression
of proteins with corresponding size to the S proteins. The sequence resulting of the
anchor portion of the codifier gene of the S protein was the only region of the gene
amplified by the Polymerase Reaction (PCR) in the wild type and in the mutant. It was
inferred that the L. delbrueckii UFV H2b20 does not express such proteins. The Mass
Spectroscopy of the proteins with the greatest expression in the wild type and the
sequencing of C-terminal in MALDI-TOF/TOF showed similarity with intracellular
proteins, which is an evidence that damage on the cellular envelope during the
extraction process of the surface proteins occurred. Thus, the hypothesis of the existence
of differences between the two strains, in relation to the surface, could not be proved
with the methodology used. The analysis of the cellular morphology by the Scanning
Electronic Microscopy (SEM) showed that the cells of the two strains are similar, while
the analysis of the cellular morphology by Transmission Electronic Microscopy (TEM)
showed that both do not have an arrangement of the S layer type on their surface. In
experiments with Surface Plasmon Resonance (SPR), the strains showed difference as
to the ability of binding on the carbohydrate N-acetylglucosamine (N-GlcNac), but,
statistically, the values were not significant. The results found show that the loss of the
ability of immunostimulation is related to the cellular characteristic of L. delbrueckii
UFV H2b20, although this surface could not be the only explaination for this evidence.
A further characterization of the surface of the mutant strain can discover surface
components that are important for the immunostimulation of the wild type.

Keywords: Lactobacillus delbrueckii, probiotic, immunostimulation, surface proteins,
electronic microscopy, SDS-PAGE, MALDI-TOF/TOF, Surface Plasmon
Resonance (SPR).
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1. Introducéo

Bactérias do &cido lactico sdo historicamente definidas como um grupo de
bactérias microaerofilicas, Gram-positivas, que fermentam actcares do tipo hexose para
produzir &cido lactico como principal produto de fermentacdo. Atualmente, as bactérias
do &cido lactico desempenham papel importante na fabricacdo de produtos fermentados
de leite, vegetais e carnes, bem como no processamento de outros produtos como o
vinho. Os géneros mais utilizados industrialmente s&o Lactococcus, Enterococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Lactobacillus (BOLOTIN et
al., 1999).

Bactérias do acido lactico tém sido amplamente estudadas e estdo entre os
microrganismos mais bem caracterizados, considerando aspectos genéticos, fisioldgicos
e possiveis aplicacdes. O conhecimento dos genomas dessas bactérias levard a um
melhor entendimento da fisiologia das bactérias do acido lactico, em particular por meio
da aplicacdo de ferramentas como genémica, protedbmica, analise global de transcricdo e
gendbmica comparativa (RENAULT, 2002). Genomas de varias bactérias do &cido
lactico foram sequenciados, como Lactococcus lactis, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus salivarius e Streptococcus thermophilus (MAKAROVA et
al., 2006).

Lactobacillus € um dos maiores e mais heterogéneos géneros bacterianos,
atestado pela grande variacao no contetdo G+C entre as espeécies (33 a 55%), possuindo
135 espécies e 27 subespécies (BERNARDEAU et al., 2007). Tradicionalmente,
Lactobacillus estd dividido em trés grupos de acordo com o tipo de fermentacdo de
acucar. Lactobacilos homofermentativos obrigatorios fermentam agucares hexoses pela
glicolise e produzem principalmente é&cido lactico, enquanto os lactobacilos
heterofermentativos obrigatérios usam a via 6-fosfogluconato/fosfocetolase (6PG/PK) e
produzem outros produtos além de éacido lactico, como CO; e etanol. O terceiro grupo
inclui os heterofermentativos facultativos que fermentam hexoses via glicolise e
pentoses via 6PG/PK. A classificacdo tem sido baseada em caracteristicas fenotipicas e,
em muitos casos, ela é confirmada por analises genotipicas como comparacdo DNA-
DNA ou rDNA 16S (GAVINI et al., 1991; KLEIN et al., 1998).

A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) é um dos métodos mais

discriminatorios e reproduziveis para a diferenciacdo de linhagens de lactobacilos e tem
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sido utilizada com sucesso em andlises geneticas de linhagens originais de produtos
lacteos (BERNARDEAU et al., 2007). Na ultima década, a técnica da eletroforese foi
utilizada para a genotipagem de vérios lactobacilos como Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus rhamnosus (LORTAL et al., 1997).

A diversidade genética de linhagens de L. helveticus foi estimada por PFGE e
revelou dois clusters diferentes para isolados de iogurte e queijo (DIMITROV et al.,
2005). A mesma técnica foi utilizada para analisar a diversidade genética de linhagens
de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis isoladas de queijos, mostrando-se eficiente
para uma ampla discriminacéo dessas linhagens (GIRAFFA et al., 2004).

O genoma de Lactobacillus gasseri ATCC33323 foi analisado por PFGE aliado
a técnicas de hibridizacdo. A andlise por PFGE do DNA cromossomal da linhagem
permitiu a estimativa do tamanho do genoma em 1,96 Mpb e revelou a presenca de um
plasmideo linear de 48,5 kpb (EL-OSTA et al., 2002).

Outra ferramenta molecular utilizada na anélise de comunidade de Lactobacillus
e outras bactérias lacticas é a Eletroforese em Gel com Gradiente de Temperatura ou
com Gradiente Desnaturante (T/DGGE). Na pratica, DNA ou RNA sdo extraidos a
partir da amostra e um fragmento do rDNA ou rRNA ¢ amplificado usando primers
especificos para Bacteria ou para outros grupos filogenéticos. Os amplicons de tamanho
igual, mas com variacdo de sequéncia, sdo separados pelo uso de técnicas eletroforéticas
especificas como TGGE ou DGGE. Apds a coloragdo do gel, os amplicons com
diferentes sequéncias sdo visualizados como fragmentos separados no gel formando
uma impresséo digital (fingerprint) da comunidade microbiana (MUYZER e SMALLA,
1998).

O monitoramento de L. plantarum e Oenococcus oeni em vinho tinto ap6s o
inicio da fermentacéo alcoolica foi realizado pela técnica de PCR-DGGE. A ferramenta
molecular mostrou-se reproduzivel e adequada, podendo ser utilizada com grande valia
para monitorar microrganismos deterioradores durante a fermentacdo de vinho (SPANO
et al., 2007).

A técnica de PCR-DGGE confirmou que as populagdes de Bifidobacterium em
fezes de adultos sdo hospedeiras especificas e estaveis ao longo do tempo. PCR-DGGE
ainda revelou heterogeneidade intragendmica na sequéncia de rDNA 16S em
Bifidobacterium adolescentis E-981074. Esta linhagem possui cinco copias de rDNA
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16S , duas das quais foram seqlenciadas e diferem entre si em oito posicoes
(SATOKARI et al., 2001).

A técnica de PCR-DGGE foi utilizada com sucesso para analisar 0 nimero de
copias polimorficas do rDNA 16S em linhagens de Lactobacillus, tendo sido verificado
que ela é capaz de discriminar linhagens em nivel de subespécie (FLORESTA, 2003).

Além de contribuir com a textura e o sabor em produtos fermentados, algumas
bactérias do &cido lactico podem encontrar-se associadas ao trato gastrintestinal de
humanos e animais (LOURENS-HATTINGH e VILJOEN, 2001). Dentre os géneros
bacterianos mais utilizados como probiéticos, encontra-se o Lactobacillus (FULER,
1989). Efeitos benéficos como manutencdo da microbiota normal, aderéncia ao tecido
epitelial do hospedeiro, eliminacdo de patdgenos ou reducdo da sua aderéncia ao
epitélio intestinal, imunomodulacdo, imunoestimulacéo e atividade anticarcinogénica e
antimutagénica sdo atribuidos aos probioéticos (KLAENHAMMER, 1998; ISHIBASHI e
YAMAZAKI, 2001; KAUR et al., 2002; OUWEHAND et al., 2002).

Dentre os critérios para a selecdo de linhagens probidticas, estdo a estabilidade
fenotipica e genotipica, incluindo-se a estabilidade de plasmideos, os padrbes de
utilizacdo de carboidratos e proteinas, a total seguranca para o hospedeiro, a habilidade
de resistir as condi¢fes encontradas no trato gastrintestinal (baixo pH gastrico e sais
biliares), a capacidade de adesdo a células epiteliais do intestino, a atividade
antimicrobiana, a resisténcia a antibidticos, a imunogenicidade, a tolerancia a aditivos
presentes em alimentos e a estabilidade na matriz do alimento (HAVENAAR e HUIS
IN’T VELD, 1992; TUOMOLA et al., 2001).

A adesdo das bactérias probidticas ao epitélio intestinal é umas das
caracteristicas mais importantes, pois ela € um pré-requisito para a colonizagdo inicial
do trato gastrintestinal humano e posterior proliferacdio (WESTERLUND e
KORHONEN, 1993; KAUR et al., 2002). A adesdo das bactérias probidticas a mucosa
intestinal pode prolongar os efeitos probioticos no balango da microbiota intestinal
(KALLIOMAKI e ISOLAURI, 2004).

As fungdes da mucosa intestinal sdo proteger o hospedeiro contra infec¢des por
bactérias patogénicas e promover um ambiente adequado para as bactérias intestinais. O
muco intestinal consiste de uma cadeia de peptideos que contém dominios glicosilados e
ndo-glicosilados alternados. N-acetilglicosamina (GIcNAc), N-acetilgaloctosamina,
fucose e galactose sdo os quatro oligossacarideos primarios presentes no muco intestinal

(FORSTNES et al., 1995). Embora desempenhe importante papel nas interacGes entre o
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microbioma intestinal e o hospedeiro, sdo pouco conhecidos 0os mecanismos de adesdo
de bactérias probidticas (UCHIDA et al., 2004; NICHOLSON, 2006).

Em Lactobacillus, a adesdo ao epitélio intestinal tem sido relacionada a
proteinas de superficie, entretanto, poucas delas foram identificadas até o presente
(AVALL-JAASKELAINEM et al., 2003).

Proteinas da camada S sdo proteinas de superficie formadas por arranjos
cristalinos monomoleculares encontrados em varios organismos dos dominios Bacteria
e Archaea (SARA e SLEYTR, 2000). As proteinas da camada S estdo organizadas em
arranjos que podem exibir simetria obliqua (pl e p2), quadrada (p4) ou hexagonal (p3 e
p6). A simetria hexagonal é predominantemente encontrada em Archae; e, em Bacteria,
as simetrias quadrada e obliqua sdo as mais freqlientemente encontradas (SLEYTR e
BEVERIDGE, 1999).

As proteinas da camada S estdo ligadas ndo - covalentemente umas as outras e a
membrana ou parede celular que as suportam. As proteinas da camada S estdo ligadas
ao peptideoglicano em bactérias Gram-positivas, em arqueas, a pseudomureina e em
bactérias Gram-negativas em componentes da membrana externa, como 0S
lipopolissacarideos. Em arqueas que ndo possuem parede celular rigida, as proteinas da
camada S apresentam-se associadas a membrana plasmatica (ENGELHARDT e
PETERS, 1998).

A camada S pode ser desintegrada por altas concentracdes de agentes que
quebram liga¢des de hidrogénio, como uréia e hidrocloreto de guanidina, ou detergentes
em pH<4, ou por substituicdo de cation, como substituicdo de Ca*® por Na* ou Li*
(SARA e SLEYTR, 2000).

Dentre as fungdes que tém sido atribuidas a camada S, destacam-se determinante
da forma celular, protecdo da célula, sitio de adesdo para exoenzimas, envolvimento na
adesdo da célula e reconhecimento celular, entre outras (SLEYTR e BEVERIDGE,
1999; SARA e SLEYTR, 2000). Em algumas bactérias patogénicas como
Campylobacter fetus (BLASER e PEI, 1993), Aeromonas salmonicida (CHU et al.,
1993) e Bacteroides forsythus (SABET et al., 2003), a camada S tem contribuido para a
viruléncia.

Muitas espécies de Lactobacillus possuem camada S e, em alguns casos, 0S
genes codificadores para as proteinas da camada S foram clonados e sequenciados
(AVALL-JAASKELAINEN e PALVA, 2005). As proteinas da camada S do género
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Lactobacillus estdo entre as menores conhecidas tendo uma média de 25 a 71 kDa e
apresentando pl entre 9,35 e 10,4 (SARA e SLEYTR, 2000).

Em L. acidophilus foi proposto que a camada S medeia a ligacdo as células do
epitélio intestinal de aves (SCHNEITZ et al., 1993). A camada S de Lactobacillus
crispatus medeia a ligagdo ao colageno (TOBA et al., 1995), e a proteina SIpA de
Lactobacillus brevis ATCC 8287 medeia a adesdo as células intestinais e a fibronectina
in vitro via regido N-terminal da proteina SIpA (HYNONEN et al., 2002). Proteinas da
camada S de L. crispatus ZJO01 estdo envolvidas na adeséo e na exclusdo competitiva
de patogenos a células HeLa (CHEN et al., 2007). O pré-tratamento de células epiteliais
do hospedeiro com extrato de proteinas da camada S de Lactobacillus helveticus R0052,
linhagem probidtica, antes de infec¢cdo com E. coli O157:07 diminuiu a aderéncia do
patdgeno, indicando que constituintes ndo viaveis de bactéria probiotica devem atuar na
interrupgdo do processo infeccioso de um patogeno intestinal (JOHNSON-HENRY et
al., 2007).

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 é uma linhagem probiotica que vem
sendo estudada hd mais de vinte anos (SANTOS, 1984; AGOSTINHO, 1988;
RIBEIRO, 1995; NEVES, 1998; UETANABARO, 1999; MONTEIRO, 1999; FILHO-
LIMA et al., 2000; MOURA et al.,, 2001; NEVES, 2003; FLORESTA, 2003;
TEIXEIRA, 2004; MAGALHAES, 2005; FERREIRA, 2006). Os resultados obtidos ao
longo desses anos demonstram que essa linhagem tem alto potencial de colonizar e
imunoestimular o trato gastrintestinal humano (NEUMANN et al., 1998;
CASTANHEIRA et al.,, 2007). Processos de producdo em escala piloto foram
desenvolvidos para varios produtos, nos quais a linhagem L. delbrueckii UFV H2b20 se
apresentou viavel durante o monitoramento do produto ao longo do processo de
estocagem (LEITE, 2005; DO CARMO, 2006).

A estabilidade genética das linhagens probidticas € uma caracteristica
importante para a manutencao de sua funcionalidade.

Uma linhagem mutante desprovida da capacidade de imunoestimulagéo foi
isolada e utilizada para estudos de elucidacdo dos fatores que podem causar a
instabilidade de tal caracteristica por comparacdo com a linhagem selvagem. Neste
capitulo, prop6s-se estudar as possiveis causas da alteracdo genotipica que ocasionou a

perda da capacidade de imunoestimulac¢do na linhagem mutante.
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2. Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Industrial e
Biotecnologia do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, na
Universidade Federal de Vicosa e no Laboratorio do Food Science Department, em
Cornell University.

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se culturas de células de
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 selvagem e mutante para que se pudessem
estabelecer comparacGes.

2.1. Sequenciamento de rDNA 16S

O rDNA 16S foi amplificado tendo como molde o DNA genémico das duas
linhagens de L. delbrueckii UFV H2b20. Os primers utilizados foram FD (5’-CCG AAT
TCG TCG ACA ACA GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3’) e MD (5’- CCC GGG
ATC CAA GCT TAA GGA GGT GAT CCA GCC-3’) (WEISBURG et al., 1991). O
programa utilizado para a Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) foi composto de 1
minuto a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos,
72 °C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensdo final de 72 °C por 7 minutos. Os
produtos da reacdo de PCR foram clonados em Escherichia coli, usando TOPO-TA
Cloning System (Invitrogen). Os clones positivos tiveram o DNA plasmidial extraido,
purificado e sequenciado. As seqiiéncias obtidas foram comparadas pelo programa NTI

Vector Advance® Software (Invitrogen - Disponivel em: <http://www.invitrogen.com>).

2.2. PCR -DGGE

Fragmentos do gene codificador do rRNA 16S das linhagens selvagem e
mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 foram amplificados por PCR. O molde utilizado
para as reacOes de amplificacdo foi o DNA total de cada microrganismo.

A analise de DGGE dos fragmentos amplificados por PCR foi realizada de
acordo com Muyzer et al. (1993), utilizando o sistema DCode (Bio-Rad, Hercules,
Califdrnia).

O gel de poliacrilamida utilizado foi 8% (p/vol) acrilamida-bisacrilamida
(37,5:1) em Tampédo TAE 1X (40 mM Tris-HCI, 20 mM &cido acético, 1 mM EDTA)
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com um gradiente linear de desnaturantes de 45 a 60%. Um desnaturante a 100%
corresponde a 7 M de uréia e 40% (v/v) de formamida. O gel foi preparado segundo
instrucGes do fabricante (Bio-Rad, Hercules, Califdrnia).

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados por eletroforese a uma
voltagem constante de 50V a 60°C, por 14 a 16 horas. Transcorrido o tempo da
eletroforese, o gel foi corado com Syber Gold 1X (Invitrogen) e visualizado no sistema

de digitalizacdo de imagem EagleEye System (Stratagene™).

2.3. Extracdo de plasmideo

DNA plasmidial foi extraido de acordo com O’Sullivan e Klaenhammer (1993),
com modificagdes.

As células foram cultivadas por 16 a 18 horas em meio MRS a 37 °C, coletadas
por centrifugacdo a 7.000 g por 5 minutos e ressuspendidas em 200 pL de sacarose 25%
(p/v), contendo 30 mgmL™? de lisozima. A solucdo foi incubada a 37°C por
15 minutos. Adicionaram-se 400 L da solugéo de lise alcalina (SDS 3%, 0,2N NaOH)
e incubou-se a mistura em temperatura ambiente por 7 minutos. Um volume de 300 pL
de acetato de sodio 3M (pH 4,8) foi adicionado. Misturou-se imediatamente e
centrifugou-se a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi completamente
removido e o sedimento foi ressuspendido em 320 puL de agua deionizada.
Adicionaram-se 200 puL de acetado de aménio 7,5M e 350 pL de fenol:cloroférmio.
Centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C foi feita para separar a fase aquosa da
fase organica. A fase superior foi transferida para um tubo novo e 1 mL de etanol
absoluto foi adicionado. Novamente, a solucdo foi centrifugada sob as mesmas
condicdes. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi lavado com etanol 70%, seco
em temperatura ambiente e ressuspendido em TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)
(pH 8,0). As preparacdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%. A

imagem foi digitalizada pelo EagleEye System (Stratagene™).

2.4. Eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE)

A eletroforese em gel em campo pulsado foi realizada segundo Giraffa et al.

(2004), com modificacgdes.

22



As células de L. delbrueckii UFV H2b20 selvagem e mutante foram cultivadas
em meio MRS (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) a 37 °C, por 16-18 horas.
Para preparacdo dos plugs, 3mL da cultura foram centrifugados a 7.000 g por
5 minutos. As células foram lavadas por trés vezes em tampdo SE (75 mM NaCl;
25 mM EDTA). As células foram entdo ressuspendidas em 100 pL de tampédo SE,
misturadas com 900 pL de agarose Low Melting Point, LMP (Bio-Rad Laboratories).
Apdbs a homogeneizacdo, a solucdo foi colocada nos moldes para confeccédo dos plugs.
Quando os plugs adquiriram consisténcia adequada, eles foram colocados em tubos de
15 mL e tratados com tamp&o SE suplementado com 3 mg mL™ de lisozima por 2 horas
a 37 °C. Apos esse periodo, a solugdo foi descartada e os plugs foram lavados trés vezes
com o tampdo SE e, em seguida trés vezes com agua autoclavada pré-aquecida. Todas
as lavagens duraram 30 minutos e eram feitas sob agitacdo. Os plugs foram tratados
com tampédo ES (500 mM EDTA; 1% (p/v) N-laurilsarcosina) (pH 9,5) acrescido de
0,4mgmL™ de proteinase K a 37 °C, por 16-18 horas. Novamente, o tampéo foi
descartado e os plugs foram lavados trés vezes com agua autoclavada pré-aquecida e
trés vezes com TE (tris EDTA, pH 8,0). Um plug de cada amostra foi aplicado em gel
de agarose 1% e submetido a eletroforese no aparelho Chef-DRII1® System (Bio-Rad). A
condicdo da corrida foi pulso inicial, 1 segundo; pulso final, 50 segundos; duracdo da
corrida, 24 horas; angulo 120°; 6 V/segundo e temperatura de 14°C. Apés a
eletroforese, o gel foi corado com solucdo de brometo de etidio. A imagem foi digitalizada

pelo EagleEye System (Stratagene™).

2.5. Anélise de morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura (SEM)

As células foram cultivadas em 10 mL de meio MRS até atingir a fase
estacionaria de crescimento, coletadas por centrifugacdo (3.000 g, 4 °C por 10 minutos)
e lavadas duas vezes com tampao salina fosfato (PBS 0,05 M pH = 7,4). As células foram
fixadas com glutaraldeido 2% (v/v) e incubadas em banho de gelo por 2 horas. Depois,
foram lavadas com tampéo salina fosfato PBS e pos-fixadas com tetroxido de ésmio por
1 hora em banho de gelo. Finalmente, foram desidratadas com séries crescentes de
etanol, que variaram de 25 a 100%. As células desidratadas foram colocadas sobre a
superficie de um grid de ouro e, entdo, observadas ao microscopio de varredura LEO

(Zeiss) 1550 no Cornell Center for Materials Research, na Universidade de Cornell.
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2.6. Andlise de morfologia celular por microscopia eletrénica de transmissao
(TEM)

As células que cresceram em meio MRS por 18 horas foram centrifugadas
(3.000 g por 10 min a 4 °C) e lavadas duas vezes com PBS (tampéo salina fosfato
0,05 M, pH 7,4). As células foram fixadas com glutaraldeido 2% (v/v) e incubadas em
banho de gelo 2 horas. Depois, foram lavadas com tampé&o salina fosfato e pds-fixadas
com tetroxido de 6smio por 1 hora em banho de gelo. Finalmente, foram desidratadas
com séries crescentes de etanol, que variaram de 25 a 100%. As células desidratadas
foram embebidas em resina epoxi (Quetol 1651), cortadas com o ultramicrétomo
(MT 5000 Sorval® Ultramicrotome Dupont) e colocadas sobre a superficie de um grid
de ouro. As amostras foram coradas com acetato de uranila e observadas ao microscopio
de transmissdo (120 kV FEI Tecnai 12 microscope), no Cornell Center for Materials
Research, na Universidade de Cornell.

2.7. Experimentos de Surface Plasmon Resonance (SPR)

2.7.1. Preparacao das células

Uma aliquota de 5 mL de células bacterianas cultivadas por 18 horas em meio
MRS foram centrifugadas (3.000 g, 4 °C, 10 min) e lavadas duas vezes com a solucao
tampdo HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005% surfactante
P20 — Tween 20; pH 7.4). As células foram ressuspendidas no mesmo tampdo e
utilizadas para o ensaio de ligacdo no Leica SP7000 Surface Plasmon Resonance

Refractometer (Reichert Analytical Instruments).

2.7.2. Preparacao do chip sensor

Superficies de ouro (Au) foram modificadas com monocamadas automontaveis
(Self-Assembled Monolayers — SAMs) de forma a apresentar unidades de carboidrato
(N-Acetilglicosamina — GIcNAc) em sua superficie. Os acUcares foram ligados as
SAMs via reacdo “click”, catalisada por cobre. Dois tipos de precursores dissulfetos

foram utilizados para formar as SAMs modificadas (LOVE et al., 2005). O carboidrato
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GIcNAc foi escolhido para ser ligado a superficie do chip por ser um dos componentes

mais abundantes no muco intestinal humano.
2.7.3. Condicgoes de analise por Surface Plasmon Resonance (SPR)

Testes para a ligacdo entre as células bacterianas e o chip com carboidrato ligado
a sua superficie foram feitos com trés repeticdes. Chips contendo 50% de carboidrato na
superficie foram analisados e comparados com chips sem carboidratos utilizados como
controle para comparar a adesdo. As células foram injetadas na superficie do chip com
uma taxa de fluxo de 10 uL min™ por 20 min a 25 °C, permitindo sua interagio com o
carboidrato presente na superficie do chip. Apos a injecdo das bactérias, o chip foi
lavado com o tampao HBS-EP para remover as células ndo-ligadas. Entdo, a Unidade de

indice de Refraco (RIU) combinada com pixels foi medida.
2.8. Extracdo de proteinas de superficie

As células foram cultivadas por um periodo de 18 horas em 100 mL de MRS,
foram coletadas por centrifugagéo e lavadas trés vezes com tampao salina fosfato PBS
0,01 M (pH =7,4). O sedimento de células foi ressuspendido em cloreto de litio 6 M e
deixado a temperatura ambiente por uma hora. A mistura foi centrifugada a 15.000 g
por 15 minutos. O sobrenadante foi dialisado contra 4gua a 4 °C por 16-18 horas. Os
extratos dialisados foram centrifugados a 20.000 g por 20 minutos a 4 °C. Os extratos
protéicos foram mantidos a -20 °C para uso posterior. No momento do uso, 0s extratos

foram quantificados por Bradford (Coomassie Bradford Protein Assay Kit — Pierce).
2.9. SDS-PAGE

Os extratos protéicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
10% a uma voltagem constante de 200V por 50 minutos, conforme indicacdo do

fabricante (Invitrogen Nu-Page kit). A coloracdo do gel foi feita por coomassie também
como recomendado pelo fabricante (Invitrogen Nu-Page Kit).
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2.10. Eletroforese em gel de duas dimensdes

Foram testadas duas faixas de pH para a focalizacdo da primeira dimenséo: 3-10
e 4-7. Os extratos protéicos originarios da linhagem selvagem e da linhagem mutante de
L. delbrueckii UFV H2b20 foram submetidos a andlise no Biotechnology Resource
Center, na Universidade de Cornell. Dez proteinas que apresentaram maior expressao
na linhagem selvagem foram submetidas a espectrofotometria de massa e tiveram seus

terminais seqlienciados em MALDI-TOF/TOF 4700 Analyzer (Applied Biosystems).
2.11. Sequienciamento do gene codificador de proteina da camada S

Para o seqgiienciamento do gene codificador da proteina da camada das linhagens
selvagem e mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 foram necessarios dois conjuntos de
primers:

S-layerF (5'-GCGCTGCTGCTGCTGCTTTA-3’);

S-layerR (5'-GCGTTGTGCTTCAAAGTACG-3) e

FW_Anchor (5'-CACAACGCATACTACTACGACAAGGACGCT-3);

RV_Anchor (5’-GCCGTTCTTGAATGTGTATGAAGCACC-3’).

Os produtos da reacdo de PCR foram clonados em Escherichia coli, usando
TOPO-TA Cloning System (Invitrogen). Os clones positivos tiveram o DNA plasmidial
extraido, purificado e sequenciado. As seqiiéncias obtidas foram comparadas pelo
programa NTI Vector Advance® Software (Invitrogen — Disponivel em:

<http://www.invitrogen.com>).
3. Resultados e Discussao
3.1. Identidade das linhagens selvagem e mutante de L. delbrueckii UFV H2b20

A sequiéncia do rDNA 16S da linhagem mutante de L. delbrueckii UFV H2b20
revelou 99% de identidade com a mesma seqiiéncia da linhagem selvagem (nimero de
acesso no GenBank EF015468.1) quando submetida a comparacdo no programa
BLAST (Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.gov/blast>).

Uma similaridade entre seqiiéncias de rDNA 16S menor que 97% indica
linhagens de diferentes espécies (ROSSELO-MORA et al., 2001). As variacdes intra-
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especificas nas sequiéncias de rDNA sdo causadas pela variacdo entre as copias de
operons ribossomais de um mesmo microrganismo (CLAYTON et al., 1995).
Polimorfimos entre as copias de rDNA 16S de L. delbrueckii UFV H2b20 foram
relatados pela analise de restricdo amplicons obtidos pela amplificagdo de rDNA 16S
(NEVES, 1998; UETANABARO, 1999) e confirmados por sequenciamento de operons
ribossomais (NEVES, 2003).

Com relacdo as bandas apresentadas na DGGE (Figura 1), as linhagens

mostraram perfil semelhante.

Figura 1 — Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) do produto da
amplificacdo por PCR do DNA total das linhagens de Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 selvagem e mutante amplificado com primers
especificos para o rDNA 16S. Canaleta 1, L. delbrueckii UFV H2b20
selvagem; Canaleta 2, L. delbrueckii UFV H2b20. Setas indicam presenca
de bandas semelhantes nas linhagens.

Os resultados das analises com rDNA 16S mostram que as bactérias em analise
sdo linhagens do mesmo microrganismo e que o0 mutante ndo é uma linhagem
contaminante. O retorno do L. delbrueckii UFV H2b20 mutante ao ambiente original da
linhagem selvagem ndo restituiu seu fenotipo, confirmando que aquela linhagem sofreu

uma alteracdo genotipica de origem desconhecida.
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3.2. Analise de plasmideos

A procura pela ocorréncia de modificagBes genéticas que levaram a instabilidade
genotipica da linhagem probidtica L. delbrueckii UFV H2b20 foi feita também pela
analise de plasmideos.

A primeira técnica utilizada foi descrita para extracdo de plasmideos grandes ou
pequenos de Lactobacillus. A Figura2 apresenta o resultado da eletroforese das
preparacOes de DNA plasmidial das linhagens de L. delbrueckii UFV H2b20 e de uma
linhagem Gram-positiva, que possui plasmideos, gentilmente cedida pelo Laboratério
de Biodiversidade e Biotecnologia Aplicada ao Meio Ambiente (LBBMA); E. coli com
plasmideos — isolado 29, pertencente a bacterioteca do Laboratério de Microbiologia

Industrial e Biotecnologia (MIND) e E. coli DH5a., sem plasmideos.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% de DNA plasmidial. M — Marcador
MHindlll;  1-  L.delbrueckii  UFV H2b20 selvagem; 2- L.delbrueckii
UFV H2b20 mutante; 3- Isolado Gram-positivo; 4- E. coli 29; 5- E. coli DH5a..

As duas linhagens de L. delbrueckii UFV H2b20 ndo apresentaram plasmideos.
Esse fato pode ser explicado pela real auséncia dessas estruturas ou pelo fato de os
plasmideos existirem em numero reduzido de copias, 0 que impossibilitaria sua
visualizacdo no gel. Por essa razdo, foi realizada a técnica PFGE para verificar se o
tamanho dos genomas das linhagens € o mesmo, se existem plasmideos grandes nas

linhagens ou se houve perda deles na linhagem mutante (Figura 3).
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Figura 3 — Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) de DNA total de
L. delbrueckii UFV H2b20. Canaleta 1, Linhagem selvagem; Canaleta 2,
Linhagem mutante; Canaleta M, Marcador Saccharomyces cerevisiae,
linhagem YPH8O0.

A técnica de PFGE revelou auséncia de plasmideos nas duas linhagens. Elas
apresentaram bandas de DNA Unicas e de mesmo tamanho, indicando terem perdido ou
adquirido nenhum fragmento de DNA. As linhagens apresentaram DNA cromossomal
de tamanho estimado de 1640 Kpb, valor menor que o apresentado pelas duas linhagens
de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, que tiveram 0s genomas completamente
sequenciados, 1.857 Kpb e 1.865 kpb, respectivamente. As linhagens de L. delbrueckii
UFV H2b20 ndo apresentam plasmideos como as linhagens ja seqlienciadas
(MAKAROVA et al., 2006; van de GUCHTE et al., 2006).

A linhagem mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 parece ndo ter sofrido
processo de cura de plasmideo ao longo do periodo de cultivo em laboratério, uma vez
qgue ndo foram observados plasmideos na linhagem selvagem. As caracteristicas
relacionadas a imunomodulacdo/imunoestimulacdo, perdidas no mutante, ndo seriam,

portanto, codificadas em plasmideos.
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3.3. Analise de morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura (SEM)

A Figura 4 mostra micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura
da linhagem selvagem (A) e da linhagem mutante (B) de L. delbrueckii UFV H2b20.

Figura 4 — Microscopia eletronica de varredura (SEM) de células de L. delbrueckii UFV
H2b20. (A) Células da linhagem selvagem de L. delbrueckii UFV H2b20;
(B) Células da linhagem mutante de L. delbrueckii UFV H2b20.

As celulas apresentaram-se alongadas, uma vez que foram coletadas de culturas
na fase estacionaria de crescimento. Em algumas células é possivel observar a divisdo
celular.

As duas linhagens apresentaram morfologia idéntica, reafirmando o fato de

serem pertencentes a mesma especie, confirmado pela analise de rDNA 16S.

3.4. Andlise de morfologia celular por microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

A Figura 5 apresenta micrografias obtidas da analise por microscopia eletrénica
de transmissdo das linhagens selvagem e mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 e de
B. sphaericus, utilizada como controle positivo para estrutura de camada S, uma vez que
tal estrutura esta presente no microrganismo (ILK et al., 2002).

As linhagens selvagem e mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 néo
apresentaram arranjos do tipo camada S em sua superficie, como pode ser observado em

B. sphaericus.
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Figura 5 — Microscopia eletronica de transmissdao (TEM). (A) L. delbrueckii UFV H2b20
selvagem, (B) L. delbrueckii UFV H2b20 mutante, (C) B. sphaericus. MP:
membrana plasmatica, PC: parede celular, CS: camada S.

3.5. Experimentos de Surface Plasmon Resonance (SPR)

A Figura 6 apresenta sensorgramas de ligacdo entre as células e o carboidrato
sobre a superficie do chip sensor. No ensaio de Surface Plasmon Resonance (SPR), a
linhagem mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 apresentou uma capacidade de adesao
27% menor que a linhagem selvagem, embora esse valor seja estatisticamente néo
significativo em niveis 1 e 5% de significancia, pela analise de variancia. A superficie
sem carboidrato ndo apresentou nenhuma adesdo de células, como pode ser verificado
com o retorno da linha base para o valor inicial.

O equipamento de SPR monitora as intera¢fes baseado nas mudancas no indice
de refracdo da solucdo que passa sobre a superficie de ouro do chip sensor. Apés a
adicdo da solugdo contendo as células, o valor combinado (URIU e Pixels) aumenta.
Quando superficie do chip sensor € lavada com o tampéo, o valor combinado (LRIU e
Pixels) diminui gradualmente e se torna constante. Neste estagio, é possivel medir a adeséo.

Embora ndo tenha sido detectada diferenca significativa entre a adesdo das duas
linhagens, sabe-se que elas diferem entre si em relacdo a superficie como demonstrado
pelo teste MATH (TEIXEIRA, 2004). Todos os testes realizados para detec¢do de
diferencas na superficie das linhagens selvagem e mutante de L. delbrueckii UFV
H2b20 demonstraram que existem diferencas entre elas, porém de origem ndo
determinada. Uma posterior caracterizacdo da superficie da linhagem mutante podera
desvendar componentes de superficie importantes para a imunoestimulagdo que estéo

presentes na linhagem selvagem.
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Figura 6 — Sensorgramas de Surface Plasmon Resonance (SPR) mostrando a ligacdo da
cultura de Lactobacillus a superficie de ouro funcionalizada com N-
acetilglicosamina. (A e B) GIcNAc; (C e D) 50% GIcNAc.

Continua...
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3.6. Perfil de proteinas de superficie das linhagens selvagem e mutante de
L. delbrueckii UFV H2b20

A Figura 7 mostra o perfil de proteinas de superficie das linhagens selvagem e

mutante de L. delbrueckii UFV H2b20, analisado por Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sdodio (SDS-PAGE). As bandas indicadas pelas
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Figura 7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) de extrato de
proteinas de superficie extraidas com LiCl 5 M. Canaleta M, marcador de
massa molecular (Invitrogen); canaleta 1, extrato de proteinas de superficie
de células de L. delbrueckii UFV H2b20 selvagem; canaleta 2, extrato de
proteinas de superficie de células L. delbrueckii UFV H2b20 mutante. Setas
indicam mesma proteina expressa diferentemente em cada linhagem. A
esquerda da figura encontram-se os valores de massa molecular (MM) do
padrdo de proteinas conhecidas.

setas sdo proteinas que estdo na faixa de tamanho de proteinas de superficie de
Lactobacillus, de 40 kDa a 60 kDa (VENTURA et al., 2002). A grande abundancia de
proteinas dificultou a retirada de bandas de interesse para seqiienciamento. Utilizou-se a
técnica de eletroforese em duas dimensGes para melhor separacdo das proteinas. A
Figura 8 representa o perfil das proteinas de superficie separadas por eletroforese em
duas dimensdes. A melhor faixa de pH para separagdo da primeira dimensdo foi de
4 a7. Essa faixa de pH é diferente daquela apresentada para proteinas de superficie,
pl > 9, de Lactobacillus ja descritas (AVALL-JAASKELAINEN e PALVA, 2005).

A andlise da imagem dos géis revelou a presenca de 769 proteinas no extrato de
proteinas de superficie da linhagem selvagem de L. delbrueckii UFV H2b20 e 860
proteinas no extrato de proteinas de superficie da linhagem mutante de L. delbrueckii
UFV H2b20. Desse total, 323 proteinas estavam presentes apenas na linhagem
selvagem, 414 apenas na linhagem mutante; 168 proteinas mostraram maior expressao

no selvagem e 278 proteinas apresentaram maior expressao no mutante.
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Figura 8 — Analise do perfil de extrato de proteinas de superficie de linhagens selvagem
e mutante de L. delbrueckii UFV H2b20 por eletroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida 12%.

Foram escolhidas dez proteinas expressas apenas na linhagem selvagem para serem
sequenciadas por espectroscopia de massa. Todas as proteinas foram identificadas por
comparagdo da regido C-terminal com proteinas do GenBank (NCBI -
www.ncbi.nlm.nih.gov). A Tabela 1 revela os resultados obtidos pelo sequenciamento.
Trés proteinas ndo foram identificadas, cinco foram identificadas como gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, uma como proteina

ribossomal S1 de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e uma como protease Clp dependente
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Tabela 1 — Resultado da espectroscopia de massa de proteinas expressas na linhagem selvagem de L. delbrueckii UFV H2b20 e ndo expressas na
linhagem mutante de L. delbrueckii UFV H2b20

/

B T -0 R L s

Analysis Information

Report Type Protein-Peptide Summary by Spot Analysis Type Combined (MS+MS/MS)
Sample Set Name Floresta 040407 Database NCBInr
Analysis Name ID= NCBI All Creation Date 04/04/2007 12:30:36
Reported By 04/04/2007 14:30:55 - admin Last Modified 04/04/2007 13:071:01
MS Acq. : Proc. Methods {Unspecified) : (Unspecified)
Interpretation Method (Unspecified)
Gel Idx/Pos 90/D4 Instr./Gel Origin ab347000122/03568 032907 Process Status Analysis Succeeded
Plate [#] Name [1] 03568 Instrument Sample Name Spectra 9
Rank Protein Name Species Accession No. Protein MW Protein Protein Protein Total lon Total lon Bestlon Pep.
Pl Score Score C. Score C.L.% Score  Count
L %
1 ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit Qi|104774741 7680979 559 107 99.991 5 21
ILactobacillus delbrueckii subsp. bulaaricus ATCC 1
Gel ldx/Pos 78/D5 Instr/Gel Origin ab347000122/03568 032907 Process Status Analysis Succeeded
Plate [#] Mame [1] 03562 Instrument Sample Name Spectra 2]
Rank Protein Name Species Accession No. Protein MW Protein Protein Protein Total lon Total lon Bestlon Pep.
Pl Score Score C. Score C.1. % Score Count
L %
1 Ribosomal protein 51 [Lactobacillus delbrueckii subsp. Qi|116513917 44174 561 89 09473 0 [0} 5 14
bulgaricus ATCC BAA-365]
Gel Idx/Pos a92/D8 Instr./Gel Origin ab347000122/03568 032907 Process Status Analysis Succeeded
Plate [#] Mame [1] 03563 Instrument Sample Name Spectra g9
Rank Protein Name Species Accession No. Protein MW Protein Protein Protein Total lon Total lon Bestlon Pep.
Pl Score Score C. Score C.L % Score Count
l. %
1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gil116513732 365836 5.51 1117 100 38 0 22 10
[Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC
BAA-365]

36



de ATP, também de L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Essas proteinas séo intracelulares
e ndo proteinas de superficie, como era esperado. Embora tenha sido utilizado 0 mesmo
protocolo para extrair proteinas de superficie de Lactobacillus citado na literatura, as
células se romperam deixando extravasar proteina intracelular. O dano causado no
envelope celular parece ter atingido mais as células da linhagem selvagem, uma vez que
as proteinas que foram sequienciadas apresentavam-se em quantidade muito superior.

Esses resultados combinados levam a hipotese de que ha diferencas entre as duas
linhagens no que se refere as superficies. A diferenga na sensibilidade ao agente
utilizado na extracdo das proteinas de superficie parece indicar isso.

3.7. Sequienciamento do gene codificador da proteina S

Duas estratégias foram utilizadas para obter a seqiiéncia do gene codificador da
proteina S de L. delbrueckii UFV H2b20. Na primeira estratégia, os primers para a
amplificacdo foram obtidos de seqliéncias conservadas das extremidades de genes
putativos de proteinas S de varios Lactobacillus. O amplicom resultante tinha
aproximadamente 1.244 pb, tamanho esperado para o gene procurado. Entretanto, a
sequéncia resultante ndo apresentou similaridade com gene codificador de qualquer
proteina S depositada no banco de dados (GenBank) e, nos trés quadros de leitura, as
proteinas traduzidas também nédo apresentaram similaridade com proteinas S.

Na segunda estratégia, primers foram obtidos baseando-se na seqiiéncia da
regido ancoradora da proteina S de L. acidophilus. O amplicom foi clonado e
sequenciado para as duas linhagens. As sequéncias resultantes foram idénticas para as
duas linhagens. Quando comparadas com sequéncias do banco de dados, GenBank,
utilizando-se o programa BLAST (Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast>),
estas seqliéncias apresentaram alta percentagem de identidade com as seqléncias
codificadoras de proteina S de varios Lactobacillus como L. acidophilus NCFM
(X71412.1), L. helveticus (CP000517.1) e L. crispatus (AJ007839.1). O genoma de
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC BAA-365 (MAKAROVA et al., 2006) e de
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 (van de GUCHTE et al., 2006) foi
completamente sequienciado e proteinas de superficie ndo foram descritas em nenhuma
das duas linhagens.

Esse resultado revela mais uma vez a maior proximidade de L. delbrueckii a

L. delbrueckii e suas subespécies e havia sido observado em experimentos de
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sequenciamento de rDNA 16S, hibridizacio DNA-DNA e em analises filogenéticas
(UETANABARO, 1999; NEVES, 2003; FLORESTA, 2003).

As linhagens de L. delbrueckii UFV H2b20 podem ter deixado de expressar a
proteina S, pois quando organismos nao estdo em ambientes sob pressdo de sele¢do (por
exemplo, em cultura continua sob condi¢Ges 6timas de cultivo), mutantes deficientes em
proteinas de superficie podem crescer mais que a linhagem selvagem, visto que hd um
alto gasto de energia para a célula sintetiza-la (SLEYTR e BEVERIDGE, 1999;
SLEYTR, 1997).
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Producéo de linhagem recombinante de Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

Resumo: Bactérias do acido lactico tém sido utilizadas como sistemas para expressar
proteinas heter6logas ou como veiculos para carrear antigenos de imunizacdo. A
capacidade de o Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 ser utilizado como veiculo de
apresentacdo de uma proteina anticancer, NY-ESO-1, foi investigada neste trabalho.
Um plasmideo recombinante, resultado da fusdo do peptideo sinal de proteina de
superficie com a proteina NY-ESO-1 e com a regido codificadora da ancora de proteina
S, foi construido e utilizado para a eletrotransformacéo de L. delbrueckii UFV H2b20. A
sequéncia obtida demonstra que os fragmentos de interesse foram clonados no mesmo
quadro de leitura, favorecendo a expressdo da proteina NY-ESO-1 na superficie de
L. delbrueckii UFV H2b20 e a ampliacdo da utilidade dessa bactéria.

Palavras-chave: Lactobacillus delbrueckii; probiotico; linhagem recombinante; vacina
anticancer.

Production of a recombinant strain of Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20

Abstract: Lactic and bacteria have been used as systems to express heterologous
proteins or as vehicles to carry immunization antigens. The ability of Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 to be used as delivery vehicle of an anticancer protein, the NY-
ESO-1, was investigated in this work. A recombinant plasmid, the result of the fusion of
a signal peptide of a surface protein with NY-ESO-1 protein and with the codifier
region of the S protein anchor was built and used for the electrotransformation of
L. delbrueckii UFV H2b20. The sequence obtained demonstrates that the fragments of
interest were cloned in the same reading frame, favouring the expression of the NY-
ESO-1 protein on the surface of L delbrueckii UFV H2b20 and the increase of the use of
this bacterium.

Keywords: Lactobacillus delbrueckii, probiotic, recombinant strain, anticancer vaccine.

44



1. Introducéo

Alimento funcional é todo alimento ou ingrediente que, além das funcGes
nutricionais bésicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabolicos e, ou, fisiologicos e, ou, efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica (SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARIA DO
MINISTERIO DA SAUDE, 1999). O componente que torna um alimento funcional
pode ser um macronutriente ou um micronutriente essencial, um componente néo
essencial, como alguns oligossacarideos, ou um componente sem valor nutritivo, a
exemplo de microrganismos vivos, como bactérias do acido lactico (ROBERFROID,
1999).

Bactérias do &cido lactico tém uma tradicdo de uso na industria de alimentos. O
namero e a diversidade de suas aplica¢fes tém aumentado consideravelmente ao longo
dos anos (TEUSINK e SMID, 2006). As bacterias do acido lactico contribuem para o
sabor e a textura dos produtos fermentados e inibem o crescimento de microrganismos
deterioradores pela producdo de substancias inibidoras de crescimento, as bacteriocinas,
e de grandes quantidades de &cido lactico e perdxido de hidrogénio (van de
GUCHTE et al., 2001). O uso de bactérias do acido lactico como sistemas bacterianos
para expressar proteinas heterélogas ou como veiculos para carrear antigenos de
imunizagdo vem se tornando uma questdo promissora (POUWELS et al., 1998;
SEEGERS, 2002).

Bactérias que vivem no intestino humano e controlam o equilibrio da microbiota
e, finalmente, aumentam os efeitos fisiologicos e benéficos na sadde do hospedeiro séo
chamadas de probidticas (SAITO, 2004). A definicdo de probiotico foi primeiramente
feita por Fuller (1989) como bactérias vivas que exercem efeito benéfico a saude do
hospedeiro mantendo adequado o balanco bacteriano no intestino. Dentre os efeitos
benéficos exercidos pelos probioticos, podem-se citar o controle de infeccBes intestinais
(PEREZ et al., 2001), a imunoestimulagio e a imunomodulagio (MEDICE et al., 2004),
a reducdo dos niveis de colesterol (PEREIRA et al., 2003) e a atividade
anticarcinogénica (ASO et al., 1992). O género Lactobacillus tem fornecido espécies
amplamente utilizadas como probidticas (LOURENS-HATTINGH et al., 2001).
Lactobacillus pode exercer diferentes efeitos sobre o sistema imune do hospedeiro e
essa caracteristica tem aumentado o interesse no seu uso em vacinacgao. A utilizacdo de

Lactobacillus foi relatada em prototipos de vacina contra antraz (ZEGERS et al., 1998),
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rotavirose (ISOLAURI et al., 1995) e tétano (SHAW et al., 2000, GRANGETTE et al.,
2001). Atualmente, a atencdo tem sido focalizada no desenvolvimento de lactobacilos
como veiculos vivos de apresentacao de antigenos (SEEGERS, 2002).

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 é a denominacdo de um dos isolados de
fezes de criangas recém-nascidas alimentadas exclusivamente com leite materno
(SANTOS, 1984). Esse microrganismo foi obtido e conservado no laboratério de
Microbiologia Industrial e Biotecnologia, na Universidade Federal de Vicosa.
L. delbrueckii UFV H2b20 foi submetido, in vitro, a condi¢des semelhantes as do trato
gastrintestinal e se mostrou resistente a sais biliares, &cido cloridrico, presenca de
lisozima e tambeém apresentou resisténcia a diversos antimicrobianos (AGOSTINHO,
1988; FERREIRA, 2006). Ha uma vasta experiéncia acumulada com o cultivo e a
biotecnologia dessa bactéria, inclusive para sua conservagéo e tecnologia para producéo,
ampliando seu potencial biotecnologico imediato. O desenvolvimento de rotas
tecnologicas que utilizam L. delbrueckii UFV H2b20 como probidtico foi testados para
leite pasteurizado, leite em pd, leite fermentado e sorvete (LEITE, 2005).

Por apresentar as caracteristicas desejaveis para instalar-se no intestino como
probidtico, esse microrganismo tornou-se objeto de estudos para assegurar seu emprego
em humanos. E uma bactéria com status GRAS, isto €, geralmente reconhecida como
segura, portanto, aceita sem restri¢cbes na alimentacdo humana.

Varios estudos demonstraram o0s efeitos potencialmente probidticos dessa
linhagem em particular. Em estudo com camundongos suicos livres de germes, o
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 mostrou capacidade de colonizar o trato
gastrintestinal e estimular resposta imune ndo especifica (NEUMANN et al., 1998). Foi
comprovado o efeito antagdnico dessa linhagem contra infecgdes experimentais com
Shigella flexneri e Salmonella enteritidis subsp. Typhimurium (FILHO-LIMA et al.,
2000).

L. delbrueckii UFV H2b20 foi transformado geneticamente com o plasmideo
pLBS-GFP-EmR. As bactérias transformadas expressaram em sua superficie proteinas
fluorescentes usadas como repdrteres. E possivel que modelo similar expressando
antigenos contra patdgenos possa ser usado como vacinas orais vivas para imunizar
contra doencas infecciosas (MOTA et al., 2005).

O céancer é a segunda maior causa de morte no Brasil e também nos Estados
Unidos (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2006; AMERICAN CANCER

SOCIETY, 2007). Atualmente, pesquisas tém sido feitas com o objetivo de desenvolver
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terapias alternativas para o tratamento do cancer, como a imunoterapia. A pesquisa por
moléculas-alvo nas células tumorais que induzem a uma forte resposta imune em
pacientes com cancer tem crescido nas ultimas décadas. O antigeno alvo ideal deve ser
altamente imunogénico, isto é, deve ser expresso em alto nivel em celulas do tecido
canceroso, mas nao deve ser expresso ou deve ser expresso em um baixo nivel em
células de tecidos normais (JAGER et al., 2005).

NY-ESO-1 é um antigeno cancer-teste (CT) que tem feito uma das mais rapidas
transicdes desde sua descri¢cdo molecular, celular e imunoldgica até candidato a vacina e
imunoterapia. A etimologia de NY-ESO-1 relata a historia de sua origem: NY esta
relacionado a cidade na qual ele foi descoberto por Chen et al. (1997), no Ludwig
Institute for Cancer Research e no Weill Medical College of Cornell University em
Nova lorque, no ano de 1997; ESO € para cancer esofagico, onde ele foi originalmente
encontrado. O digito 1 refere-se ao primeiro membro de uma nova familia de genes
(GNJATIC et al., 2006). O gene que codifica NY-ESO-1 exibe caracteristicas comuns
dessa familia: genes com expressao limitada em células germinativas e nenhuma
expressao em células somaticas, mas com frequiente expressdo em células cancerosas,
por isso, o0s produtos sdao nomeados CT (SCANLAN et al., 2004). Embora
originalmente NY-ESO-1 tenha sido encontrada em células de tumor esofégico, ela tem
se mostrado amplamente distribuida em um grande nimero de outros tipos de tumores,
bexiga (SHARMA et al., 2003), mama (MASHINO et al., 2001), ovario (BOLLI et al.,
2005), pancreas (ODUNSI et al., 2003) e prostata (NAKADA et al., 2003).

Tendo em vista a importancia de NY-ESO-1 no tratamento imunoterapéutico do
cancer, bem como a possibilidade da utilizacdo de bactérias do acido lactico como
veiculos de apresentacdo, propds-se a funcionalizacdo da superficie celular de L.
delbrueckii UFV H2b20, pela construcdo de uma linhagem recombinante que

expressasse em sua superficie a proteina anticancer NY-ESO-1.

2. Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Departamento de Food Science na Universidade

de Cornell.
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2.1. Microrganismos

Células de L.delbrueckii UFV H2b20, microrganismo probidtico, foram
conservadas em meio Man-Rogosa-Sharp (MRS) e 20% de glicerol, a -80 °C.

Linhagens de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen), transformadas com o gene
codificador da proteina NY-ESO-1 e com a regido codificadora da ancora do gene da
proteina S, foram utilizadas como fonte desses genes. Elas foram conservadas em meio
Luria-Bertani (LB) e 20% de glicerol, a -80 °C.

2.2. Estratégia para obter a fusdo dos genes de interesse

A Figura 1 representa esquematicamente a estratégia para a obtencdo da fusdo
do gene codificador da regido ancoradora da proteina S de L. delbrueckii UFV H2b20 a

proteina NY-ESO-1 anticancer.

PCR 1 - Fusé&o do Peptideo Sinal com NY-ESO-1 e com o linker PCR 2 - Fusdo da Sequiéncia Ancoradora com o linker

Linker Linker

¢ Linker Linker

| |
v

Putificacéo dos produtos de PCR

v

| PCR 3 - Fuséo dos fragmentos obtidos |

Linker

| Transformacao |

Figura 1 — Estratégia para fusdo do peptideo sinal (PS) do gene codificador da proteina
S de L. delbrueckii UFV H2b20 com a o gene codificador da proteina
anticancer NY-ESO-1 e da regido codificadora da ancora da proteina S de
L. delbrueckii UFV H2b20.

Essa estratégia foi baseada na mesma utilizada por Mota et al. (2006), quando

fundiram uma regido do gene codificador da proteina S com o gene reporter GFP.
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A técnica Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) foi utilizada para a fuséo
dos genes. A sequéncia do peptideo sinal do gene codificador da proteina S de
Lactobacillus acidophilus foi fundida, no mesmo quadro de leitura, a extremidade 5’ do
gene codificador da proteina NY-ESO-1. Uma seqliéncia de ligacdo foi adicionada a
extremidade 3’ deste gene para permitir flexibilidade do fragmento. Finalmente, a
sequéncia da regido ancoradora do gene codificador da proteina S de L. acidophilus foi
adicionada. A Tabelal apresenta a sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados na fusdo dos genes de interesse.

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a fusao de genes

Nome do
primer

ESO_1IF ATGTTTATATTTCAAGGAGGAAAAGACCAGGCCGAAGGCCGGGGCACAGGG

AGCGTCCTTGTCGTAGTAGTATGCGTTGTGACCACCACCACCACCGCGCCTC
TGCCCTGAGGGAGGCTGAGC

GCTCAGCCTCCCTCAGGGCAGAGGCGCGGTGGTGGTGGTGGTCACAACGCA
TACTACTACGACAAGGGACGCT

ESO_2R  TTAGTTCTTGAATGTGTAGAAGCACCGTAAGTAGTTACAACTTCACC

Sequéncia (5’ - 3%)

ESO_1R

ESO_2F

Os fragmentos obtidos clonados no plasmideo pCR® 2.1- TOPO® (Invitrogen) e
a transformacdo foi feita em E. coli TOP10 (Invitrogen), segundo recomendacdo do
fabricante. Os clones positivos tiveram seus plasmideos extraidos com o QiaPrep
Miniprep Kit (QIAGEN) e os fragmentos clonados foram seqlenciados no
Biotechnology Resource Center, na Universidade de Cornell, Estados Unidos. As
seqliéncias obtidas foram analisadas utilizando o programa Vector NTI® (Disponivel

em: <http://www.invitrogen.com>).
2.3. Eletrotransformagé&o de L. delbrueckii UFV H2b20 com o plasmideo recombinante

A eletrotransformacdo foi realizada segundo Serror et al. (2002), com
modificagBes. Células cultivadas em 100 mL de meio MRS a 37 °C por 18 horas
(D.O.600=1,7) foram utilizadas para a preparacdo de células eletrocompetentes. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 4.000 g por 10 minutos. O sedimento foi
lavado uma vez com 100 mL de tampédo EB gelado (0,4 M sacarose, 1 mM MgCl,,

5 mM KH,PO,) e duas vezes com 30 mL do mesmo tampd&o. Por fim, as células foram
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ressuspendidas em volume necessario do tampéo EB para se obter uma D.O.gp0 = 50. A
suspensdo foi incubada a 45 °C por 20 minutos e colocada em gelo por 10 minutos. Para
a eletroporacdo, foram misturadas 80 pL de células competentes com 2-3 ug de DNA
plasmidial. A suspensdo foi submetida a um pulso elétrico de 1 kV, 800 Q e 25 uF em
uma cubeta de 0,2 centimetros em um Gene Pulse and Pulse Controller Apparatus
(BioRad). Apoés esse tratamento, 2 mL de meio leite (0,2 M sacarose, 5% leite
desnatado, 0,1% extrato de levedura, 1% casoaminoacidos) foram adicionados e a
suspensdo incubada por 3 horas a 37 °C. Transcorrido esse periodo, as células foram
plaqueadas em &gar MRS e incubadas a 37 °C por 2 a 3 dias em condi¢fes de
microaerofilia. Os clones foram, entdo, triados utilizando-se a técnica de Western Blot —
WesternBreeze Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit (Invitrogen). O

anticorpo utilizado foi contra a proteina anticancer NY-ESO-1.

3. Resultados e Discussao
3.1. Fusdo dos genes de interesse

A Figura 2 apresenta o alinhamento da seqliéncia deduzida e da sequéncia obtida
pelo sequenciamento do fragmento clonado no clone 1. O alinhamento foi feito pelo
programa ClustalW2 (Disponivel em: <http://www.ebi.ac.uk/Tools>).

A maioria das aplicacdes das proteinas S é baseada na fusdo entre a molécula
funcional desejada com a proteina S ou com parte dela. Essa estratégia é utilizada
porque as propriedades intrinsecas especificas das proteinas S ndo sdo afetadas pela
fusdo da molécula desejada, enquanto as seqliéncias funcionais sdo representadas na
superficie do arranjo das proteinas S (TRUPPE et al., 1997).

A fusdo dos genes de interesse alcancou resultado satisfatorio. As sequéncias
foram clonadas no mesmo quadro de leitura, 0 que ndo alterard a expressdo da proteina
anticancer NY-ESO-1. Os clones intermediarios, bem como o clone com o gene
recombinante estdo mantidos no Laboratério do Dr. Carl A. Batt e poderdo ser
utilizados para estudos posteriores.

A regido C-terminal da proteina S foi escolhida para a fusdo com a proteina NY -
ESO-1 porque ela é o dominio de ligacdo da proteina S a parede celular (SMIT et al.,
2001). Assim, fica assegurado que, se houver expressdao dessa proteina em

L. delbrueckii UFV H2b20, ela estara expressa na superficie dessa linhagem.
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Deduzida ATGTTTATATTTCAAGGAGGAAAAGACCAGGCCGAAGGCCGGGGCACAGGGGGTTCGACG 60
Clonel  ATGTTTATATTTCAAGGAGGAAAAGACCAGGCCGAAGGCCGGGGCACAGGGGGTTCGACG 60

Deduzida GGCGATGCTGATGGCCCAGGAGGCCCTGGCATTCCTGATGGCCCAGGGGGCAATGCTGGC 120
Clonel  GGCGATGCTGATGGCCCAGGAGGCCCTGGCATTCCTGATGGCCCAGGGGGCAATGCTGGC 120

Deduzida GGCCCAGGAGAGGCGGGTGCCACGGGCGGCAGAGGTCCCCGGGGCGCAGGGGCAGCAAGG 180
Clonel  GGCCCAGGAGAGGCGGGTGCCACGGGCGGCAGAGGTCCCCGGGGCGCAGGGGCAGCAAGG 180

Deduzida GCCTCGGGGCCGGGAGGAGGCGCCCCGCGGGGTCCGCATGGCGGCGCGGCTTCAGGGCTG 240
Clonel  GCCTCGGGGCCGGGAGGAGGCGCCCCGCGGGGTCCGCATGGCGGCGCGGCTTCAGGGCTG 240

Deduzida AATGGATGCTGCAGATGCGGGGCCAGGGGGCCGGAGAGCCGCCTGCTTGAGTTCTACCTC 300
Clonel  AATGGATGCTGCAGATGCGGGGCCAGGGGGCCGGAGAGCCGCCTGCTTGAGTTCTACCTC 300

Deduzida GCCATGCCTTTCGCGACACCCATGGAAGCAGAGCTGGCCCGCAGGAGCCTGGCCCAGGAT 360
Clonel  GCCATGCCTTTCGCGACACCCATGGAAGCAGAGCTGGCCCGCAGGAGCCTGGCCCAGGAT 360

Deduzida GCCCCACCGCTTCCCGTGCCAGGGGTGCTTCTGAAGGAGTTCACTGTGTCCGGCAACATA 420
Clonel  GCCCCACCGCTTCCCGTGCCAGGGGTGCTTCTGAAGGAGTTCACTGTGTCCGGCAACATA 420

Deduzida CTGACTATCCGACTGACTGCTGCAGACCACCGCCAACTGCAGCTCTCCATCAGCTCCTGT 480
Clonel  CTGACTATCCGACTGACTGCTGCAGACCACCGCCAACTGCAGCTCTCCATCAGCTCCTGT 480

Deduzida CTCCAGCAGCTTTCCCTGTTGATGTGGATCACGCAGTGCTTTCTGCCCGTGTTTTTGGCT 540
Clonel  CTCCAGCAGCTTTCCCTGTTGATGTGGATCACGCAGTGCTTTCTGCCCGTGTTTTTGGCT 540

Deduzida CAGCCTCCCTCAGGGCAGAGGCGCGGTGGTGGTGGTGGTCACAACGCATACTACTACGAC 600
Clonel  CAGCCTCCCTCAGGGCAGAGGCGCGGTGGTGGTGGTGGTCACAACGCATACTACTACGAC 600

Deduzida AAGGACGCTAAGCGTGTTGGTACTGACAGCGTTAAGCGTTACAACTCAGTAAGCGTATTG 660
Clonel  AAGGACGCTAAGCGTGTTGGTACTGACAGCGTTAAGCGTTACAACTCAGTAAGCGTATTG 660

Deduzida CCAAACACTACTACTATCAACGGTAAGACTTACTACCAAGTAGTTGAAAACGGTAAGGCT 720
Clonel CCAAACACTACTACTATCAACGGTAAGACTTACTACCAAGTAGTTGAAAACGGTAAGGCT 720

Deduzida GTTGACAAGTACATCAACGCTGCAAACATCGATGGTACTAA-GCGTACTTTGAAGCACAA 779
Clonel GTTGACAAGTACATCAACGCTGCAAACATCGATGGTACTAAAGCGTACTTTGAAGCACAA 780

Deduzida CGCTTACGTTTACGCATCATCAAAGAAGCGTGCTAACAAGGTTGTATTGAAGAAGGGTGA 839
Clonel  CGCTTACGTTTACGCATCATCAA-GAAACGTGCTAACAAGGTTGTATTGAAGAAGGGTGA 839

E

Deduzida AGTTGTAACTACTTACGGTGCTTCATACACATTCAAGAACTAA 882
Clonel  AGTTGTAACTACTTACGGTGCTTCATACACATTCAAAAACTAA 882

Figura 2 — Alinhamento da sequéncia deduzida e da sequéncia resultante da fuséo,
obtida pelo seqlienciamento do clone 1.
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3.2. Eletrotransformacéo de L. delbrueckii UFV H2b20 com o plasmideo recombinante

A eletrotransformacéo de L. delbrueckii UFV H2b20 resultou em um grande
namero de clones. A falta de pressdo de selecdo dos clones provavelmente gerou tal
resultado, que era esperado, uma vez que a triagem foi feita utilizando Western Blot das
colbnias. Quando os clones foram submetidos a tal procedimento, observou-se um
elevado numero de clones positivos para a proteina NY-ESO-1, porém, quando esses
clones tiveram proteina total extraida, a banda correspondente a da proteina de interesse
esteve ausente.

A eletrotransformacdo parece ser uma técnica eficiente para transferir DNA
plasmidial para bactérias do acido lactico (BERTHIER et al., 1996). O desenvolvimento
de procedimentos de eletroporacdo para varias espécies de Lactobacillus, como
Lactobacillus helveticus (BHOWMIK e STEELE, 1993; HASHIBA et al., 1990),
Lactobacillus casei (Chassy e Flickinger, 1987), Lactobacillus acidophilus
(LUCHANSKY et al., 1988) e Lactobacillus sakei (BERTHIER et al., 1996)
demonstraram que varios parametros devem ser testados com o objetivo de otimizar a
eficiéncia de eletroporacdo para esse grupo de microrganismos. Entre esses parametros
podem-se citar a fase de crescimento em que as células sdo coletadas, o que €
dependente da espécie ou ainda da linhagem utilizada (BERTHIER et al., 1996;
BHOWMIK e STEELE, 1993); a composicdo dos tampdes de lavagem de células e de
eletroporacdo que desempenham papel importante na transformacdo de varios
Lactobacillus (AUKRUST et al., 1995; BERTHIER et al., 1996; LUCHANSKY et al.,
1988); os parametros do pulso elétrico (AUKRUST et al., 1995) e a fonte do DNA
usado para a transformacdo, uma vez que sistemas de restricdo-modificacdo podem
inibir severamente a transformacéo (HASHIBA et al., 1990).

A falta de conhecimento sobre L. delbrueckii spp. estd diretamente relacionada
ao fato de essas bactérias serem altamente recalcitrantes a manipulacao genética. Existe,
entretanto, considerdvel interesse tanto cientifico quanto econbmico no
desenvolvimento de vetores de clonagem para L. delbrueckii, visto que essa linhagem é
amplamente utilizada na industria lactica (BOURNIQUEL et al., 2002 ).

Outros protocolos que possibilitem a eletroporacdo de L. delbrueckii UFV
H2b20 sdo necessarios, bem como o desenvolvimento de vetores de clonagem

adequados para que essa linhagem possa ser utilizada na industria de alimentos
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4. Conclusoes e Perspectivas

Essa etapa do trabalho foi concluida com clones em E. coli TOP10 que contém
plasmideos recombinantes para a proteina anticancer NY-ESO-1 e regido ancoradora de
proteina de superficie. Esses clones poderdo ser utilizados para realizacdo de
experimentos de transformacao em L. delbrueckii UFV H2b20.

Parametros de transformacdo para L. delbrueckii UFV H2b20 deverdo ser
testados, bem como um vetor de clonagem GRAS devera ser construido para que a

linhagem recombinante possa ser utilizada na alimentagéo.
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