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RESUMO

Os graos de Kefir sdo caracterizados por uma matriz exopolissacaridica que abriga
uma complexa comunidade simbidtica de bactérias e leveduras. A bebida € obtida a
partir da fermentacdo dos microrganismos, constituintes do grao, nos mais variados
tipos de meio em que estes podem ser cultivados, destacando o leite bovino e
solucdes aquosas de sacarose. Os exopolissacarideos podem apresentar um ou
mais tipos de residuos de monossacarideos, de modo que a sintese dos
homopolissacarideos envolve apenas um gene enquanto a dos
heteropolissacarideos envolve varios genes. Estas moléculas apresentam inUmeras
aplicacoes biotecnolégicas tanto na industria quanto na area biomédica. No presente
trabalho foi realizada a identificacdo de cepas de lactobacilos produtores de
exopolissacarideos, a caracterizacao molecular dos genes das enzimas envolvidas
na polimerizagdo dos residuos glicidicos, bem como a caracterizagdo estrutural e
avaliacado da capacidade imunomodulatéria destes biopolimeros. Dentre os 53
lactobacilos isolados de graos de kefir que foram utilizados, 16 foram considerados
produtores de exopolissacarideo quando cultivados em meio MRS contendo
sacarose. As sequéncias de nucleotideo das glicosiltransferases de L.
kefiranofaciens 1P3, L. satsumensis 10P e 10P2 e L. parafarraginis 12P
apresentaram alta identidade entre si e identidade de 74-75% com uma sequéncia
do GenBank referente a mesma enzima de uma cepa de L. hilgardii que também foi
isolada de graos de kefir. Os cinco exopolissacarideos que foram caracterizados
estruturalmente apresentaram apenas glicose na sua cadeia polimérica e ligacdes
a(1,6) e a(1,4) nas proporcdes de 92 e 8% respectivamente, sendo identificados
como dextranos (1P3, 10P, 10P2, 12P e 19U) e a massa molecular dos mesmos foi
superior a 500 KDa. Para avaliar a capacidade imunomodulatéria dos
exopolissacarideos, camundongos tratados com os dextranos 1P3, 10P e 10P2
foram comparados com camundongos tratados com salina. Seus efeitos
imunomoduladores no intestino delgado dos animais foram avaliados pela producao
de IgA e pela expressao das citocinas IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-17, IFN-y, TGF-B
e TNF-o. Todos os dextranos estimularam um aumento significativo na producéao de
IgA. Os animais que receberam dextrano 1P3 apresentaram producao reduzida de
IL-10 e TGF-B, enquanto os que receberam dextrano 10P2 tiveram a expressdo de
TNF-a aumentada.

Palavras-chave: Graos de Kefir, Lactobacilos, Exopolissacarideo, Imunomodulacao.
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ABSTRACT

Kefir grains are characterized as an exopolysaccharide matrix, where a symbiotic
community of bacteria and yeast are firmly embedded. The beverage is obtained by
fermentation of the microorganisms, which compose the grains, in several possible
types of growth medium, highlighting cow milk and aqueous solutions of sucrose.
Exopolysaccharide can present one or more types of monosaccharide residues, so
that homopolysaccharide  synthesis involves only one gene while
heteropolysaccharide synthesis involves several genes. These molecules present
numerous biotechnology applications even in industry as in biomedical area. In this
present work, it was performed identification of exopolysaccharide-producing
lactobacilli strains, molecular characterization of the genes of the enzymes involved
in the polymerization of glycidic residues, as well as structural characterization and
evaluation of immunomodulatory capacity of these biopolymers. Among 53 isolated
lactobacilli strains from kefir grains which were utilized, 16 were considered
exopolysaccharide-producing strains when cultivated in MRS medium containing
sucrose. Nucleotide sequences of the glucosyltransferases from L. kefiranofaciens
1P3, L. satsumensis 10P and 10P2 and L. parafarraginis 12P presented high
indentity among them and identity of 74-75% with a sequence from the GenBank
regarding to same enzyme of a L. hilgardii strain which also were isolated from kefir
grains. The five exopolysaccharides which were characterized structurally presented
only glucose in their polymeric chain and bound a(1,6) e a(1,4) in the proportions 92
and 8% respectively, being identified as dextrans (1P3, 10P, 10P2, 12P e 19U) and
their molecular weight were greater than 500 KDa. To evaluate the
immunomodulatory capacity of the exopolysaccharides, mice treated with dextrans
1P3, 10P and 10P2 were compared with mice treated with saline. Their
immunomodulatory effects under small intestine of the animals were evaluated by IgA
production and by expression of the cytokines IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-17, IFN-
v, TGF-B and TNF-a. All dextrans stimulated an increase significant in the production
of IgA. Animals which received dextran 1P3 presented reduced production of IL-10
and TGF-B, whereas those which received dextran 10P2 had the expression of TNF-

o increased.

Keywords: Kefir, Lactobacilli, Exopolysaccharide, Dextran, immunomodulation.
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1 INTRODUGAO

1.1 Graos de Kefir

Os graos de Kefir sdo constituidos por uma matriz polissacaridica, onde
bactérias e leveduras se encontram firmemente envolvidas. Esta matriz, composta
principalmente por exopolissacarideos produzidos por algumas cepas, retém um
balanco relativamente estavel e constante de microrganismos. Todo o conjunto que
caracteriza o grao (bactérias, leveduras e a trama polimérica) tem sido descrito como
uma comunidade que coexiste numa relacéo de simbiose (YUKSEKDAG; BEYATH;
ASLIM, 2004).

Kefir € uma bebida obtida a partir da fermentacdo conduzida pelos
microrganismos constituintes do grédo nos mais variados tipos de meio em que estes
podem ser cultivados como leite de diferentes espécies, soro de queijo, leite de soja,
de arroz, de coco, sucos de frutas, solugcdo aquosa de sacarose, de melaco, de
cacau, entre outros. Na figura 1 estdo ilustrados os dois tipos de graos mais
comumente utilizados: os cultivados em leite bovino e em agua com agucar
(sacarose) (MAGALHAES et al., 2011; PUERARI; MAGALHAES; SCHWAN, 2012).

Figura 1 - Imagens de dois tipos de gréos de Kefir. Um cultivado em leite bovino
(A) e outro em agua com acucar (B). Fonte: Ebay, 2013.



19

Nos grédos de Kefir € encontrada uma diversidade microbiana bastante
elevada e estes apresentam grande heterogeneidade entre si, dependendo da
origem dos graos e dos diferentes métodos de cultivo. Os principais representantes
sdo bactérias acido-laticas do género Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Streptococcus e Enterococcus, bactérias acido-acéticas do género Acetobacter e
leveduras do género Saccharomyces, Kluyveromyces e Candida (GARROTE;
ABRAHAM; ANTONI, 2002; LOPITZ-OTSOA et al., 2006).

O sabor e aroma unicos de cada tipo de Kefir sdo resultado da atividade
metabdlica dos microrganismos que compdem os graos, destacando a fermentacao
latica e outros tipos de fermentagcdo com menores propor¢gdes, como a fermentagcéao
alcodlica. Desta forma, a bebida pronta para o consumo possui acido latico, diéxido
de carbono, alcool etilico, acidos acético, férmico, succinico e propiénico, diferentes
aldeidos como acetaldeido e propionaldeido, tracos de alcool isoamilico, acetona e
outros (GUVEN; GUVEN; GULMEZ, 2003).

Segundo Fontan et al. (2006), a producao industrial de Kefir € um processo
muito complexo devido a dificuldade de manter a estabilidade da composicao
microbiana nos graos ao longo do tempo. Nao obstante, o Kefir é bastante explorado
industrialmente em determinadas regides, especialmente no leste europeu. Na
Russia, por exemplo, o Kefir de leite bovino é fabricado por inUmeras industrias
lacteas como a Danone (“Activia Kefir’ e “Danone Kefir’), a Samaralakto (“Bio
Balance”, “Prostokvashino” e “Dr. Brandt”), a Ufamolagroprom (Veselyi molochnik) e
a Lianozovo (“Domik v derevne”) (ENIKEEV, 2012).

Os graos de Kefir cultivados em leite tiveram sua origem na regidao do
Céaucaso, que atualmente compreende os territoérios da Gedrgia, Arménia, Azerbaijao
e parte da Russia. Estes graos caracterizam-se por serem particulas brancas ou
amareladas, opacas, semelhantes a uma pipoca ou couve-flor, de tamanho irregular,
variando desde alguns milimetros até entre 2-3 cm de didmetro. Sua matriz
polissacaridica €& composta por um biopolimero que contém quantidades
aproximadamente equimolares de residuos de D-glicose e D-galactose denominado
Kefirano e descrito primeiramente por Kooiman em 1968. Varios representantes do
género Lactobacillus sao descritos como produtores deste biopolimero como L.
kefiri, L. parakefiri, L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, L. kefiranofaciens
subsp. kefirgranum, dentre outros (BARAN, 2002; MICHELI et al., 1999).



20

Por sua vez, os graos de Kefir cultivados em dgua com agucar ndo possuem
ainda uma origem bem estabelecida, todavia a ideia de existir multiplas origens
parece ser a mais plausivel. IniUmeros sistemas simbiontes semelhantes entre si ja
foram descritos, como “graos de Kefir de agua” (ou “graos de Kefir de acucar”),
“tibicos”, ou “tibi”, “graos de cerveja de gengibre”, “abelhas Californianas”, “abelhas
Africanas”, “Ale Nuts”, “balsamo de Gilead”, “bebées” e “grdos japoneses de
cerveja’. A primeira descricdo cientifica foi dos “grdos de cerveja de gengibre”,
publicada por Ward (1892), os quais possuem grande notoriedade na Inglaterra por
terem sido utilizados por soldados britanicos na Guerra da Criméia em 1855. No
mesmo periodo, Lutz (1899) descreveu os grdos denominados “tibi”, que sao
originarios do México e foram inicialmente retirados de folhas de Opuntia, um género
de cactos muito comum na regido (HORISBERGER, 1969; WALDHERR et al.,
2010).

Ao comparar os graos de Kefir de 4gua com os de leite, muitas semelhancas
sao observadas. Entretanto os graos cultivados em agua com sacarose, na presenca
ou nao de frutas (geralmente figo e limao), sdo particulas translicidas e nao opacas,
sua cor varia dependendo do tipo de acucar utilizado, por exemplo, com agucar
mascavo 0s graos apresentam coloragdo marrom. Além disso, sua matriz
exopolissacaridica € constituida principalmente por dextrano, um homo-
polissacarideo bem menos complexo que o Kefirano, contendo apenas residuos de
D-glicose. Seus principais produtores sao L. brevis e L. hilgardii (HORISBERGER,
1969; WALDHERR et al., 2010).

1.2 Lactobacilos

O género Lactobacillus constitui-se um grupo heterogéneo de bactérias que
compreende 185 espécies e 28 subespécies. De acordo com o Delineamento
Taxon6mico dos Procariotos (GARRITY et al., 2004), o género pertence ao filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae. Ocupam
diversos habitats como solo, vegetais e agua; trato respiratério, gastrointestinal e
urogenital de humanos e animais; e alimentos, especialmente iogurtes, bebidas
fermentadas, queijos, carnes e outros (EUZEBY, 2013; FELIS; DELLAGLIO, 2007).
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Caracterizam-se morfologicamente como bastonetes ou cocobacilos e
pertencem ao grupo das bactérias do acido latico (BAL), juntamente com mais 10
géneros (Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella). Os
integrantes deste grupo, ainda que bastante diverso, compartilham algumas
caracteristicas comuns: sdo microrganismos imoveis, Gram-positivo, ndo produtores
de catalase, anaerdbios facultativos, apresentam uma porcentagem de G+C no
genoma inferior a 54% e, em especial, produzem acido latico como principal
subproduto da fermentacao de acgucares e alcoois superiores, caracteristica esta que
rendeu o nome de BAL ao grupo (STILES; HOLZAPFEL, 1997).

Podem ser subdivididos quanto ao tipo de fermentacdo realizada: (i)
Lactobacilos homofermentadores obrigatérios, que fermentam apenas hexoses,
formando principalmente lactato (>85%) pela via de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), a via mais comum de glicdlise; (ii) Lactobacilos heterofermentadores
obrigatérios, que fermentam tanto hexoses quanto pentoses pela via das pentoses
fosfato, gerando lactato, etanol (ou acido acético) e didxido de carbono em
quantidades equimolares; e (iii) Lactobacilos heterofermentadores facultativos, que
fermentam hexoses pela via de EMP e pentoses pela via das pentoses fosfato,
sendo esta via inativada em presenca de hexoses (HAMMES; VOGEL, 1995).

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus desempenham um papel
crucial na producdo de alimentos como vegetais, carnes e em particular os leites
fermentados, que constituem o principal veiculo de cepas probibticas. Durante a
ultima década os efeitos benéficos destes microrganismos, como prevengéo, alivio
ou cura de desordens intestinais causadas por intolerancia a lactose, alergia
alimentar, diarreia, doencas intestinais inflamatérias e constipacées vem sendo cada
vez mais compreendidos. Em consequéncia, o consumo de probidticos como
promotores de saude tem deixado de ser anedotal e tem sido baseado em rigorosos
estudos clinicos utilizando cepas bem caracterizadas (ALANDER et al., 1999;
BERNARDEAU et al., 2008).

A utilizacdo de técnicas moleculares constitui-se uma ferramenta muito
importante para a identificagdo e caracterizacdo de lactobacilos. Estudos
filogenéticos e de diversidade entre procariotos baseado em sequéncias do gene
16S rRNA se iniciaram ha mais de 40 anos. Estes genes ribossémicos apresentam
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sequéncias extremamente conservadas, sendo funcionalmente e evolutivamente
homélogos para todos os seres vivos, uma vez que sdo fundamentais para a
maquinaria de sintese proteica, ndo sofrem transferéncia lateral e, além disso,
contém fragmentos com variabilidade suficiente para a diferenciacdo em nivel de
género e em alguns casos de espécie (PONTES et al., 2007).

Entretanto, dependendo da proximidade filogenética entre as espécies,
apenas a identificacdo baseada no gene 16S rRNA nao é suficiente para sua
distincdo. A molécula de rRNA, por ser altamente conservada, € lenta para se
modificar ao longo da evolucao das espécies, ndo sendo capaz de revelar diferencas
significativas entre espécies que divergiram recentemente como L. plantarum, L.
paraplantarum e L. pentosus ou L. casei, L. rhamnosus e L. zeae (FELIS;
DELLAGLIO, 2007).

Diversos métodos podem ser empregados em conjunto para aumentar o
poder discriminatorio na identificagdo de microrganismos como a hibridizagdo DNA-
DNA, o sequenciamento de genes codificadores de proteinas e alguns parametros
taxonémicos especificos para as BAL como o contetudo de G+C, tipo de isbmero da
molécula de acido latico produzido e composicdo de peptideoglicano da parede
celular. Um método que vem sendo bastante empregado e que é considerado
menos laborioso, sdo os que utilizam técnicas de DNA fingerprinting baseadas na
reacdo da cadeia da polimerase (PCR), como a amplificacdo de elementos
repetitivos do DNA bacteriano (rep-PCR), destacando a (GTG)s-PCR. Esta técnica
caracteriza-se como uma reacao de PCR que gera um padrdo de bandas de alta
complexidade, sendo rapida e reprodutivel para a distingdo de espécies,
subespécies e até linhagens de Lactobacillus (FELIS; DELLAGLIO, 2007; GEVERS;
HUYS; SWINGS, 2001).

1.3 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) sao polimeros extracelulares constituidos de
centenas ou milhares de residuos de monossacarideos que podem ser produzidos
por bactérias, leveduras, fungos e algas e proporcionam aos organismos produtores
protecdo contra ambientes adversos. Na maioria dos casos contribuem contra

dessecacao celular, estresse osmdtico, fagocitose, presenca de antibidticos ou
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componentes tdxicos, ataques de fagos e predacdo por protozoarios. Em
organismos unicelulares os EPS proporcionam aderéncia intercelular e entre célula-
superficie, constituindo-se um dos principais componentes do biofilme de colénias
microbianas (SAVADOGO et al., 2004).

Estes polimeros de elevada massa molecular sdo amplamente explorados
industrialmente, sobretudo nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica, devido
a suas propriedades como emulsificacdo, estabilizagdo, floculagdo, controle de
cristalizacao, inibicdo de sinérese (liberacao de agua de um sistema), encapsulacao,
formacao de filme, remogao de metais pesados e outros. Os principais biopolimeros
utilizados sao os de plantas (pectina, amido), de algas (alginato, carragena) e
hidrocol6ides proteicos de animais (gelatina, caseina), bem como os microbianos
(dextranos, gomas xantana, gelana, curdlana) (VUYST; DEGEEST, 1999; WANG et
al., 2008).

Os Lactobacillus nao sao produtores de grandes quantidades de EPS se
comparado com plantas, algas e algumas bactérias como a bactéria fitopatogéncia
Xanthomonas campestris, produtora da goma xantana, que a cada ano mais de
20.000 toneladas sdo comercializadas, sendo usada especialmente como
espessante. Contudo, seu uso tem sido cada vez mais incentivado em alimentos e
em medicamentos, uma vez que possuem o status de seguras: Generally
Recognized as Safe (GRAS), o que facilita sua aprovacao para o consumo por parte
dos o6rgaos sanitarios. Além disso, a diversidade existente entre os EPS de
lactobacilos constitui-se um caminho em potencial para mais inovac¢des envolvendo
estas moléculas (BADEL; BERNARDI; MICHAUD, 2011).

Em geral, as moléculas de EPS produzidas por BAL sao subdivididas em dois
grupos: (1) homopolissacarideos, que possuem 4 subgrupos: (i) a-D-glicanos como
dextranos, mutanos, reuteranos e alternanos; (ii) B-D-glicanos, constituidos por
residuos do anémero B da D-glicose, unidos sobretudo por ligacbes glicosidicas
B(1,3) com ramificagdes B(1,2); (iii) B-D-frutanos que incluem principalmente: levanos
(ligacdes glicosidicas B-2,1) e inulinas (ligacdes glicosidicas [-2,1) contendo
residuos de B-D-frutofuranose; e (iv) outros, como os poligalactanos, compostos por
unidades de repeticdo idénticas com diferentes ligagdes glicosidicas; e (2)
heteropolissacarideos, compostos por unidades de repeticées contendo mais de um
tipo de residuos de agucar (MALIK et al., 2009; VUYST, DEGEEST, 1999).
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1.3.1 Dextranos

Sao biossintetizados pela agcdo de apenas uma enzima. Estas enzimas,
denominadas glicosiltransferase, sdo exportadas para o meio extracelular pelo
microrganismo produtor e em presenca de sacarose no meio, realizam a
polimerizacdo de residuos de glicose. Podem ser produzidos por diferentes
microrganismos, sobretudo por BAL, sdo classificados como homopolissacarideos
porque sua cadeia polimérica é constituida somente por residuos de D-glicose, os
quais sao ligados, majoritariamente, por ligacées glicosidicas a(1,6) (MONCHOIS;
WILLEMOT; MONSAN, 1999).

Os dextranos produzidos por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F
foram os primeiros biopolimeros a serem utilizados industrialmente em 1948 e
muitas aplicacées sao atribuidas a estas moléculas. Sao utilizados como matéria-
prima na fabricacdo de peneiras moleculares, constituindo o recheio de colunas
cromatograficas de permeacdo em gel, como as colunas Sephadex, Sepharose,
Sephacyl, dentre outras. Na pratica clinica, sao utilizados como substituto do plasma
sanguineo e facilitador do fluxo de sangue como os dextranos de massa molecular
70 e 40 KDa (BELDER, 2003).

Os dextranos em solugédo de NaCl (7% v/v) foram descritos por apresentarem
efeito anti-inflamatério (RIZOLI et al., 2006). Alguns dextranos quimicamente
modificados como sulfato de dextrano, dietilaminoetil dextrano (DEAE-dextrano) e
dextrano acetilado (Ac-DEX) também apresentam efeitos na resposta imune, sendo
bastante utilizados como adjuvante imune de vacinas (PETROVSKY; COOPER,
2011). Por outro lado, os dextrano sulfato de sdédio (DSS) induzem in vivo graves
inflamacgdes no colon pela formacado de nano-lipocomplexos entre esta molécula e
acidos graxos de cadeia média, em particular no célon distal e sdo amplamente
utilizados para induzir colite em modelos animais (LAROUI et al., 2012).

1.3.2 Kefirano
O Kefirano é um heteropolissacarideo extracelular muito importante para a

formacao dos graos de Kefir de leite. Possui 21 unidades de repeticdo
hexassacaridica, que consiste de um oligossacarideo contendo 3 residuos de D-
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glicopiranose e 3 de D-galactopiranose que se repete ao longo da cadeia polimérica
desta molécula (Figura 3) (KOOIMAN, 1968; MAEDA et al., 2004).

Diferente dos dextranos que sédo polimerizados por acdo de apenas uma
enzima, a biossintese dos heteropolissacarideos se inicia no citoplasma bacteriano
onde suas unidades de repeticdo sdo formadas a partir de nucleotideos de agucar
como a glicose uridina difosfato (UDP-glicose) e a galactose uridina difosfato (UDP-
galactose) permanecendo ligadas a membrana plasmatica. Na etapa seguinte estas
unidades de repeticdo sdo expostas para o meio extracelular ainda ligadas a
membrana, sdo polimerizadas e s6 entdo sdo secretadas para o meio extracelular.
Lamothe et al. (2002) estudaram a biossintese de um EPS de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e concluiram que um grupo de 14 genes localizados cromossomicamente,

sao os responsaveis pela producao e secrecao destes heteropolissacarideos.
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Figura 2 - Estrutura quimica do kefirano. D-Glcp: radical D-glicopiranosil; D-Galp:
radical D-galactopiranosil. Fonte: adaptado de Kooiman (1968) e Micheli et al.
(1999).
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Diversos trabalhos tem mostrado que o Kefirano € uma molécula com grande
potencial tecnolégico e de promocgédo da saude. Em solugédo, formam filmes com
comportamento pseudoplastico de alta elasticidade e resisténcia a tracdo
(PIERMARIA et al.,, 2009), além de apresentar uma melhor capacidade de
emulsificacdo do que a goma xantana (WANG et al., 2008). O Kefirano ainda
apresenta atividade antitumoral (SHIOMI et al., 1982), atividade antimicrobiana
(RODRIGUES et al., 2005), reduz os niveis séricos de colesterol e triglicérides
(MAEDA et al, 2004), protege de efeitos citopaticos causados por Bacillus cereus
(MEDRANO et al., 2009), suprime a ativacdo de mastdcitos induzidos por antigeno
(FURUNO; NAKANISHI, 2012), possui efeito na imunidade de mucosa do trato
gastrointestinal (VINDEROLA et al., 2006; MEDRANO et al.,, 2011) dentre outras
aplicacoes.

1.3.3 Oligossacarideos

Sao carboidratos de cadeia curta que estdo presentes em abundancia na
natureza. Apresentam inumeras propriedades sendo utilizados como nutracéuticos,
estimuladores imunolégicos e principalmente como prebiéticos. Um prebiético é
definido como um ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente seu
hospedeiro humano ou animal por estimular seletivamente o crescimento e/ou a
atividade de populagbes bacterianas benéficas a saude, como bactérias do género
Lactobacillus e Bifidobacterium, no trato gastrointestinal (GIBSON e RASTAL, 2006).

Atualmente mais de 20 tipos de oligossacarideos ja foram descritos com
atividade prebiotica, destacando os fruto- (FOS), os isomalto- (IMO), os galacto-
(GOS) e os xilo-oligossacarideos (XOS). Sua obtencao pode ser por diversas
maneiras desde reacdes quimicas como isomerizagao e transgalactosilacao até
producdo enzimatica e hidrélise de polissacarideos (BADEL, BERNARDI e
MICHAUD, 2011; GIBSON; RASTAL, 2006).

As BAL sao fonte de oligossacarideos através de 3 maneiras: (i) obtencao
pelo cultivo bacteriano, como a extracao do FOS extracelular produzido por L. reuteri
121 (VAN HIJUM et al., 2002); (ii) sintese enzimatica em presenca de aceptores

eficientes como a gentiobiose (COTE, 2009); (iii) hidrolise controlada de
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polissacarideos utilizando enzimas como as glicosil-hidrolases (E.C.3.1.y) e as liases
(E.C. 4.2.2.y) (BADEL; BERNARDI; MICHAUD, 2011).

1.4 Glicosiltransferases

As glicosiltransferases (GTF), também denominadas de glicano-sacarases
sdo enzimas extracelulares produzidas principalmente por algumas BAL. Séao
pertencentes a familia 70 das glicosil hidrolases e consideradas do grupo
E.C.2.4.x.y. (CAZY, 2013). A partir da sacarose, catalisam a polimerizacdo de
residuos de D-glicose de elevada massa molecular, conhecidos como glicanos,
entretanto quando bons aceptores de elétrons, como a maltose, sdo adicionados ao
meio de reagado, estas enzimas catalisam a sintese de oligossacarideos
(MONCHOIS; WILLEMOT; MONSAN, 1999).

Diferentes tipos de glicanos sao sintetizados dependendo da enzima
produzida pelas cepas bacterianas. Estas moléculas podem variar segundo os tipos
e as proporcoes de ligacdes glicosidicas que unem os residuos de D-glicose e
segundo a massa molecular. Em geral, elas apresentam uma cadeia principal linear,
como os dextranos, os mutanos e os reuteranos que possuem alta proporgao de
ligacéo glicosidica a(1,6), a(1,3) e a(1,4) respectivamente, além dos alternanos, que
possuem ligacdes glicosidicas a(1,3) e a(1,6) em proporcoes semelhantes. Além
disso, podem apresentar diferentes ligacoes glicosidicas de ramificacdo como a(1,2),
a(1,3), a(1,4) e a(1,6) e em diferentes propor¢des (MONCHOIS; WILLEMOT;
MONSAN, 1999).

Outro grupo de enzimas pertencente a das glicosil hidrolases (familia 68) e do
grupo E.C.2.4.x.y. sdo o das frutosiltransferases (FTF) ou frutano-sacarases, que
também utilizam a sacarose para a formacao de polimeros, neste caso porém, estas
moléculas sao constituidas de residuos de D-frutose (frutanos). Uma particularidade
interessante é que a rafinose (galactose-glicose-frutose) ndo é substrato para as
GTG, somente para as FTF. Portanto, glicanos ndo sao polimerizados a partir deste
trissacarideo, apenas frutanos (CAZY, 2013; MALIK et al., 2009).

As glicosil hidrolases sdo enzimas que sintetizam apenas um tipo especifico
de polissacarideo, e, por serem altamente especificas sao frequentemente
chamadas pelo nome do polimero produzido precedido do termo sacarase, como as
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dextrano-sacarases (E.C.2.4.1.5), as alternano-sacarases (E.C.2.4.1.140), as
levano-sacarases (E.C.2.4.1.10) e as inulo-sacarases (E.C.2.4.1.9) que produzem

dextrano, alternano e os frutanos levano e inulina, respectivamente (CAZY, 2013).

1.4.1 Gene gif

Os estudos de isolamento e caracterizacdo do gene codificador das
glicosiltransferases se iniciaram na década de 80 com o objetivo de desenvolver
vacinas contra a céarie dental. Estas enzimas produzidas por bactérias do género
Streptococcus como as de Streptococcus mutans e sobrinus desempenham um
importante papel no processo de cariogénese dental, uma vez que 0s glicanos
produzidos pelas mesmas protegem e aumentam a adesido para a colonizacao
destas bactérias cariogénicas (MONCHOIS; WILLEMOT; MONSAN, 1999).

Desta forma, ha mais de trés décadas estes genes vem sendo estudados e ja
foram isolados e sequenciados mais de 30 genes gtf, sendo observado que as GTF
de BAL estdo intimamente relacionadas e compartiiham algumas regides em
comum, constituindo 4 regides: (i) uma extremidade N-terminal com um peptideo
sinal de 32 a 34 aminoacidos, que sinaliza o destino destas enzimas para o exterior
da célula, seguido de (ii) uma parte altamente variavel de 123 a 129 aa, (iii) uma
regiao central altamente conservada de aproximadamente 1000 aa, que € o sitio
catalitico da enzima, na qual a sacarose é clivada e (iv) uma extremidade C-terminal
de cerca de 500 aa, composta de uma série de repeticoes em tandem, constituindo
a regiao de ligacao do glicano em formacao (KRALJ et al., 2005).

1.4.2 Mecanismo de acao catalitica

Duas reacdes sao de fundamental importancia na biossintese dos glicanos: a
formacgdo da cadeia principal a introducao de ramificacdes nesta cadeia. Em ambos
os tipos de reacdo, a energia necessaria para a unidao dos residuos de D-
glicopiranosil advém da quebra da sacarose (MONCHOIS; WILLEMOT; MONSAN,
1999).

O modo de acao das dextrano-sacarases foi estudado por muitos anos e
diversos mecanismos ja foram propostos. Entretanto, Robyt, Kimble e Walseth
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(1974) demonstraram que o dextrano em formacao se mantinha ligado a enzima por
ligacOes covalentes e que a biossintese ocorria pela extremidade redutora. Portanto
0 mecanismo de biossintese sera explicado utilizando o esquema representado pela
Figura 2:

A sacarose presente no meio extracelular induz uma mudanca na
conformacéo proteica da enzima, ativando seu sitio catalitico, que é composto por
dois dominios (I). Numa primeira etapa os dois dominios fazem um ataque
nucleofilico simultdneo a moléculas de sacarose, formando dois grupos glicosil que
permanecem ligados ao carbono 1 através de ligagdes covalentes (II). Na etapa
seguinte, a hidroxila do carbono 6 de um dos radicais glicosil, faz um ataque
nucleofilico ao carbono 1 do radical ligado no outro dominio, formando uma ligacao
a(1,6) (lll). O primeiro dominio € entao liberado para atacar mais uma molécula de
sacarose, formando um novo grupo glicosil (IV). Em seguida, a hidroxila do carbono
6 do novo grupo glicosil formado, faz um ataque ao carbono 1 do radical isomaltosil
formado na etapa anterior (V). Na presenca de sacarose o mecanismo se repete
continuamente com os dois dominios cataliticos se alternando em formar complexos
covalentes com a glicose e com a cadeia de dextrano em formagdo (ROBYT,
KIMBLE; WALSETH, 1974).

A liberacao do dextrano do sitio catalitico acontece quando este € deslocado
através da acao de aceptores como glicose ou frutose, que mesmo nao sendo
aceptores eficientes, em grandes concentracoes sao capazes de atuar nos dominios
enzimaticos, de tal forma que uma de suas hidroxilas faz um ataque nucleofilico ao
carbono 1 do radical dextranosil (MONCHOIS; WILLEMOT, MONSAN, 1999;
ROBYT; KIMBLE; WALSETH, 1974).
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Figura 3 - Representagdo do mecanismo de agao das dextrano-sacarases. Letra
“X” indica os dois dominios do sitio catalitico da enzima. Fonte: Adaptado de
Robyt, Kimble e Walseth (1974).

Este mesmo mecanismo de agao, ainda explica a formagao de oligodextranos
quando sdo adicionados no meio de reacao aceptores eficientes como a maltose,
isomaltose, celobiose, gentiobiose, lactose, dentre outros. Estes dissacarideos,
mesmo em concentragdes baixas, sdo capazes de deslocar rapidamente a molécula
de dextrano em crescimento, ndo permitindo que polissacarideos de alta massa
molecular sejam polimerizados (COTE, 2009; MONCHOIS; WILLEMOT;: MONSAN,
1999; PATEL; MAJUMDER; GOYAL, 2011).

Ja as ramificacbes sdo formadas quando um dextrano faz o papel de
molécula aceptora. Portanto, ligagdes a(1,4), a(1,3) ou a(1,2) sdo formadas quando

uma das hidroxilas do carbono 4, 3 ou 2 de um dextrano ja formado desloca um
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radical dextranosil ligado a enzima através de um ataque nucleofilico ao seu carbono
1. A ligacao covalente com a enzima é entdo rompida e as cadeias principais de dois
dextranos sao unidas por uma das trés ligacdes glicosidicas possiveis, formando a
ramificacdo (ROBYT, TANIGUCHI, 1976).

1.5 Modulagéo do sistema imune por polissacarideos

Com os avangos no entendimento de como funciona a sinalizagao celular,
estratégias para manipular estas vias de comunicagéo tém sido desenvolvidas com o
objetivo de influenciar as respostas imunolédgicas nos organismos. Muitos compostos
apresentam a capacidade de interagir com o sistema imune, regulando negativa ou
positivamente aspectos especificos deste sistema no hospedeiro. Estes compostos
sdao classificados como modificadores da resposta biolégica (MRB) ou
imunomoduladores. Muitas moléculas apresentam a capacidade de serem MRB
como polissacarideos, proteinas, peptideos, glicoproteinas, lipopolissacarideos,
derivados de lipidios dentre outros (TZIANABOS, 2000).

Em geral os polissacarideos sdo considerados antigenos independentes de
células T, os quais nao induzem respostas imunes mediadas por células,
promovendo uma resposta humoral com inducdo de imunoglobulinas de baixa
afinidade como IgA e IgM. Entretanto, alguns polissacarideos de origem microbiana
também ja foram descritos como indutores da atividade de células T e de células
apresentadoras de antigenos como o0s mondcitos e os macréfagos. Diversos
resultados ainda sao conflitantes no que diz respeito a imunomodulacdo de
polissacarideos uma vez que ndo existem muitos trabalhos que abordem os
mecanismos de imunomodulacao e a relacao estrutura-funcdo destes biopolimeros
(PORPORATTO; BIANCO; CORREA, 2006; TZIANABOS, 2000).

Muitos polissacarideos sao descritos por apresentarem propriedades
imunomoduladoras. Alguns exemplos especificos merecem ser citados por terem
sido os primeiros que tiveram estas propriedades comprovadas (TZIANABQOS, 2000).

Polissacarideos zwiteronicos presentes na superficie celular de algumas
bactérias patogénicas como Bacteroides fragilis, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae induzem in vitro uma forte resposta de células T CD4"

dependente de MHC classe Il. Estes polimeros apresentam em sua cadeia
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polimérica alguns substituintes de carga positiva (como grupos amina) e de carga
negativa (como grupos fosfato e carboxila) que sdo descritos como 0s principais
responsaveis pelo seu efeito imunomodulador (KALKA-MOLL et al., 2002).

Glicanos B(1,3) encontrados abundantemente na parede celular de bactérias,
leveduras e fungos s&o considerados potentes imunomoduladores com efeitos tanto
na imunidade inata quanto na adaptativa. Estes homopolissacarideos sao
reconhecidos pelos receptores dectina-1 expressos por macréfagos, neutréfilos e
células dendriticas, desencadeando uma resposta imune inata com liberagcdo de
citocinas como IL-12, IL-6, TNF-o e IL-10. Por outro lado, os glicanos (1,3) também
sao polissacarideos zwiterbnicos e desta forma possuem a capacidade de
desencadear resposta imune adaptativa pela ativagdo de células T CD4" (CHAN;
CHAN; SZE, 2009).

Mananas que sao polimeros constituidos por residuos de D-manose
apresentam atividade imunossupressora. De acordo com Garner et al. (1990),
mananas produzidas por Candida albicans induzem a producado de citocinas como
IL-4, IL-12p40, IL-10 e IFN-y que estdo envolvidas no processo de regulacao
negativa de células T CD8" e que por sua vez promovem a supressao da resposta

imunolégica.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os exopolissacarideos bacterianos sdo produzidos tanto por Archebacteria
quanto por Eubacteria com a finalidade de proporcionar aos organismos produtores
aderéncia e protecdo contra ambientes adversos. Sao classificados como homo ou
heteropolissacarideos, a biossintese dos homopolimeros envolve apenas um gene
enquanto a dos heteropolimeros envolve varios genes.

Os graos de Kefir constituem uma fonte em potencial de microrganismos
produtores de exopolissacarideos e sao utilizados para a producdao de Kefir ha
séculos que, por sua vez, € considerado como o iogurte do século XX| devido aos
beneficios proporcionados a saude humana pela ingestdo do mesmo. Apresentam
uma grande diversidade microbiana, destacando a presenca de bactérias do género
Lactobacillus, que sao descritas como o principal género responsavel pela formacgao
da matriz exopolissacaridica em graos de Kefir cultivados em leite e em agua com
acucar.

Um grande volume de pesquisas tem sido realizado nos ultimos anos sobre
exopolissacarideos produzidos por bactérias do &acido lactico, devido as suas
inumeras propriedades fisico-quimicas e biolégicas e ainda pelo fato dos mesmos
serem produzidos por organismos reconhecidamente seguros para a saude
(Generally Recognized As Safe). Dentre suas aplicagdes, se destaca a capacidade
que alguns exopolissacarideos produzidos por bactérias e leveduras apresentam de
modular a resposta imune.

Diante disto, se faz de extrema importancia a triagem de microrganismos
produtores de exopolissacarideo bem como a caracterizagdo estrutural destas
biopolimeros para a compreensao e otimizacado dos mecanismos responsaveis pelas

suas propriedades.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar as estruturas dos exopolissacarideos produzidos por lactobacilos
isolados de graos de Kefir, realizar a identificacdo molecular do gene das enzimas
responsaveis pela formacdo destes biopolimeros e avaliar a capacidade

imunomodulatéria dos mesmos.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram: (A) identificar os lactobacilos produtores de
EPS em meio de cultivo com diferentes tipos de carboidrato; (B) amplificar por PCR
e sequenciar a regiao correspondente ao sitio catalitico nos genes gtf dos isolados
produtores de EPS para caracterizagdo do gene das glicosiliransferases; (C)
determinar a pureza e a estrutura polissacaridica dos EPS extraidos; (D) determinar
o efeito da ingestdo dos EPS sobre a capacidade de produc¢do de imunoglobulinas
do tipo A (IgA) e sobre a expressao relativa do mRNA das citocinas IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12p40, IL-17, IFN-y, TGF- e TNF-a no intestino delgado de camundongos

convencionais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia dos lactobacilos

Foram utilizados para a realizacdo do presente trabalho 52 bactérias do
género Lactobacillus, que foram previamente isoladas e identificadas por Zanirati et
al. (2012). Estes isolados sao provenientes de graos de Kefir cultivados em agua
com agucar mascavo ou em leite, que foram coletados de diferentes localidades
brasileiras. Dos 52 lactobacilos, 7 foram isolados de Kefir de agua de Belo
Horizonte/MG, 6 de Kefir de agua de Curitiba/PR, 16 de Kefir de agua de
Salvador/BA, 7 de Kefir de agua de Vicosa/MG, 9 de Kefir de leite de Curitiba/PR, 2
de Kefir de leite de Divin6polis/MG e 5 de Kefir de leite de Salvador/BA.

4.2 Triagem dos isolados produtores de exopolissacarideo

Para a realizacdo do teste de produgcdo de EPS, os isolados, que estavam
estocados a -80°C em caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco) com glicerol
(30% v/v), foram reativados através de dois repiques em caldo MRS a partir de um
indculo de 2% (v/v). O crescimento foi realizado em anaerobiose por 18h a 37 °C.

Apbs a reativagdo, os lactobacilos foram plagueados em triplicata por
estriamento composto em agar MRS contendo 2% de glicose segundo De Man,
Rogosa e Sharpe (1968) e em 3 diferentes tipos de agar MRS modificado: no
primeiro meio, denominado sMRS, a glicose foi substituida por 8% de sacarose
(Sigma-Aldrich) e nos outros dois meios a glicose foi substituida por 5% de rafinose
(Sigma-Aldrich) e 5% de lactose (Fluka Analytical), os quais foram denominados
rMRS e IMRS respectivamente. As placas foram incubadas em anaerobiose por 48 h
a 37°C.
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4.3 Procedimentos moleculares

4.3.1 Extracdo do DNA gen6mico

O DNA foi extraido dos isolados crescidos por 18 horas em 10 mL de meio
MRS usando o kit Wizard Genomic DNA purification (Promega). No entanto, as
bactérias foram submetidas a um pré-tratamento antes da extragdo, no qual as
células bacterianas foram separadas do meio de cultura por centrifugacao, lavadas
com 1 mL de agua deionizada e ressuspendidas em 1 mL de LiCl 5M sob agitacao
por uma hora a temperatura ambiente. Depois disto, foi realizada outra
centrifugacao, seguida do descarte do sobrenadante, lavagem com 1 mL de agua
deionizada, ressuspencao em tampao TES (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 10 mM de
EDTA e 25 mM de sacarose) contendo 10 mg/mL de lisozima (Sigma-Aldrich) e
incubagédo por uma hora a 37°C. Em seguida o DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific) e resolvido em gel de
agarose a 1% contendo brometo de etidio para a visualizagdo de bandas sob luz
ultravioleta (LUV).

4.3.2 Caracterizacao molecular do sitio catalitico do gene gtf

A amplificagdo da regiao codificadora do sitio catalitico nos genes gitf dos
lactobacilos produtores de EPS foi realizada utilizando iniciadores degenerados
elaborados por Kralj et al. (2002) com base na homologia de sequéncias da regiao
codificadora do sitio catalitico de diferentes genes gtf de BAL. O iniciador forward foi
denominado DegFor (5-GAYAAYWSNAAYCCNRYNGTNC-3’) e o reverse DegRev
(5°-ADRTCNCCRTARTANAVNYKNG-3’). A PCR foi entdo realizada com
aproximadamente 100 ng de DNA gendmico, 200 uM de dNTP, 4,5 mM de MgCl,, 3
UM de cada iniciador, 0,075 U/uL unidades de Taq DNA polimerase (Promega) e
tampao da reacdo (pH 8,5). O programa utilizado no termociclador (Applied
Biosystems) para a reacao foi: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por
30 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e por ultimo 1 ciclo de

72°C por 2 minutos.
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Em seguida, os produtos de PCR foram resolvidos em gel de agarose (1%) e
os amplicons dos isolados que apresentaram uma banda bem definida, sem
presenca de bandas inespecificas, foram escolhidos para serem sequenciados. Os
amplicons selecionados foram purificados com etanol 70% e EDTA 125 mM,
quantificados por espectrofotometria (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific) e
suas sequéncias de nucleotideo determinadas pelo método de Sanger et al. (1977)
utiizando o sequenciador automatico ABI 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystem) do Laboratério de Genética do Departamento de Zootecnia (Escola de
Veterinaria/UFMG).

4.3.3 (GTG)s-PCR

Esta técnica de DNA fingerprinting foi usada para distingcdo das linhagens dos
isolados produtores de EPS, identificados como sendo da mesma espécie de
lactobacilos e que foram provenientes de uma mesma amostra de Kefir. As
condicdes da PCR foram as seguintes: 100 ng de DNA gen6émico, 200 uM de dNTP,
1,5 mM de MgCly, 1 uM do oligonucleotideo 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3", 0,125
U/uL Tag DNA polimerase (Promega), 0,001% de gelatina e tampé&o de reagao (pH
8,5). Por fim, os ciclos da amplificacdo foram efetuados da seguinte forma: 1 ciclo de
94°C por 5 minutos, 30 ciclos subsequentes de 94°C por 1 minuto, 52°C por 1
minuto e 72°C por 3 minuto e finalmente 1 ciclo de 72°C por 10 minutos.

Para a visualizacdo dos padrdes de banda das diferentes regides
amplificadas no genoma, os produtos da PCR foram resolvidos em gel de

poliacrilamida (6%) e corados com nitrato de prata.
4.4 Producao e extracdo dos exopolissacarideos

Os lactobacilos selecionados foram reativados em caldo MRS e procedeu-se
a contagem de células viaveis por meio de diluicdo decimal seriada (10" até 107)
em salina estéril e plaqueamento das diluicdes 10°, 10° e 10”7 em duplicata em &gar
MRS, com incubacédo a 37°C por 48 horas em anaerobiose. Logo em seguida, as
mesmas culturas reativadas foram utilizadas para a producdo de EPS, transferindo-
as (através de inéculo de 1,5% v/v) para dois frascos Erlenmeyer contendo 200 mL
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de caldo sMRS e incubados em anaerobiose a 37°C por 48h. Decorrido este tempo,
as células foram retiradas por centrifugacao. Os EPS, presentes no sobrenadante,
foram extraidos por precipitacdo em 2 volumes de etanol (Synth, 95% v/v),
acondicionamento a -20°C por 12 horas e centrifugacao para descarte do meio de
cultura.

Para as analises de caracterizacdo estrutural, os pellets correspondentes a
200 mL de cultura foram ressuspendidos em agua Mili-Q, seguido de precipitacao
em etanol e centrifugagdo por mais duas vezes. Por fim, os EPS foram
ressuspendidos em agua Mili-Q pela terceira vez e liofilizados (Liotop K105).

Para determinar a quantidade de EPS produzido por cada isolado, os pellets
dos outros 200 mL de cultura foram secados a 37°C por 96 horas, sua massa foi
determinada e os resultados foram expressos em gramas de EPS produzido por litro
de caldo sMRS.

4.5 Caracterizacao estrutural dos exopolissacarideos

4.5.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os extratos de EPS liofilizados foram solubilizados em agua deuterada (D20)
e espectros unidirecionais de 'H (hidrogénio de massa atémica 1) foram adquiridos a
70°C em duplicata, utilizando um espectrometro (Bruker Advancer DRX) na
frequéncia base de 400 MHz. Este equipamento pertence ao Laboratério de
Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo do Departamento de Quimica
(LAREMAR/ICEX/UFMG).

Os deslocamentos quimicos () expressos em partes por milhdo (ppm) foram
determinados utilizando acetona (6 = 2,225) como padrao interno e a integracéo dos
sinais foi realizada para determinagéo da intensidade (area) das ligacdes.

4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Os dois tipos de andlises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo

(Shimadzu) composto por degaseificador (DGU-20A5), bomba (LC-20AT), médulo de
comunicagao (CBM-20A), forno de coluna (CTO-20A) e detector de indice de
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refracao (RID-10A) do Laboratério de Apoio da P6s-Graduacao, do Departamento de
Microbiologia (ICB/UFMG).

4.5.2.1 Determinacgao da constituicdo de monossacarideos nos exopolissacarideos

Os EPS liofilizados (cerca de 3 mg) foram submetidos a hidrélise acida por
adicao de 750 pL de solugéao de HCIO4 a 1,75 M e incubadas a 80°C em banho seco
(ThermoStat Plus, Eppendorf). Cada amostra foi hidrolisada em duplicata e em dois
tempos diferentes: 2 e 16 h. Para interrupcao da hidrélise, o acido foi neutralizado
pela adicdo de 250 pL de solugcao de KOH a 5 M. O precipitado correspondente ao
perclorato de potassio formado foi removido por centrifugacdo e o sobrenadante foi
filtrado em membrana 0,45 um antes de ser injetado no cromatégrafo.

Foram analisados os extratos hidrolisados bem como padrées de glicose,
frutose, arabinose e glicerol (Sigma-Aldrich). A composi¢do de monossacarideos foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando uma coluna de
troca ibnica (Supelcogel C-610H). A fase mével foi H,.SO4 a 50 mM com fluxo de 0,6

mL/min.

4.5.2.2 Determinacao da massa molecular

Foram utilizados além dos EPS liofilizados (cerca de 1 mg), 4 padrdes de
dextranos de peso molecular conhecido. Padrdo 1: Dextrano Sulfato de Soédio (MP
Biomedical) de 36-50 KDa; Padrao 2 e 3: Dextranos (Fluka Analytical) de 150 KDa e
410 KDa; Padrao 4: Dextrano sulfato (Sigma-Aldrich) de 500 KDa. Foi construida
uma curva de calibracdo com os tempos de retencdo (Rt) destes padrdoes e seus
pesos moleculares.

Para esta analise a coluna utilizada foi de gel filtracdo (Shodex KW-803) e a
fase movel foi NaNO3; a 0,1 M com fluxo de 1 mL/min. Amostras e padroes foram
solubilizados em solucao de NaNO3; a 0,1 M e filtradas em membrana 0,45 ym antes
das injecdes no cromatégrafo.
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4.6 Pureza dos extratos de exopolissacarideos

4.6.1 Quantificacdo de proteinas totais

A verificacdo de possiveis contaminantes proteicos nos EPS extraidos foi
realizada com o reagente Coomassie Blue Brilhante G-250, utilizando um kit de
quantificacao de proteinas totais (Sigma-Aldrich), que é baseado no método descrito
por Bradford (1976), o qual apresenta sensibilidade de 1 a 100 ug de proteina.

Para a construgéo da curva de calibracao, foi utilizado como padrao albumina
humana, nas concentragcdes de 25, 50, 100, 150, 210 e 300 pg/mL. As leituras foram

realizadas a 595 nm em espectrofotometro (Apel PD-303 UV).

4.6.2 Identificacdo de monossacarideos residuais

Os extratos foram ressuspendidos em agua Mili-Q e analisados pelo mesmo
tipo de cromatografia de troca ibnica descrita nesta segao (item 4.5.2.1).

4.7 Avaliagédo da capacidade imunomodulatéria dos exopolissacarideos

4.7.1 Animais

Foram utilizados camundongos convencionais (CV) da linhagem Swiss NIH,
com 23 a 27 dias de idade, de ambos os sexos. Os animais foram provenientes de
matrizes de camundongos isentos de germes (GF) que foram convencionalizadas
pela administracdo de diluicbes fecais de camundongos CV e propagadas em
condicoes de manejo de coldnias outbred.

Os animais foram mantidos em mini-isoladores Alesco (ALE.MIL.01.03) no
biotério NB2 do Departamento de Microbiologia ICB/UFMG com ciclo diurno/noturno
de 12 horas, onde receberam racdo comercial (Nuvilab CR1, Nuvital Nutriente) e
agua autoclavada ad libitum.

Esta dissertacdo compde um subprojeto de um projeto mais abrangente
intitulado: “Propriedades probiéticas de Kefir preparado com leite de vaca, leite de
soja ou agua com acucar mascavo de microrganismos isolados de graos de Kefir e
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de substancias produzidas por esses isolados” que foi encaminhado ao Comité de
Etica para Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMGQG) e aprovado com a referéncia 96/2011 em 11/05/2011.

4.7.2 Tratamentos

Os extratos de EPS foram solubilizados em salina tamponada com fosfato
(PBS, pH 7,4). Os camundongos do grupo teste (21 animais) receberam por
gavagem 100 mg de dextrano / Kg de peso corporal / dia (cerca de 100 yL) durante
7 dias. Os dextranos 1P3, 10P e 10P2, que nao apresentaram problemas de
sequenciamento do gene gitf ou de pureza dos extratos, foram administrados em 7
camundongos, compondo trés grupos teste. Por sua vez, os camundongos do grupo
controle (6 animais) receberam por gavagem o mesmo volume de salina (pH 7,4).

No sétimo dia todos os animais foram eutanasiados.
4.7.3 Determinacao do efeito dos exopolissacarideos na producéao de IgA

O intestino delgado dos animais foi dividido em trés partes de mesmo
tamanho correspondentes ao duodeno, jejuno e ileo. No terco final do intestino (ileo)
foi coletado um fragmento de aproximadamente 5 cm que foi aberto
longitudinalmente e esticado sobre papel de filtro. Esse material foi pré-fixado em
solucdo de Bouin, e enrolado em espiral, com a mucosa voltada para dentro, de
modo a formar um swiss roll (ARANTES e NOGUEIRA, 1997).

O material foi rotineiramente processado para inclusdo em parafina, e cortes
de secgbOes histologicas de 4 um de espessura foram obtidos. As éareas
correspondentes a presenca de imunoglobulinas do tipo A (IgA) foram marcadas em
cortes histolégicos através de ensaio de imunofluorescéncia direta. No primeiro dia
de preparo para marcagdao com IgA, as laminas contendo os cortes histolégicos
previamente obtidos foram incubadas a 60°C por 30 minutos, desparafinadas
através de trés imersdes por 30 minutos em xilol, hidratadas 3 vezes em solucdes de
etanol 90, 80 e 70% por 10 minutos, lavadas em 3 banhos de 5 minutos com PBS
diluido em 1:10, incubadas em camara umida com solug¢do de soro albumina a 2%

por 30 minutos e lavadas novamente por 3 vezes em banho de 5 minutos com PBS
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diluido. No segundo dia foi adicionado sobre as laminas secas, ao abrigo da luz e
por 30 minutos, o anticorpo anti-lgA de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (Sigma-Aldrich) na diluicdo 1:100 em PBS contendo 1% de soro
albumina. Em seguida foi realizado uma incubagdo em camara Umida a 37°C
durante 2 horas, trés lavagens de 5 minutos com PBS diluido e 30 pL de Hoechst
diluido em 1:10 com PBS foi adicionado em cada lamina. Foi realizada mais uma
incubagdo em camara Umida a temperatura ambiente por 10 minutos e outras duas
lavagens de 5 minutos com PBS diluido. Apéds isto, as laminas foram secas e
laminulas contendo uma gota do meio de montagem Prolong Gold (Invitrogen) foram
gentilmente colocadas sobre os cortes histolégicos. Por fim, procedeu-se a
observacao das laminas em microscépio (Olympus BX 51) com luz fluorescente. Em
média, 6 campos em objetiva de 10x foram suficientes para percorrer cada lamina.
As imagens foram capturadas utilizando uma microcamera (JVC TK-1270) acoplada
ao microscopio e as imagens foram importadas para o analisador de imagens KS
300 (software image analyzer, Kontron Elektronick GmbH) do Laboratério de
Morfometria do Departamento de Patologia geral (ICB/UFMG). O software calculou a
area marcada correspondente a IgA (area fluorescente) e a area total de tecido em
cada imagem. Foram expressos graficamente as médias e os desvios-padréo da
proporcéo (em %) da area marcada de IgA sobre a area total de ileo.

4.7.4 Extracdo de RNA total e producdo de cDNA a partir do intestino delgado dos

animais

Apébs a eutanasia dos animais, pedagos de 1-2 cm de comprimento das
por¢des inicial, medial e distal do intestino delgado foram coletados e armazenados
em RNA Later (Ambion) a -20°C. Os 3 pedacos de tecido foram triturados juntos e a
extracdo de RNA total foi realizada pelo reagente Trizol (Sigma-Aldrich) de acordo
com as recomendacodes do fabricante.

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria (Nanodrop 1000,
Thermo Fisher Scientific) e submetido a eletroforese em gel de agarose (1%).
Amostras com quantificagdo inferior a 200 ng/uL foram excluidas, foi avaliada a
pureza dos RNA extraidos pela relacdo das absorbancias em 260 e 280 nm
(A260/A280) e valores entre 1,7 a 2,1 foram os limites aceitaveis. Foi avaliada
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também a relacdo da intensidade das bandas correspondentes ao rRNA 28S e ao
rRNA 18S que deve ser de 2:1.

Uma aliquota correspondente a 10 ug de RNA foi tratada com DNAse (Turbo
DNAse kit, Life Technologies) para remo¢ao do DNA genémico. Em seguida o cDNA
foi gerado a partir do RNA total purificado por reagdo de transcricao reversa (RT-
PCR) utilizando o High Capacity kit (Life Technologies) seguindo recomendacdes do
fabricante. Uma aliquota correspondente a 1 ug de RNA foi utilizada para cada
reacao de RT-PCR. O RNA total e o cDNA foram armazenados a -20°C.

4.7.5 Quantificacdo relativa da expressao de citocinas no intestino delgado dos

animais

A quantificagéo relativa da expressédo de citocinas no intestino delgado dos
animais foi realizada por PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) associadas com
reacdes de transcricao reversa (RT-gPCR). As amostras de cDNA obtidas do RNA
total referente as 3 porcdes do intestino delgado foram utilizadas para quantificacao
relativa da expressao génica das seguintes citocinas: interleucinas (IL) IL-5, IL-6, IL-
10, IL-12p40, IL-17, interferon gama (IFN-vy), fator de transformacgdo do crescimento
beta (TGF-B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A padronizagao das condigdes
da RT-gPCR (Tabela 1) como concentracdo dos iniciadores, eficiéncia das reacoes,
curva de dissociacdo e temperatura de anelamento (60°C) foram realizadas por
Steinberg et al. (2012).

Para as reacdes de RT-qPCR foi utilizado cDNA obtido dos RNA extraido dos
tecidos intestinais, iniciadores descritos por Giulietti et al. (2001) cujas sequéncias e
caracteristicas estao descritas na Tabela 1 e MasterMix contendo o fluor6foro SYBR
Green (Life Technologies). O programa de ciclagem usado foi: 1 ciclo de 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos; e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Para a curva de dissociagao o programa de ciclagem foi: 1 ciclo de 95°C por
15 segundos, 60°C por 15 segundos e 95°C por 15 segundos. As reacdes foram
realizadas em placas oticas de 96 pogos com selante adesivo 6tico (MicroAmp,
Applied Biosystems) utilizando a plataforma ABI 7900 Real Time PCR (Applied
Biosystems) pertencente ao Departamento de Biologia Geral (ICB/UFMG).
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Tabela 1 - Padronizagdo das condigcdes da RT-gPCR para quantificacdo relativa
da expressao génica das citocinas no intestino delgado de camundongos.

Gones Sequéncia dos iniciadores Concentragéo de Eficiéncia Tamanho do
(primers) primer (LM) (%) (amplicon)
Gapdh  f TCACCACCATGGAGAAGGC 0,5 92,1 168 bp
r GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA
Actb f AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 0,5 90,1 138 bp
r CAATAGTGATGACCTGGCCGT
IL-5 f AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT 0,5 102,4 117 bp
r TCCAATGCATAGCTGGTGATTT
IL-6 f GAGGATACCACTCCCAACAGACC 0,3 99,8 141 bp
r AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
IL-10 f GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 0,75 80,0° 191 bp
r ACCTGCTCCACTGCCTTGCT
IL-12p40 f GGAAGCACGGCAGCAGAATA 1,0 104,7 180 bp
r AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG
IL-17 f GCTCCAGAAGGCCCTCAGA 0,75 91,5 142 bp
r AGCTTTCCCTCCGCATTGA
[FN-y f TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 0,75 103,9 92 bp
r TGGCTCTGCAGGATTTTCATG
TGF-B  f TGACGTCACTGGAGTTGTACGG 0,5 88,0° 170 bp
r GGTTCATGTCATGGATGGTGC
TNF-a f CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 0,75 83,0° 175 bp

r TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

2 : reagOes com eficiéncia fora da faixa descrita por Livak e Shimittgen (2001) de
90-110%. f/r: iniciadores forward e reverse respectivamente.

Para a obtencdo do nivel relativo de expressdao (NRE) foi empregado a
férmula (Equacédo 1) descrita por Hellemans et al. (2007), que permite o emprego de
mais de um gene referéncia para a normalizacdo dos dados e a utilizagdo do valor
real de eficiéncia de amplificacdo de cada par de iniciador. Os dados de expressao
génica foram normalizados através dos resultados das amplificacoes dos cDNA
correspondentes aos genes de referéncia que codificam a B-actina (Actb) e a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). A média aritmética dos dados de
expressao do grupo salina foi utilizada como calibrador para cada gene, e, portanto,

seu nivel de expressao foi definido como uma vez. Os resultados foram expressos
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graficamente usando a média e o desvio-padrdo dos valores de NRE dos mRNA

para cada citocina.

NRE ¥ = [Ex] ACq, (Cq, calibrador — Cq, amostra teste)

1 Equacao 1

n .
n_\/ I-l [Eref] ACQes (Cqyer calibrador — Cq s amostra teste)

Na equacao acima, “NRE” é igual ao nivel relativo de expressao, “x
representa o nivel relativo de expressao de um gene hipotético, “E” a eficiéncia da
RT-gPCR para cada gene, “Cq” o ciclo de quantificacdo, “n” o nUmero de genes de

referéncia (que no caso sao 2 genes) e “I1” a média geométrica.
4.7.6 Analises estatisticas

De acordo com RAZALI e WAH (2011) quando o tamanho da amostra
estudada é pequeno (n inferior a 30), os testes de normalidade ndo se tornam
confiaveis. Por isso a diferenca dos valores referentes as medidas de IgA e citocinas
foram comparadas usando o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney com nivel de
significancia de 95% (p < 0,05) utilizando o software SPSS 13.0 (SPSS Inc.).
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5.1 Triagem dos isolados de lactobacilos produtores de exopolissacarideo

Dos 52 lactobacilos cultivados em agar sMRS contendo sacarose, 16 (30,2%)

foram considerados produtores de EPS, sendo trés L. casei, trés L. kefiranofaciens,

dois L. kefiri, um L. mali, um L. parafarraginis, trés L. perolens e trés L. satsumensis.

Em todas as amostras foi encontrado pelo menos um isolado produtor, com excecao
dos gréos de Kefir de leite de Salvador/BA (Tabela 2).

Tabela 2 - Procedéncia e identificagdo dos lactobacilos produtores de EPS
isolados de Kefir de agua e Kefir de leite.

. Kefir de agua Kefir de leite
Localidade o L.
ID  Espécie ID Espécie
Salvador (BA) 9P2 L. casei
10P L. satsumensis
, Sem produtores
10P2 L. satsumensis
11P L. perolens
12P L. parafarraginis
Curitiba (PR) 17P2 L. perolens 1P L. kefiranofaciens
18P L. satsumensis 1P3 L. kefiranofaciens
19P L. perolens 3P3 L. kefiri
Divindpolis (MG) ) 8u L. kefiranofaciens
n/a
3U2 L. kefiri
Belo Horizonte (MG) 15U2 L. casei )
n/a
16U L. casei
Vigosa (MG) 19U L. mali n/a|

ID: cédigo de identificacdo de cada isolado de Lactobacillus por Zanirati et al.
(2012); n/a: n&o se aplica (amostras de graos de Kefir inexistentes no trabalho).
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Figura 4 - L. satsumensis 10P2 em agar MRS (A) e em agar sMRS contendo 8%
de sacarose (B). A producéo de EPS foi reconhecida pela visualizacdo de colénias
com aspecto viscoso.
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Foram considerados produtores de EPS os isolados selecionados que
apresentaram colénias com aspecto viscoso nas trés repeticdes realizadas em agar
sMRS, utilizando como controle as colénias cultivadas em agar MRS (Figura 4 e
apéndice B). Alguns isolados que nao foram considerados produtores de EPS
apresentaram col6nias com aspecto viscoso em apenas uma ou duas repeticées do
teste, o qual foi realizado em triplicata. Nestes casos, seriam necessarios estudos de
otimizacdo das condi¢cdes de cultivo para que os isolados produzissem EPS de
maneira constante. Entretanto, foram selecionados apenas os isolados produtores
adaptados as condi¢des de cultivo propostas incialmente. A temperatura e o tempo
de incubacéo utilizadas neste trabalho que foram de 37°C e 48h sao exemplos de
algumas condicdes de cultivo que poderiam ter sido modificadas, uma vez que uma
cepa de L. brevis também isolada de graos de Kefir por Pidoux, Brillouet e
Quemener (1988) apresentou producao de EPS quando cultivada a 30°C por 120h.

Nas placas de agar rMRS contendo rafinose, apesar de ter sido observado
crescimento de todos os isolados, nao foi visualizado nenhuma colénia com aspecto
viscoso. O meio com rafinose foi usado neste trabalho para a triagem de lactobacilos
produtores de frutanos, uma vez que em presenca de sacarose 0s lactobacilos
poderiam produzir moléculas de glicanos ou de frutanos. Malik et al. (2009)
identificaram 13 BAL isoladas de diferentes alimentos que apresentaram col6nias
viscosas em meio MRS modificado contendo rafinose e descreveram que este
trissacarideo é substrato apenas para as frutosiltransferases. As glicosiltransferases
quando promovem a quebra da ligacado glicosidica existente entre o residuo de
glicose e frutose ndo conseguem unir os radicais glicosil de forma correta para a
formacao dos glicanos uma vez que os mesmos permanecem ligados a um residuo
de galactose. Portanto, a auséncia de colénias com EPS em presenca de rafinose
provavelmente indicou que os lactobacilos selecionados como produtores no meio
sMRS produziram moléculas de glicanos.

Ja nas placas de agar IMRS contendo lactose, também foi observado o
crescimento de todos os isolados, porém nao houve producéo de EPS por nenhum
isolado testado. Neste meio esperava-se uma producao de heteropolissacarideos,
como o Kefirano ou heteropolissacarideos semelhantes. Wang et al. (2008)
conseguiram encontrar, entre BAL, um L. Kefiranofaciens produtor de um

heteropolissacarideo contendo glicose e galactose, utilizando um meio a base de



49

soro de leite suplementado com lactose, glicose, triptona, cisteina e uma série de
sais metalicos além de incubacao por 7 a 9 dias a 30°C em anaerobiose. Cheirsilp et
al. (2003), por sua vez, estudaram a otimizacao da produgéo de Kefirano em cultura
mista de L. kefiranofaciens com Saccharomyces cerevisiae uma vez que a producao
de Kefirano é reconhecidamente dependente de etanol, além de condi¢cdes
anaerobias.

Em alguns trabalhos se observa que o kefirano é definido apenas por
apresentar quantidades aproximadamente equimolares de residuos de D-glicose e
D-galactose ou por ser produzido por L. kefiranofaciens. Entretanto, de acordo com
Kooiman (1968), para ser considerada uma molécula de Kefirano os residuos de
acucar e as ligacoes glicosidicas das unidades de repeticido precisam ser
caracterizados, bem como o tamanho da molécula (item 1.4.2). Desta forma, parece
que nao esta bem estabelecida ainda na literatura a definicdo do que se constitui
uma molécula de Kefirano, sendo necessarios estudos mais detalhados da
diversidade estrutural existente entre os heteropolissacarideos presentes em graos
de Kefir de leite (CHEIRSILP et al., 2003; FRENGOVA et al., 2002).

5.2 Caracterizagdo molecular do sitio catalitico do gene gtf

O produto da amplificacdo da regido codificadora do sitio catalitico dos genes
gtf apresenta um tamanho de aproximadamente 660 pares de bases (bp) e as
condicoes da PCR ja sdo bem estabelecidas (KRALJ et al., 2003). Mesmo assim se
fez necessério a modificagdo de alguns parametros, especificamente a concentracéo
de DNA polimerase de 0,028 para 0,075 U/uL e a temperatura de anelamento de 42
para 55°C, uma vez que muitas regides inespecificas do genoma estavam sendo
amplificadas. Dentre os 16 isolados produtores de EPS, cinco (1P3, 10P, 10P2, 12P
e 19U) apresentaram amplicons de tamanho adequado (Figura 5).
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Figura 5 - Imagem de um gel de agarose (1%) capturada sob LUV mostrando a
resolucdo dos produtos de PCR referente a regido codificadora do sitio catalitico
das glicosiltransferases dos isolados 1P3 (pogo 2); 10P (pogo 3); 10P2 (pogo 4);
12P (pocgo 5) e 19U (pogo 6). Poco 1: marcador de massa molecular de 50 bp
(New England).

Os amplicons dos isolados 1P3, 10P, 10P2 e 12P foram encaminhados para o
sequenciamento de DNA. O amplicon do isolado 19U nao foi sequenciado porque a
concentracdo de DNA apéds sua purificacdo foi insuficiente. As quatro sequéncias
geradas apresentaram em média 648 nucleotideos e foram alinhadas utilizando o
programa MEGA 5.0, sendo observada uma alta semelhanca entre elas. As
extremidades ndo pareadas foram desprezadas e através do BLAST foi constatado
que as sequéncias de nucleotideos referentes as cepas 10P e 10P2 apresentaram
100% de identidade; estas em relagao a sequéncia referente aos isolados 1P3 e 12P
apresentaram identidade de 99%. Por fim, as sequéncias referentes aos isolados
1P3 e 12P também foram 99% idénticas entre si (anexo).

Em seguida procedeu-se a conversdao das sequéncias de nucleotideos para
aminoacidos utilizando a ferramenta ORF Finder e a comparacdo com outras
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank através do BLAST. As
enzimas dos isolados de L. satsumensis 10P e 10P2 apresentaram identidade em
nivel de nucleotideo de 74% e em nivel de aminoacidos de 80% com a GTF
produzida por L. hilgardii TMW 1828, enquanto a identidade das enzimas do isolado
de L. kefiranofaciens 1P3 e do isolado de L. parafarraginis 12P foram, em nivel de
nucleotideo, de 75 e 74% e em nivel de aminoacidos de 80 e 79% respectivamente



51

em relacdo a mesma GTF produzida por L. hilgardii TMW1828 (Apéndice A). Esta
cepa de L. hilgardii foi isolada de graos de Kefir de agua por Waldherr et al. (2010).
Segundo Hsieh et al. (2012), a mudangca do meio em que os graos de Kefir
sdo originalmente cultivados pode modificar o perfil dos microrganismos produtores
de EPS envolvidos na formacao da matriz exopolissacaridica. O L. kefiranofaciens
1P3 que € um produtor de heteropolissacarideos em potencial, mesmo tendo sido
isolado de graos de Kefir de leite possui o gene gtf e foi capaz de produzir EPS em
presencga de sacarose. Este resultado provavelmente indica um dos mecanismos de
como os graos de Kefir de leite sdo capazes de se adaptarem quando cultivados em

agua com acucatr.

5.3 (GTG)s-PCR

Dentre os lactobacilos produtores de EPS, quatro espécies apresentaram dois
isolados provenientes de um mesmo grdo de kefir e houve a necessidade da
identificacdo em nivel de linhagem: (i) L. casei 15U2 e 16U isolados de Kefir de agua
de Belo Horizonte; (ii) L. perolens 17P2 e 19P isolados de Kefir de dgua de Curitiba;
(i) L. kefiranofaciens 1P e 1P3 isolados de Kefir de leite de Curitiba; (iv) L.
satsumensis 10P e 10P2 isolados de Kefir de agua de Salvador.

Apbs a (GTG)s-PCR, os produtos da amplificagéo foram resolvidos em gel de
poliacrilamida e foi observada uma média de 8,4 bandas (Figura 6). Apesar das
semelhancas entre os perfis, os mesmos apresentaram algumas pequenas
diferencas no perfil de bandas o que permitiu afirmar que apesar de terem sido
isolados de um mesmo grao de Kefir e terem sido identificados como sendo de uma
mesma espécie, ndo se tratavam dos mesmos microrganismos, pois sao lactobacilos

de linhagens diferentes.
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Figura 6 - Imagem de um gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata
que mostra o padrdao de bandas referente a resolugdo dos produtos da (GTG)s-
PCR de oito isolados de lactobacilos produtores de EPS: L. kefiranofaciens 1P (2)
e 1P3 (3); L. casei 15U2 (4) e 16U (5); L. satsumensis 10P (6) e 10P2 (7); L.
perolens 17P2 (8) e 19P (9); Pogo 1: marcador de massa molecular de 100 pb
(Invitrogen).

Gevers, Huys e Swings (2001) analisaram 44 cepas de referéncia de
lactobacilos (totalizando 26 espécies). Utilizaram a (GTG)s-PCR e os produtos da
reacdo apresentaram perfil com média de 16,5 bandas. Todas as cepas foram
agrupadas de acordo com suas respectivas designacdes taxonémicas e apenas 7
linhagens n&o puderam ser diferenciadas.

Os perfis descritos no trabalho do paragrafo anterior apresentaram um
namero médio de bandas maior do que os perfis deste trabalho. Isto pode ser devido
a diferenca na concentragdo do gel de poliacrilamida. E possivel perceber na Figura
6 que a maioria dos produtos de PCR resolvidos se encontra na porgao superior do
gel. Portanto o numero médio de bandas poderia ser aumentado se a concentragao
de poliacrilamida fosse reduzida, o que elevaria evidenciaria mais diferencas nos

perfis de banda.
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5.4 Producao de exopolissacarideos

Os cinco lactobacilos produziram EPS em diferentes concentragdes. O
produtor menos eficiente que foi o L. parafarraginis 12P, quando comparado ao
produtor mais eficiente que foi o L. mali 19U, produziu cerca de 13 vezes menos
EPS mesmo com uma contagem celular de uma unidade logaritmica a mais (Tabela
3). Ainda assim, o isolado 12P apresentou producdo maior que o L. hilgardii
TMW1828, que segundo Waldherr et al. (2010), foi de 2,45 + 0,51 g/L ap6s 48h de
cultivo a 30°C, embora nao tenha sido descrito a densidade celular do inéculo inicial,

que também foi de 1,5% (v/v).

Tabela 3 - Producao de EPS por cinco isolados de lactobacilos de Kefir.

Linhagens Producéo (g/L) Densidade celular (UFC/mL)
L. kefiranofaciens 1P3 12,60 + 2,58 5,90 x 10°
L. satsumensis 10P 11,93 £2,17 5,10 x 10°
L. satsumensis 10P2 13,42 £ 0,53 1,71 x 10"
L. parafarraginis 12P 2,55+ 0,73 1,13x 10"
L. mali 19U 34,01 2,87 8,00 x 10°

A producdo de heteropolimeros parece apresentar um rendimento muito
menor do que a producao de homopolimeros. Comparando os resultados do
presente trabalho com os de Frengova et al. (2002), que avaliaram a producao de
heteropolissacarideos extracelulares em BAL, a linhagem de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus HP1, considerada a melhor entre as testadas, apresentou producéo de
apenas 0,82 g/L de EPS apés 22 h de cultivo.
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5.5 Caracterizacao estrutural dos exopolissacarideos

A caracterizacado estrutural foi realizada com os EPS produzidos pelos L.
kefiranofaciens 1P3, L. satsumensis 10P, L. satsumensis 10P2, L. parafarraginis 12P
e L. mali 19U.

5.5.1 Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear

Os EPS analisados apresentaram dois sinais correspondentes aos
hidrogénios anoméricos dos residuos de acucar, os quais foram praticamente
idénticos entre os polimeros (Figura 7 e Apéndice C). Foi observado um sinal de
maior intensidade na regido de & 4,93—4,96 atribuido a ligacdes a(1,6) e outro sinal
de menor intensidade em & 5,27-5,29 atribuido a ligacdes a(1,4) (Tabela 4) (KRALJ
et al., 2005).

Tabela 4 - Valores? de deslocamento quimico e da integragdo dos sinais
correspondentes aos hidrogénios anoméricos dos extratos de EPS.

12 hidrogénio anomérico 22 hidrogénio anomeérico
o (ppm) Intensidade (area) o (ppm) Intensidade (area)
EPS1P3 5,29 +£0,001 0,086 + 0,004 4,95 + 0,002 1,000
EPS10P 5,28 £0,019 0,096 + 0,006 4,94 + 0,017 1,000
EPS 10P2 5,29 £0,007 0,075 + 0,039 4,95 + 0,008 1,000
EPS12P 5,29+0,008 0,099 £0,016 4,95+ 0,010 1,000
EPS19U 5,28 +0,013 0,066 £ 0,017 4,94 + 0,015 1,000

& : Média e desvio-padrdo das duplicatas que foram analisadas duas vezes (quatro
valores).
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As proporcoes de ligacoes a(1,6) / a(1,4) foram as seguintes: 92,06% / 7,94%
(L. kefiranofaciens 1P3), 91,24% / 8,76% (L. satsumensis 10P), 93,07% / 6,93% (L.
satsumensis 10P2), 91,01% / 8,99% (L. parafarraginis 12P) e 93,83 % / 6,17 % (L.
mali 19U). O grau de ramificacdo dos glicanos afeta a solubilidade em agua e outras
propriedades reolégicas. Quanto maior a proporcao de ligacées a(1,6) maior é a
solubilidade em &gua e a estabilidade sob condicbes acidas e alcalinas quando
comparado com ligacdes a(1,3) (SHUKLA et al., 2011).

Esta elevada semelhanca observada nos tipos e proporcbes de ligacdes
glicosidicas entre os EPS, corrobora os resultados ja apresentados relativos a alta
identidade (99-100%) da regido do sitio catalitico nos genes gif entre as glicano-
sacarase das linhagens investigadas neste trabalho, indicando que provavelmente
se tratam de enzimas funcionalmente idénticas. Kralj et al. (2005) induziram
mutacdes na regido do sitio catalitico de um gene gtf denominado GTFA, que
normalmente polimeriza glicanos com 57% de ligacdes a(1,4) e 43% de ligacdes
a(1,6) e algumas GTFA mutantes foram drasticamente modificadas produzindo

glicanos com até 93% de ligagdes a(1,6).
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Figura 7 - Espectros de 'H-RMN do EPS produzido pelo L. satsumensis 10P2. Os
valores sao referente ao deslocamento quimico expresso em ppm (acima do
sinal) e a intensidade expresso pela area (abaixo do sinal).

5.5.2 Determinagédo de monossacarideos

Apoés a digestdo acida, os EPS hidrolisados foram analisados por meio de
uma coluna cromatografica de troca idbnica em que carboidratos e polidis podem ser
separados. Os produtos de hidrélise por 16 h apresentaram apenas um pico com
fator de retencdo correspondente ao padrédo de glicose utilizado. Os produtos de
hidrélise por 2 h apresentaram o pico referente a glicose, além de dois outros
pequenos picos que provavelmente sao oligos ou polissacarideos que nao foram
completamente hidrolisados e foram denominados de sacarideos 1 e 2 (Tabela 5).

A hidrolise por 2 h foi realizada porque segundo Bounaix et al. (2009), a
molécula de frutose é degradada quando permanece por periodos prolongados de
tempo em presenca de altas concentragdes de acido, o que impossibilitaria sua
identificag&do. Entretanto, a frutose nao foi detectada em nenhum produto de hidrélise

assim como nenhum outro monossacarideo a n&o ser a glicose (Figura 8).
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Portanto, é possivel afirmar que estes EPS sdo moléculas de dextrano, uma
vez que sao polissacarideos constituidos apenas por residuos de D-glicose tendo
em sua cadeia principal ligacées glicosidicas a(1,6). Desta forma, os EPS foram
denominados de dextrano 1P3, dextrano 10P, dextrano 10P2, dextrano 12P e

dextrano 19U em referéncia ao codigo de cada linhagem utilizada para a producéao

dos mesmos.

Tabela 5 - Valores® dos tempos de retencdo nas andlises por cromatografia de

troca idnica dos EPS hidrolisados.

Sacarideo 1 Sacarideo 2 Glicose Frutose
Padréo frutose - - - 11,79 £ 0,114
Padrao glicose - - 11,224 + 0,030 -
Eps 1P3 - 2h 8,503 £0,036 9,417 £0,033 11,232 £ 0,033 -
Eps 1P3 - 16h - - 11.232 £ 0,028 -
Eps 10P - 2h 8,478 £0,000 9,392 +£0,000 11,211 +0,000 -
Eps 10P - 16h - - 11,215 + 0.004 -
Eps 10P2 - 2h 8,480 £0,001 9,395 +0,001 11,212 £ 0,001 -
Eps 10P2 - 16h - - 11,250 £ 0,002 -
Eps 12P - 2h 8,476 £0,001 9,394 £0,005 11,208 £ 0,001 -
Eps 12P - 16h - - 11,207 £ 0,001 -
Eps 19U - 2h 8,495 +0,023 9,412+0,026 11.203 £ 0,026 -
Eps 19U -16h - - 11,205 £ 0,000 -

& : Média e desvio-padréo das duplicatas expressos em minutos.



58

Uy

125000
] A

100000
75000
50000

25000

e ——

0o 258 50 74h 10.0 126 150 174a min

Uy _
125000 iSlicose B

Frutose

100000 Glicerol

1 Arabinose
75000+

40000

25000

o] v

0o 25 50 Th 10.0 125 150 174 it

Uy

1 QEUEIEI—_ C

100000
75000

50000

25000 L

T T
0o 25 50 75 10.0 125 150 175 it

Figura 8 - Analise por cromatografia de troca ibnica dos EPS de L. satsumensis
10P2 submetido a hidrdlise acida por 2 h (A); Sobreposigdo de cromatogramas
referentes a padrbes de glicose, frutose, arabinose e glicerol (Sigma-Aldrich) (B);
EPS de L. satsumensis 10P2 submetido a hidrélise acida por 16 h (C).
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5.5.3 Determinag¢édo do massa molecular

Nao foi possivel determinar com precisdo a massa molecular de nenhum dos
dextranos porque os mesmos apresentaram tempos de retengdo menores que 0s
padroes de dextrano sulfato (padrdo 4) utilizados, extrapolando assim, a curva
padrao construida com equacgao de reta y = -0,0009x + 5,9511 e R? = 0,9704. No
entanto, estimamos as massas moleculares utilizando a curva padrao mesmo
extrapolada e os tempos de retencdo de cada dextrano e concluimos que o0s
mesmos teriam entre 723 e 814 KDa aproximadamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores? dos tempos de retencdo nas andlises por cromatografia de gel
filtracao dos EPS.

Massa molecular (KDa) Tempo de retengéo (min.)

Padréo 1 de dextrano 36 5,936 + 0,016
Padréo 2 de dextrano 150 5,794 + 0,001
Padréo 3 de dextrano 410 5,640 + 0,003
Padréo 4 de dextrano 500 5,502 + 0,001
EPS 1P3 (814) 5,218 £ 0,000
EPS 10P (809) 5,223 + 0,001
EPS 10P2 (794) 5,236 + 0,004
EPS 12P (810) 5,222 + 0,001
EPS 19U (723) 5,300 + 0,005

& : Média e desvio-padréo das duplicatas.

Ainda assim, é possivel afirmar apenas que sado dextranos de massa

molecular maior que 500 KDa e que apresentam massas moleculares muito
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préximas entre si, uma vez que o tempo de retencdo dos mesmos foi de
aproximadamente 5,2 minutos.

As massas moleculares de biopolimeros de elevada massa molecular
geralmente ndo sdo determinados por nao se utilizar padrdes e colunas adequados.
Os EPS analisados por Bounaix et al. (2009) sao descritos apenas como maiores
que 1.000 KDa e ainda o EPS denominado Kefirano por Medrano et al. (2009) é

descrito como maior que 10.000 KDa.

5.6 Pureza dos exopolissacarideos

A concentracdo de proteinas nos EPS extraidos foi determinada a partir da
equacdo de regressao linear y = 0,0006x + 0,0181 (R? = 0,9959) obtida pela curva
padrao de albumina humana. Exceto o extrato correspondente ao dextrano 12P, que
apresentou concentracdo proteica de 68 pg/mL, todos os outros apresentaram
concentragao de proteinas menor que 25 ug/mL.

Com relacao a presenca de monossacarideos residuais, foi detectada a
presenca de glicose em todos os extratos e uma vez que nédo foi realizada uma
curva de calibragdo com os padrées de glicose, nao foi possivel determinar sua
concentracdo. Entretanto, foi possivel visualizar nos cromatogramas das Figuras 9,
10, 11, 12 e 13, que os picos correspondentes a glicose nos extratos de dextrano
12P e 19U foram maiores que nos outros, o que indica uma maior quantidade de
glicose nestes extratos.

Na extracdo dos EPS, a etapa de precipitacdo dos mesmos com solventes se
faz muito importante para a eliminagcao de proteinas e monossacarideos. Azeredo e
Oliveira (1996) testaram uma série de volumes e tipos de solventes para a
precipitacdo de EPS bacterianos, utilizando diferentes volumes de etanol, acetona,
propanol, isopropanol, brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e 3,5,6 - trifenil -
2,3,5,6 tetraaza biciclo-1-hexeno (nitron) e concluiram que apenas 0,1 volume de
nitron precipitou a maxima quantidade de EPS e a segunda melhor precipitacao foi
com trés volumes de propanol. A utilizacdo de etanol no trabalho como agente
precipitante pode ter ocasionado a presenca das impurezas encontradas, uma vez

que o etanol nao foi considerado o solvente mais adequado para esta finalidade.
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Figura 9 - Analise dos extratos de EPS de L. kefiranofaciens 1P3 por
cromatografia de troca ibnica.
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Figura 10 - Analise dos extratos de EPS de L. satsumensis 10P por cromatografia
de troca idnica.
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Figura 11 - Andlise dos extratos de EPS de L. satsumensis 10P2 por
cromatografia de troca ibnica.
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Figura 12 - Andlise dos extratos de EPS de L. parafarraginis 12P por
cromatografia de troca ibnica.
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Figura 13 - Analise dos extratos de EPS de L. mali 19U por cromatografia de troca
iGnica.

5.7 Avaliagao da capacidade imunomodulatéria dos exopolissacarideos

Os extratos de dextrano dos L. kefiranofaciens 1P3 e L. satsumensis 10P e
10P2 tiveram a capacidade imunomodulatéria avaliada em camundongos CV pela
producao de IgA no ileo e de citocinas em todo intestino delgado. Os dextranos 1P3,
10P e 10P2 apresentaram caracteristicas estruturais muito semelhantes: (i) agucar
constituinte da cadeia polimérica; (ii) tipos e proporgdes das ligagbes que unem os
residuos de acgucar; (iii) fator de retencédo que determina a massa molecular dos
polissacarideos; e (iv) pureza dos extratos (Tabela 7). Desta forma, os resultados
dos grupos tratados com estes dextranos poderiam ser analisados também em
conjunto.

O célculo da dosagem para a administracdo dos dextranos foi realizado com
base no peso corporal dos camundongos, 0s quais apresentaram em média 14 g na
primeira metade do experimento e 17 g na segunda metade.




64

Tabela 7 - Caracteristicas estruturais e de pureza dos extratos de dextrano
utilizados para a avaliagcao da capacidade imunomodulatéria.

Acucares Ligacgbes glicosidicas Massa molecular Pureza dos extratos
EPS d dei KDa (Rt
a cadeia Tipo % em KDa (Rt) Proteina  Acgucares
1P3 Glicose a(1,6) /a(1,4) 92,06/7,94 >500 (5,218 min) <25 pyg/mL  Glicose
10P Glicose a(1,6) /a(1,4) 91,24/8,76 >500 (5,223 min) <25 pyg/mL  Glicose
10P2 Glicose a(1,6) /a(1,4) 93,07/6,93 >500 (5,236 min) <25 pyg/mL  Glicose

Para o experimento de determinacao da producao de IgA foram utilizados
cinco animais de cada um dos grupos teste e cinco do grupo controle tratado com
salina. Na Figura 14 a presenca de IgA pode ser visualizada pelos pontos
fluorescentes nas imagens dos cortes histolégicos de ileo. E possivel observar uma
fluorescéncia muito mais intensa na imagem representativa do grupo teste do que na
do grupo controle.

As imunoglobulinas do tipo A constituem os principais agentes de defesa no
trato respiratério e gastrointestinal, impedindo a adeséo e a absorcao de bactérias e
toxinas nas mucosas. Sao produzidas por plasmécitos e secretadas através de
vesiculas (transcitose) na forma de IgA secretora (slgA) que € definida pelo
complexo formado entre componente secretério (CS) e dimero de IgA (complexo
dimero:IgA-CS) (ABBAS; LICHTMAN, 2005; MURPHY; TRAVERS; WALPORT,
2010).

Muitos trabalhos tém mostrado a capacidade que algumas bactérias e
leveduras possuem em estimular a producdo de slgA em camundongos como
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, Saccharomyces e
Salmonella. Entretanto esta estimulagcdo ndao ocorre da mesma forma entre os
diferentes microrganismos (PERDIGON et al., 1999; MARTINS et al., 2009;
STEINBERG et al., 2012). De acordo com Vinderola et al. (2006) e Medrano et al.
(2011) alguns exopolissacarideos, como o kefirano também apresentam a

capacidade de estimular a producao de sigA.
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Figura 14 - Visualizacdo de IgA através de imunofluorescéncia direta em cortes
representativos de ileo de animais do grupo salina (A) e do grupo tratado com
dextrano 10P2 (B).
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Os resultados descritos na Figura 15 comprovam que o houve aumento
significativo na producao de IgA (p < 0,001) nos animais tratados com dextranos

(1,86% = 0,98) em comparacédo com os tratados com salina (0,19% % 0,14).
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Figura 15 - Efeito do dextrano no ileo de camundongos CV sobre a producao de
IgA. Os valores da tabela indicam a porcentagem de area marcada por IgA em
relacao a area total das porgdes iliacas analisadas.

T

Algumas citocinas desempenham um importante papel na regulacdo da
producgéo de slgA como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, TGF- e IFN-y. A IL-
6, por exemplo, induz um aumento na secrecéo de slgA bem como de outros isotipos
de imunoglobulinas, enquanto o TGF-B induz aumento apenas de slgA e suprime a
secrecao de IgG e IgM, além de induzir a mudanca de classe de células B IgM*/IgD*
para células B IgA* (GOODRICH; MCGEE, 1999; MEDRANO et al., 2011).

Para o experimento de quantificagdo da expressdao dos genes das citocinas
foram utilizados inicialmente 7 animais de cada grupo tratado com dextrano e 6 do
grupo salina. Ap6s a extracdo de RNA das porcoes de 1-2 cm de duodeno, jejuno e
ileo, foram avaliados os resultados da quantificacdo por espectrofotometria e da
resolucdo de bandas em gel de agarose. Todos os RNA extraidos apresentaram
concentracdo superior a 500 ng/uL com excecao de uma amostra do grupo teste,
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que foi excluida, contendo apenas 184,3 ng/uL de RNA e todas as amostras
apresentaram RNA com pureza adequada (A260/280 entre 1,7 e 2,1). A resolucao
dos mesmos em gel de agarose permitiu a constatacdo de que algumas amostras
apresentaram RNA parcialmente degradado. Duas amostras do grupo teste foram
excluidas porque os RNA estavam totalmente degradados.

De acordo com Giulietti et al. (2001) o desenho de iniciadores para RT-gPCR
deve ser realizado de modo que os pares forward e reverse nao anelem num mesmo
éxon, prevenindo assim a co-amplificacdo com residuos de DNA gendmico que
frequentemente sdo encontrados apds a extracdo de RNA. Todavia os iniciadores
utilizados para amplificacdo de Actb e Gapdh amplificam também DNA gendmico.
Por isso foi realizado o tratamento com DNAse para a degradacdo deste
contaminante, que nao prejudica significativamente a qualidade das amostras de
RNA.

O célculo do NRE dos genes das citocinas testadas foi realizado pela férmula
da Equacdo 1 (item 4.7.5) que utiliza como calibrador a média dos dados de
expressdao do grupo salina e os genes de referéncia Actb e Gapdh, que séao
expressos de maneira constante entre os diferentes tecidos e ndo sdo alterados de
forma significativa pelos tratamentos experimentais (GIULIETTI et al., 2001). Além
disso, no trabalho de padronizacdo da RT-qPCR utilizada neste trabalho foi
constatado que reagdes com eficiéncia entre 80-110%, mesmo fora da faixa descrita
por Livak e Shimittgen (2001) de 90-110%, apresentaram bons parametros de
especificidade e reprodutibilidade (STEINBERG et al., 2012).

Os efeitos dos dextranos sobre a expressao génica das citocinas IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12p40, IL-17, IFN-y, TGF-B e TNF-a estdo expressos graficamente nas
Figuras de 16 a 23 e foram estatisticamente relevantes para IL-10, TGF-B e TNF-a.
Os camundongos do grupo tratado com dextrano 1P3 apresentaram uma reducao
de IL-10 (p = 0,015) e TGF-B (p = 0,042) enquanto os do grupo tratado com dextrano
10P2 apresentaram um aumento de TNF-a (p = 0,050) quando comparado com o

grupo controle.
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Figura 16 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a produgéo de IL-5 em
camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expressao da
IL-5 nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 17 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a produgéo de IL-6 em
camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expressao da
IL-6 nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 18 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a producéo de IL-10
em camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expressao
da IL-10 nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 19 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a produgao de IL-
12p40 em camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de
expressao da IL-12p40 nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 20 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a produgao de IL-17
em camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expressao
da IL-17 nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 21 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a producéo de IFN-y
em camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expressé&o
do IFN-y nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 22 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a produgédo de TGF-3
em camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expressao

do TGF-B nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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Figura 23 - Efeito dos dextranos no intestino delgado sobre a produgao de TNF-a
em camundongos CV. Os valores da tabela indicam o nivel relativo de expresséo

do TNF-a nos grupos testes comparado com o grupo salina.
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A IL-10 é descrita como uma citocina reguladora da resposta inflamatéria.
Esta caracteristica € bastante evidenciada por experimentos em camundongos IL-10
knockout (IL-107/") em que é observado o desenvolvimento de enterocolites crénicas,
constituindo um dos principais modelos animais para o estudo das doencas
inflamatérias intestinais (O’FARRELL et al., 1998). Da mesma forma o TGF-f atua no
controle da ativacdo de macréfagos e tem sido amplamente utilizado como um
mecanismo para o controle de inflamacées e de doencas autoimunes (CHEN;
SHARON; WAHL, 1999). Ja o TNF-a é uma citocina que esté altamente relacionada
a processos inflamatérios, sendo utilizado como marcador de processos
inflamatoérios em pacientes com doencgas inflamatérias intestinais (BRAEGGER et al.,
1992).

Desta forma, os dextranos em questdo provavelmente apresentam atividade
pro-inflamatéria. Mesmo nos grupos onde nao houve diferencas significativas foi
possivel observar uma tendéncia de reducédo de IL-10 e TGF-$ e aumento de TNF-a.
No entanto, nos cortes histologicos de ileo corados com hematoxilina e eosina (HE)
nao foi identificada nenhuma anormalidade no padréo histolégico, indicando que a
administragdo dos dextranos ndo modificou a arquitetura do tecido, nem contribuiu
para alteracdes inflamatérias exacerbadas.

O aumento da expressdo de TNF-a é indicativo de um maior niumero de
macréfagos na lamina propria o que pode facilitar a apresentagao de antigeno para
células Th2, que estdo envolvidas na diferenciacdo de células B para plasmacitos.
Isto pode ser uma possivel explicacdo para o aumento observado na producao de
IgA (MEDRANO et al. 2011).

Bittencourt et al. (2006) demonstraram que moléculas de a-glicanos
produzidas pelo fungo Pseudallescheria boydii desencadearam a ativacdo de
macréfagos por um mecanismo diferente dos B-glicanos, uma vez que o receptor
dectina-1 nao foi essencial para o processo. A resposta imune contra a infeccao por
P. boydii é caracterizada por uma forte inflamacao, fagocitose e eliminagcdo do
invasor. Desta forma foi observado a inducdo na secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-a por macro6fagos.

Vinderola et al. (2006) estudaram o efeito de um heteropolimero produzido por
L. kefiranofaciens pela administracdo por 2, 5 e 7 dias. Foi observado um aumento
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significativo nas populagdes de células produtoras de IgA no intestino delgado em
apenas 2 dias de tratamento. Estes EPS também tiveram efeitos na producéo de
citocinas no intestino delgado, aumentando IL-10 apenas no dia 7 e IL-6 e IL-12 nos
dias 5 e 7. Portanto, se faz necessario um estudo dos efeitos imunomodulador

destes dextranos em diferentes tempos, bem como em diferentes doses.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a identificacao de 16
cepas produtoras de exopolissacarideos, pertencente ao género Lactobacillus e
isolados de amostras brasileiras de graos de Kefir de 4gua e de leite.

Dentre as cepas produtoras de exopolissacarideo, os L. kefiranofaciens 1P3,
L. satsumensis 10P e 10P2 e L. parafarraginis 12P tiveram seus genes gtf
caracterizados. As sequéncias de nucleotideo destas 4 cepas apresentaram alta
identidade entre si (99-100%) e baixa identidade (74-75%) com o gene gtf da cepa
de L. hilgardii TMW 1828 que coincidentemente foi isolada de graos de Kefir de agua.

A caracterizagdo estrutural dos exopolissacarideos produzidos por L.
kefiranofaciens 1P3, L. satsumensis 10P e 10P2, L. parafarraginis 12P e L. mali 19U
comprovou que se tratam de moléculas de dextrano muito semelhantes constituidas
por residuos de D-glicose unidos em média por 92% de ligagdes glicosidicas a(1,6)
e 8% de ramificacdes a(1,4). A massa molecular destes biopolimeros foi superior a
500 KDa.

O tratamento por 7 dias com dextrano foi capaz modular a resposta imune em
camundongos. Foi observado uma estimulagdao na producao de IgA e TNF-a além
de uma reducao de IL-10 e TGF-f, indicando uma possivel atividade pro-inflamatéria
nao exacerbada no intestino delgado.

Portanto, os graos de Kefir sdo uma fonte constante de exopolissacarideos
produzidos por bactérias do &cido latico, que apresentam grande potencial
biotecnoldgico. Todavia a busca por novos polimeros e por novas aplicacbes deve
caminhar em conjunto com uma adequada caracterizacdo estrutural destas

moléculas.
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APENDICE

Apéndice A - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos
amplicons da regiao do gene gtf que codifica o centro catalitico das
glicosiltransferases pertencente a bactérias isoladas de gréos de Kefir do género
Lactobacillus com as sequéncias depositadas no GenBank utilizando os algoritmos
nucleotide BLAST e protein BLAST.

>003_ (L. Kefiranofaciens 1P3 reverse)
GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGTCAAGATTGTAAAT
CTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTGATCTT
TAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGAATAATTGGGTTGC
GCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTT
GCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTA
ATTGATTATTTCCATGTTCTTTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAA
TGACGATTGGCGTTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTG
TAACAAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCAT
TGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGGA
TCCCCAATT

emb|FN662554.1| Lactobacillus hilgardii gtf gene for glucosyltransferase, strain TMW 1.828
Length = 6719

Score = 396 bits (438), Expect = 1 « 10710¢

Identities = 449/602 (75%), Gaps = 0/602 (0%)

Strand = Plus/Minus

Query 12 AGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGTCAAGATTGTAAATCTT 71

R A e LEEEEE T LEEEE T
Sbjct 2814 AGGAATATTATAAGCGGTATATTGTTTATTAGCTAATAATTCATCGGAGTTGTATATTTT 2755

Query 72 AAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTG 131

FEE FEET R N
Sbjct 2754 AAAAGCCTGACTTATTTCACTAGGGGTAACTGTCAATCCATCAGAATTAGGGTCAATTTT 2695

Query 132 ATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGA 191

T e A O I B AR O O
Sbjct 2694 ATCCTTAATAATCTGTGCAATAACTGTCTGTACTTCACTATCATGTGCTCTTATAAATGA 2635

Query 192 ATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGT 251

FEE e e LT bt e R
Sbjct 2634 ATAGTTTGGTTGTGCAATATTTTCGGTTGAATCATCACCAGACCGATTGACCAAACTAGT 2575

Query 252 CGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAG 311

A N R
Sbjct 2574 TGTTAATTCIGGTTCTAAGCCACTACGTTGATCTACTGGCATATTTAATGAGTACTTAAT 2515



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

312

2514

372

2454

432

2394

492

2334

552

2274

612

2214

CGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTTICTTTAACATAAGC

RN R R RN
AGCTAAATGAACAGGGAAATCCATGGATAATTGATTATTTCCATTITTCTTTAACAGATGT

TGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCGTTAGCATCGTT

R FEE ettt
TGGATCATCGCTATTCCAATCTTCTAGTATTIGATAAATGTTTATTAGCATTGGCATCATT

CTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAACAAATCGGCATC

FEEEE Tl LErrr b RN R R R
TTGATTTGTTTTGTACGCATCCTTGCTATAATCAGCGGCTATTTGAAGCAAATCGGCATC

AACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCATTGCCAGC

R e
TACATTATCAACGGCGTCTACTCGGTAACCATCGAAATTAGCACTTGAATCATTAGCAGT

AATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTITCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGG

N R e e e R R R N N
AATTGATCCAATATTCATCATATAATATAGCCAATTTAATTGTTCCGCTTGAACTACTGG

AT 613

|
AT 2213

>003aa_ (L. Kefiranofaciens 1P3)

LNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTNONDANANRHLSILEDW

86

371
2455
431
2395
491
2335
551
2275
611

2215

ESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANLTTSLVNRTNDNAAESGAQPNYSFI

RAHDSEVQTVIAQIIKDHINPNSDGLTVTPEEIAQAFKIYNLDELQADKKYTAYNIPRLC

emb|CBJ19544.1| glucosyltransferase [Lactobacillus hilgardii]

Length = 1448

Score = 319 bits (817), Expect = 6 « 108
Identities = 155/193 (80%), Gaps = 0/193 (0%)
Positives = 170/193(88%)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

518

61

578

121

638

181

698

LNWLYYMMNIGTIAGNDSSANEDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTNQNDANANR
LNWLYYMMNIG+I-—-NDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIA-DY-K-AY-TNQNDANAN+
LNWLYYMMNIGSITANDSSANEFDGYRVDAVDNVDADLLQIAADYSKDAYKTNQNDANANK

HLSILEDWESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANLTTSLVNRT
HLSILEDW-S-D-—--VKE+GNNQL+MDFP+HLA+KYSLN-P+-QRS-LE--LTTSLVNR+
HLSILEDWNSDDPTSVKENGNNQLSMDFPVHLAIKYSLNMPVDORSGLEPELTTSLVNRS

NDNAAESGAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQITIKDHINPNSDGLTVTPEEIAQAFKIYNLDE
—-D++-E+-AQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKD-I+PNSDGLTVIP-EI+QAFKIYN-DE
GDDSTENIAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKDKIDPNSDGLTVIPSEISQAFKIYNSDE

LOADKKYTAYNIP 193
L-A+K+YTAYNIP
LLANKQYTAYNIP 710

60

120

637

180

697



>042_ (L.

satsumensis 10P reverse)

87

GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGATTGTAAAT

CTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTGATCTT

TAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGAATAATTGGGTTGC

GCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTT

GCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTA

ATTGATTATTTCCATGTTCTTTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAA

TGACGATTGGCGTTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTG

TAACAAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCAT

TGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGGA
TCCCCAATT

emb|FN662554.1| Lactobacillus hilgardii gtf gene for glucosyltransferase, strain TMW 1.828

Length = 6719

Score = 392 bits (434), Expect = 2 « 10710°
Identities = 448/602 (74%), Gaps = 0/602(0%)
Strand = Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

12

2814

72

2754

132

2694

192

2634

252

2574

312

2514

372

2454

432

2394

492

2334

AGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGATTGTAAATCTT

N e [ . FEEEE 1l
AGGAATATTATAAGCGGTATATTGTTTATTAGCTAATAATTCATCGGAGTTGTATATTTT

AAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTG

LI 1 LTI T I A O B A O
AAAAGCCTGACTTATTTCACTAGGGGTAACTGTCAATCCATCAGAATTAGGGTCAATTTT

ATCTTTAATAATCTIGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGA

R R e e N R R AR R
ATCCTTAATAATCTGTGCAATAACTGTCTGTACTTCACTATCATGTGCTCTTATAAATGA

ATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGT

FEE T Trrrr 1l R R N Lot et
ATAGTTTGGTTGTGCAATATTTTCGGTTGAATCATCACCAGACCGATTGACCAAACTAGT

CGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAG

Lttt N N R
TGTTAATTCTGGTTCTAAGCCACTACGTTGATCTACTGGCATATTTAATGAGTACTTAAT

CGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTTICTTTAACATAAGC

Feerr et e reerrrrr e rrrrrr e rrrr e
AGCTAAATGAACAGGGAAATCCATGGATAATTGATTATTTCCATTTTCTTTAACAGATGT

TGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCGTTAGCATCGTT

I N R R RN FEE ettt bl
TGGATCATCGCTATTCCAATCTTCTAGTATTGATAAATGTTTATTAGCATTGGCATCATT

CTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAACAAATCGGCATC

NEREEAN et R AR
TTGATTTGTTITGTACGCATCCTTGCTATAATCAGCGGCTATTTGAAGCAAATCGGCATC

AACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCATTGCCAGC

R e e
TACATTATCAACGGCGTCTACTCGGTAACCATCGAAATTAGCACTTGAATCATTAGCAGT

71

2755

131

2695

191

2635

251

2575

311

2515

371

2455

431

2395

491

2335

551

2275



Query
Sbjct
Query

Sbjct

>042aa_ (L.

552

2274

612

2214

AATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTITCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGG

T T T e T s A O O A O
AATTGATCCAATATTCATCATATAATATAGCCAATTTAATTGTTCCGCTTGAACTACTGG

AT 2213

satsumensis 10P)

88

611

2215

LNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTNONDANANRHLSILEDW
ESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANLTTSLVNRTNDNAAESGAQPNYSFI

RAHDSEVQTVIAQIIKDHINPNSDGLTVTPEEIAQAFKIYNHVELQADKKYTAYNIPRLC

emb|CBJ19544.1| glucosyltransferase [Lactobacillus hilgardii]

Length = 1448

Score = 317 bits (812), Expect = 3 « 107
Identities = 154/193 (80%), Gaps = 0/193 (0%)
Positives = 169/193(87%)

Query 1

Sbjct 518
Query 61
Sbjct 578
Query 121
Sbjct 638
Query 181
Sbjct 698
>043_ (L.

LNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLOIAGDYFKAAYGTNQNDANANR
LNWLYYMMNIG+I--NDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIA-DY-K-AY-TNQNDANAN+
LNWLYYMMNIGSITANDSSANEFDGYRVDAVDNVDADLLOQIAADYSKDAYKTNQNDANANK

HLSILEDWESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGORSNLEANLTTSLVNRT
HLSILEDW-S-D—-—--VKE+GNNQL+MDFP+HLA+KYSLN-P+-QRS-LE-—-LTTSLVNR+
HLSILEDWNSDDPTSVKENGNNQLSMDFPVHLAIKYSLNMPVDOQRSGLEPELTTSLVNRS

NDNAAESGAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQITIKDHINPNSDGLTVTIPEEIAQAFKIYNHVE
-D++-E+-AQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKD-I+PNSDGLTVTP-EI+QAFKIYN--E
GDDSTENIAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKDKIDPNSDGLTVTPSEISQAFKIYNSDE

LOADKKYTAYNIP 193
L-A+K+YTAYNIP
LLANKQYTAYNIP 710

satsumensis 10P2 reverse)

60

577

120

637

180

697

GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGATTGTAAAT

CTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTGATCTT

TAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGAATAATTGGGTTGC

GCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTT

GCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTA

ATTGATTATTTCCATGTTCTTTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAA

TGACGATTGGCGTTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTG

TAACAAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCAT

TGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGGA

TCCCCAATT



emb|FN662554.1] Lactobacillus hilgardii gtf gene for glucosyltransferase, strain TMW 1.828

Length = 6719

Score = 392 bits (434), Expect = 2 « 10710°
Identities = 448/602 (74%), Gaps = 0/602(0%)
Strand = Plus/Minus

Query 12
Sbjct 2814
Query 72
Sbjct 2754
Query 132
Sbjct 2694
Query 192
Sbjct 2634
Query 252
Sbjct 2574
Query 312
Sbjct 2514
Query 372
Sbjct 2454
Query 432
Sbjct 2394
Query 492
Sbjct 2334
Query 552
Sbjct 2274
Query 612
Sbjct 2214
>043aa_ (L.

AGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGATTGTAAATCTT

N [ . FEEEE 1
AGGAATATTATAAGCGGTATATTGTTTATTAGCTAATAATTCATCGGAGTTGTATATTTT

AAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTG

FEE 1 FEET R e
AAAAGCCTGACTTATTTCACTAGGGGTAACTGTCAATCCATCAGAATTAGGGTCAATTTT

ATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGA

R R e e e R R R AR R
ATCCTTAATAATCTGTGCAATAACTGTCTGTACTTCACTATCATGTGCTCTTATAAATGA

ATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGT

FEE T Trrrr 1l R R N Forrrrr rr et
ATAGTTTGGTTGTGCAATATTTTCGGTTGAATCATCACCAGACCGATTGACCAAACTAGT

CGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAG

RN N N R
TGTTAATTCTGGTTCTAAGCCACTACGTTGATCTACTGGCATATTTAATGAGTACTTAAT

CGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTTICTTTAACATAAGC

Feerr et reerrrrr o rrrrrrrrrrrr e rrrrr e
AGCTAAATGAACAGGGAAATCCATGGATAATTGATTATTTCCATTTTCTTTAACAGATGT

TGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCGTTAGCATCGTT

I N R R RN FEE ettt bl
TGGATCATCGCTATTCCAATCTTCTAGTATTGATAAATGTTTATTAGCATTGGCATCATT

CTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAACAAATCGGCATC

NEREEAN et R e R
TTGATTTGTTTTGTACGCATCCTTGCTATAATCAGCGGCTATTTGAAGCAAATCGGCATC

AACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCATTGCCAGC

N e e N N e e e R R
TACATTATCAACGGCGTCTACTCGGTAACCATCGAAATTAGCACTTGAATCATTAGCAGT

AATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGG

R e e e N N N RN
AATTGATCCAATATTCATCATATAATATAGCCAATTTAATTGTTCCGCTTGAACTACTGG

AT 613

I
AT 2213

satsumensis 10P2)

89

71
2755
131
2695
191
2635
251
2575
311
2515
371
2455
431
2395
491
2335
551
2275
611

2215

LNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTNONDANANRHLSILEDW

ESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANLTTSLVNRTNDNAAESGAQPNYSFI

RAHDSEVQTVIAQIIKDHINPNSDGLTVTPEEIAQAFKIYNHVELQADKKYTAYNIPRLC



90

emb|CBJ19544.1| glucosyltransferase [Lactobacillus hilgardii]

Length = 1448

Score = 317 bits (812), Expect = 3 « 107
Identities = 154/193 (80%), Gaps = 0/193 (0%)
Positives = 169/193 (87%)

Query 1 LNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTNQNDANANR 60
LNWLYYMMNIG+I--NDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIA-DY-K-AY-TNQNDANAN+
Sbjct 518 LNWLYYMMNIGSITANDSSANEFDGYRVDAVDNVDADLLQIAADYSKDAYKTNQNDANANK 577

Query 61 HLSILEDWESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANLTTSLVNRT 120
HLSILEDW-S-D—-—--VKE+GNNQL+MDFP+HLA+KYSLN-P+-QRS-LE-—-LTTSLVNR+
Sbjct 578 HLSILEDWNSDDPTSVKENGNNQLSMDFPVHLAIKYSLNMPVDQRSGLEPELTTSLVNRS 637

Query 121 NDNAAESGAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKDHINPNSDGLTVTIPEEIAQAFKIYNHVE 180
—-D++-E+-AQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKD-I+PNSDGLTVIP-EI+QAFKIYN--E
Sbjct 638 GDDSTENIAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKDKIDPNSDGLTVTIPSEISQAFKIYNSDE 697

Query 181 LOQADKKYTAYNIP 193
L-A+K+YTAYNIP
Sbjct 698 LLANKQYTAYNIP 710

>047_(L. parafarraginis 12P reverse)
GTGCATAGACGAGGGATGTTGGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGATTGTAAA
TCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTGATCT
TTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGAATAATTGGGTTG
CGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGT
TGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTT
AATTGATTATTTCCATGTTCTTTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAA
ATGACGATTGGCGTTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTT
GTAACAAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCA
TTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGG
ATCCCCCATT

emb|FN662554.1| Lactobacillus hilgardii gtf gene for glucosyltransferase, strain TMW 1.828
Length = 6719

Score = 387 bits (428), Expect = 7 « 10719

Identities = 441/592 (74%), Gaps = 0/592 (0%)

Strand = Plus/Minus

Query 23 TATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGATTGTAAATCTTAAAGGCTTGT 82

FEorrrrrrrr bt 1 FEErrr FEEEE bt el
Sbjct 2804 TAAGCGGTATATTGITTATTAGCTAATAATTCATCGGAGTTGTATATTTTAAAAGCCTGA 2745

Query 83 GCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTTGGATTAATGTGATCTTTAATA 142

LT A R e e R R
Sbjct 2744 CTTATTTCACTAGGGGTAACTGTCAATCCATCAGAATTAGGGTCAATTTTATCCTTAATA 2685

Query 143 ATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTICGCTATCATGCGCCCGAATAAAAGAATAATTGGGT 202

T e e I o e A O B B O e B B O O O R
Sbjct 2684 ATCTGTGCAATAACTGTCTGTACTTCACTATCATGTGCTCTTATAAATGAATAGTITTIGGT 2625



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

203

2624

263

2564

323

2504

383

2444

443

2384

503

2324

563

2264

TGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTAACTAAGCTGGTCGTCAGATTG

N FErr bttt N
TGTGCAATATTTTCGGTTGAATCATCACCAGACCGATTGACCAAACTAGTTGTTAATTICT

GCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAATGAGTATTTAAGCGCTAAGTGA

el e
GGTTCTAAGCCACTACGITGATCTACTGGCATATTTAATGAGTACTTAATAGCTAAATGA

ATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTTCTTTAACATAAGCTGCGTCACTG

R N R N
ACAGGGAAATCCATGGATAATTGATTATTTCCATTTTCTTTAACAGATGTTIGGATCATCG

CTCTCCCAGTCTITCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCGTTAGCATCGTTICTGATTAGTT

R R CEr ot et rrrer el
CTATTCCAATCTTCTAGTATTGATAAATGTTTATTAGCATTGGCATCATTITTGATTTGTT

CCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAACAAATCGGCATCAACATTATCG

R R R R
TTGTACGCATCCTTGCTATAATCAGCGGCTATTTGAAGCAAATCGGCATCTACATTATCA

ACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAATCATTGCCAGCAATAGTTCCG

R e e e RN
ACGGCGTCTACTCGGTAACCATCGAAATTAGCACTTGAATCATTAGCAGTAATTGATCCA

ATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCCTGCACCACCGGAT 614

Frrrrerrreerrreer reeerre bt v rr et
ATATTCATCATATAATATAGCCAATTTAATTGTTCCGCTTGAACTACTGGAT 2213

>047aa_ (L. parafarraginis 12P)

91

262
2565
322
2505
382
2445
442
2385
502
2325
562

2265

MGDPVVQAEQLNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTNQNDANA

NRHLSILEDWESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANLTTSLVNRTNDNAAE

SGAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQIIKDHINPNSDGLTVTPEEIAQAFKIYNHVELQADKKYTAYQHPS

SMH

emb|CBJ19544.1| glucosyltransferase [Lactobacillus hilgardii]

Length = 1448

Score = 329 bits (844), Expect = 2 «» 107101
Identities = 161/203 (79%), Gaps = 0/203 (0%)
Positives = 177/203 (87%)

Query
Sbjct
Query

Sbjct

Query

Sbjct

3

510

63

570

123

630

DPVVQAEQLNWLYYMMNIGTIAGNDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIAGDYFKAAYGTN
+PVVQAEQLNWLYYMMNIG+I—-—-NDSSANFDGYRVDAVDNVDADLLQIA-DY-K-AY-TN
NPVVQAEQLNWLYYMMNIGSITANDSSANEDGYRVDAVDNVDADLLQTAADYSKDAYKTN

ONDANANRHLSILEDWESSDAAYVKEHGNNQLTMDFPIHLALKYSLNTPLGQRSNLEANL
ONDANAN+HLSILEDW-S-D-—--VKE+GNNQL+MDFP+HLA+KYSLN-P+-QRS-LE--L
ONDANANKHLSILEDWNSDDPTSVKENGNNQLSMDEPVHLAIKYSLNMPVDQRSGLEPEL

TTSLVNRTNDNAAESGAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQITIKDHINPNSDGLTVTPEEIAQA
TTSLVNR+-D++-E+-AQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQITIKD-I+PNSDGLTVTP-EI+QA
TTSLVNRSGDDSTENIAQPNYSFIRAHDSEVQTVIAQITKDKIDPNSDGLTVTPSEISQA

62

569

122

629

182

689



Query 183 FKIYNHVELQADKKYTAYQHPSS 205
FKIYN--EL-A+K+YTAY--PSS
Sbjct 690 FKIYNSDELLANKQYTAYNIPSS 712

>Comp_ (L. Kefiranofaciens 1P3 reverse)_(L. satsumensis 10P reverse)

Length = 621 (L. Kefiranofaciens 1P3 reverse), Length = 621 (L. satsumensis 10P
reverse)

Score = 1112 bits (1232), Expect = 0.0

Identities = 619/621 (99%), Gaps = 0/621 (0%)

Strand = Plus/Plus

Query 1 GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGTCAAGA 60

T T A I O A A B O
Sbjct 1 GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGA 60

Query 61 TTGTAAATCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTT 120

Frrrrrrrrrrrerrrrerrr e e e et e e e e e e e
Sbjct 61  TTGTAAATCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTT 120

Query 121 GGATTAATGTGATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCC 180

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrr e e e
Sbjct 121 GGATTAATGIGATCTTTAATAATCTGIGCAATAACGGTCTIGGACCTCGCTATCATGCGCC 180

Query 181 CGAATAAAAGAATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTA 240

Crrrrrrrrrerrrerrrrerrrrrerrrr et et e e
Sbjct 181 CGAATAAAAGAATAATTGGGTTGCGCTCCGCTITTCAGCTGCATTATCATTITGTACGATTA 240

Query 241 ACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTIGGCGTATTCAAT 300

Frrrrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et e e e e e
Sbjct 241 ACTAAGCTIGGTCGTCAGATIGGCTTCTAAGITGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAAT 300

Query 301 GAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTTCT 360

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 301 GAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTITCT 360

Query 361 TTAACATAAGCTGCGTCACTGCTICTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCG 420

Crrrrrrrrrerrrerrrrerrrrrerrr e et e e e
Sbjct 361 TTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCG 420

Query 421 TTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTIGCAATTTGTAAC 480

treeerrrrrrrrrrreerrrrrrrrrr e rr e e e
Sbjct 421 TTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAAC 480

Query 481 AAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTITGGCACTTGAA 540

Lrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrerrrrrrrr et e e e
Sbjct 481 AAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAA 540

Query 541 TCATTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCC 600

Frerrrrrrrrrerrrrrrrr e et e et e e e e e e
Sbjct 541 TCATTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCC 600

Query 601 TGCACCACCGGATCCCCAATT 621

FEEEEEErrrr et
Sbjct 601 TGCACCACCGGATCCCCAATT 621
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>Comp_ (L. satsumensis 10P reverse)_ (L. satsumensis 10P2 reverse)

Length = 621 (L. satsumensis 10P reverse), Length = 621 (L. satsumensis 10P2 reverse)
Score = 1147 bits (621), Expect = 0.0

Identities = 621/621 (100%), Gaps = 0/621 (0%)

Strand = Plus/Plus

Query 1 GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGA 60

Frerrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et e e e e e e
Sbjct 1 GTGCATAGACGAGGGATGTTGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATGA 60

Query 61 TTGTAAATCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTT 120

Frrrrrrrrrrrerrrrerrr e e e et e e e e e e e
Sbjct 61  TTGTAAATCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTTT 120

Query 121 GGATTAATGTGATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCC 180

Crrrrrrrrrerrrerrrrerrrrrerrrrrrrr et et
Sbjct 121 GGATTAATGTGATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGCC 180

Query 181 CGAATAAAAGAATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTA 240

Frerrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et e e e e e e
Sbjct 181 CGAATAAAAGAATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATTA 240

Query 241 ACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTIGGCGTATTCAAT 300

Frerrrrrrrrrerrrrerrr e et e et e e e e e
Sbjct 241 ACTAAGCTIGGTCGTCAGATIGGCTTCTAAGITGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAAT 300

Query 301 GAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTITAATTGATTATTTCCATGTTCT 360

Crrrrrrrrrerrrerrrrerrrrrerrrr et et e e
Sbjct 301 GAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTITCCATGTTCT 360

Query 361 TTAACATAAGCTGCGTCACTGCTICTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCG 420

Frrrrrrrrrrrerrrrrrrr e et e et e e e e e
Sbjct 361 TTAACATAAGCTGCGTICACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGCG 420

Query 421 TTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTIGCAATTTGTAAC 480

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 421 TTAGCATCGITCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTITGTAAC 480

Query 481 AAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTITGGCACTTGAA 540

Crrrrrrrrrerrrerrrrerrrrrerrr e et e e e
Sbjct 481 AAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGAA 540

Query 541 TCATTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTITCAGCTGTTCTGCC 600

Frrrrrrrrrrrerrrrrrrr e et e et e e e e e e
Sbjct 541 TCATTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTGCC 600

Query 601 TGCACCACCGGATCCCCAATT 621

FEETEEEr e
Sbjct 601 TGCACCACCGGATCCCCAATT 621

>Comp_ (L. satsumensis 10P2 reverse)_ ( L. parafarraginis 12P reverse)

Length = 621 (L. satsumensis 10P2 reverse), Length = 622 (L. parafarraginis 12P
reverse)

Score = 1136 bits (615), Expect = 0.0

Identities = 620/622 (99%), Gaps = 1/622 (0%)

Strand = Plus/Plus



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

311

370

61

430

121

490

181

550

241

610

301

670

361

730

421

790

481

850

541

910

601

GTGCATAGACGAGGGATGTT-GTATGCGGTATACTTITTTATCAGCCTGTAATTCGACATG

Frrrrrrrrrrrerrrrerr rerrr e et e e e e e e e
GTGCATAGACGAGGGATGTTGGTATGCGGTATACTTTTTATCAGCCTGTAATTCGACATG

ATTGTAAATCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTT

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrer e rr e e
ATTGTAAATCTTAAAGGCTTGTGCAATTTCTTCAGGGGTCACGGTCAATCCGTCAGAGTT

TGGATTAATGTGATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGC

Frerrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et e e e e e e
TGGATTAATGIGATCTTTAATAATCTGTGCAATAACGGTCTGGACCTCGCTATCATGCGC

CCGAATAAAAGAATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATT

Frrrrrrrrrrrrrrrrerrr e et e et e e e e e e
CCGAATAAAAGAATAATTGGGTTGCGCTCCGCTTTCAGCTGCATTATCATTTGTACGATT

AACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAA

Frrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e
AACTAAGCTGGTCGTCAGATTGGCTTCTAAGTTGCTCCGCTGACCCAGTGGCGTATTCAA

TGAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATTGATTATTTCCATGTTC

Frerrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et e e e e e e
TGAGTATTTAAGCGCTAAGTGAATCGGAAAATCCATTGTTAATIGATTATTTCCATGTTC

TTTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTCTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGC

Frerrrrrrrrrerrrrerrr e et e et e e e e e
TTTAACATAAGCTGCGTCACTGCTCTCCCAGTICTTCTAGGATTGATAAATGACGATTGGC

GTTAGCATCGTTICTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAA

Frrerrrrrrrrrrrrrrrrerrrrr et e e e e e e e
GTTAGCATCGTTCTGATTAGTTCCATATGCAGCTTTAAAATAATCACCTGCAATTTGTAA

CAAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGA

Frrrrrrrrrrrerrrrrrrr e et e et e e e e e
CAAATCGGCATCAACATTATCGACTGCATCGACGCGATAACCATCAAAGTTGGCACTTGA

ATCATTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTCTIGC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e
ATCATTGCCAGCAATAGTTCCGATATTCATCATATAATACAGCCAGTTCAGCTGTTICTGC

CTGCACCACCGGATCCCCAATT 931

FEETEErrr et e
CTGCACCACCGGATCCCCCATT 622

369

60

429

120

489

180

549

240

609

300

669

360

729

420

789

480

849

540

909

600

94
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Apéndice B - Producdo de EPS em &gar sMRS contendo 8% de sacarose.
Visualizacao de colénias com aspecto viscoso.

Figura 25 - L. satsumensis 10P cultivado em agar sMRS.
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Figura 27 - L. mali 19U cultivado em &gar sMRS.
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Apéndice C - Andlise dos EPS por espectrometria de ressonancia magnética nuclear
unidirecional de 'H, realizado em D,O a 70°C. Os valores acima e abaixo do sinal

sao referentes ao deslocamento quimico expresso em ppm e a intensidade expresso

pela area respectivamente.
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Figura 28 - Espectros de 'H-RMN do EPS de L. kefiranofaciens 1P3.
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Figura 29 - Espectros de 'H-RMN do EPS de L. satsumensis 10P.
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Figura 30 - Espectros de "H-RMN do EPS de L. parafarraginis 12P.
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Figura 31 - Espectros de "H-RMN do EPS de L. mali 19U.



