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RESUMO

As bactérias probidticas usadas na producéao de produtos funcionais fermentados tém sido
investigadas quanto a suas capacidades de modular respostas inflamatorias em distdrbios
do trato gastrointestinais, como as doencas inflamatorias intestinais (DII) que causam
alteracdes irreversiveis na estrutura e funcao dos tecidos. A colite ulcerativa (UC), é a DIl
mais frequente na populacdo e é caracterizada por inflamacéo proeminente do célon
humano. Recentemente, a linhagem Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129
teve seu potencial anti-inflamatorio e de adesé&o in vitro as celulas intestinais ligados a
presenca de proteina S-layer B (SIpB). As proteinas da camada S ou S-layer proteins (Slp)
podem conferir caracteristicas especificas a espécie, como resisténcia alteracdes
ambientais e adesao a superficies (células e tecidos). Desta forma, afim de investigar o
papel da proteina SlpB, clonamos sua sequéncia no vetor pXIES-SEC. O sistema de
expressdo XIES ¢é induzido por xilose e tem como hospedeira a linhagem Lactococcus
lactis NCD0O2118, uma linhagem com propriedades probidticas. Ap6s a confirmacéo da
expressao da proteina, foram conduzidos ensaios in vitro, que apontaram um aumento da
tolerancia aos sais biliares e maior potencial de adesdo da linhagem recombinante. O
potencial probidtico de L. lactis NCD0O2118 abrigando pXYSEC:sIpB (L. lactis-SIpB)
foi entdo avaliado em um modelo murino de UC induzido por Dextrano Sulfato de Sodio
(DSS). Durante a UC, os camundongos que receberam L. lactis-SIpB exibiram uma
reducdo significativa dos sintomas de gravidade da colite, com perda de peso atenuada,
menor indice de atividade da doenca, encurtamento limitado do comprimento do co6lon e
pontuacdo histopatoldgica reduzida em comparagdo com o grupo DSS e o grupo controle
(L. lactis NCD0O2118 WT). Além disso, a administracdo de L. lactis-SIpB aumentou a
expressdo génica das proteinas de juncdo zo-1, cIn-1, cIn-5 e muc-2 no célon. L. lactis-
SlpB também aumentou a secregdo de IL10 e TGFp, e diminuiu os niveis de IL17, TNF
e IL12 no célon. Desta forma, este trabalho demonstra que L. lactis NCDO 2118
albergando a proteina SIpB recombinante, previne o processo inflamatério durante a
colite induzida por DSS em camundongos, evidenciando as propriedades anti-
inflamatdrias e imunomoduladoras da proteina SlpB, que associada a linhagem
demonstrou-se mostrou-se capaz de modular a inflamacéo.

Palavras chave: Clonagem; Proteinas recombinantes; Probiéticos; Proteina S-layer B;
Lactococcus lactis; Propionibacterium freudenreichii.



ABSTRACT

Probiotic bacteria used in the production of functional fermented products have been
investigated for their ability to modulate inflammatory responses in disorders of the
gastrointestinal tract, such as inflammatory bowel diseases (IBD) that cause irreversible
changes in the structure and function of tissues. Ulcerative colitis (UC) is the most
common IBD in the population and is characterized by prominent inflammation of the
human colon. Recently, the Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129 strain had
its anti-inflammatory potential and in vitro adhesion to intestinal cells linked to the
presence of S-layer B (SIpB) protein. S-layer proteins or S-layer proteins (Slp) can give
specific characteristics to the species, such as resistance to environmental changes and
adhesion to surfaces (cells and tissues). Thus, in order to investigate the role of the SIpB
protein, we clone its sequence in the pXIES-SEC vector. The XIES expression system is
induced by xylose and its host is the strain Lactococcus lactis NCDO2118, a strain with
probiotic properties. After confirming the protein expression, in vitro assays were
conducted, which showed an increase in tolerance to bile salts and greater adhesion
potential of the recombinant strain. The probiotic potential of L. lactis NCDO2118
harboring pXYSEC:sIpB (L. lactis-SIpB) was then evaluated in a murine UC model
induced by Dextran Sodium Sulphate (DSS). During UC, mice that received L. lactis-
SlpB exhibited a significant reduction in the symptoms of colitis severity, with attenuated
weight loss, lower disease activity index, limited shortening of the colon length and
reduced histopathological score compared to the DSS group and the control group (L.
lactis NCDO2118 WT). Also, the administration of L. lactis-SIpB increased the gene
expression of the zo-1, cIn-1, cIn-5 and muc-2 junction proteins in the colon. L. lactis-
SIpB also increased the secretion of IL10 and TGFp, and decreased the levels of 1L17,
TNF and IL12 in the colon. Thus, this work demonstrates that L. lactis NCDO 2118,
harboring the recombinant SIpB protein, prevents the inflammatory process during DSS-
induced colitis in mice, evidencing the anti-inflammatory and immunomodulatory
properties of the SIpB protein, which is associated with the strain proved to be capable of
modulating inflammation.

Keywords: Cloning; Recombinant proteins; Probiotics; S-layer protein B; Lactococcus
lactis; Propionibacterium freudenreichii.
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1. INTRODUCAO
1.1 Trato gastrointestinal e Microbiota

O trato gastrointestinal (TGI) dos mamiferos € um complexo sistema responsavel
pela digestdo e absorcao de alimentos. Este grande sistema se estende da boca ao anus, é
totalmente revestido por mucosa e colonizado por 100 trilhdes de microrganismos, entre
virus, fungos, protozoarios e bactérias, sendo estas as mais abundantes (VALDES et al.,
2018). Esta grande variedade de microrganismos constituem a microbiota intestinal, que
exerce um papel fundamental maturagéo e desenvolvimento de células imunolégicas, na
coleta e armazenamento de energia, além de participam também de vérias fungdes
metabolicas (CLEMENTE et al., 2012; PIWOWAREK et al., 2018). Juntos, o tecido
epitelial, a mucosa, que recobrem todo o TGI, e a microbiota, comp&e um sistema que
age na protecdo contra patdgenos, mantem a homeostase e evitam o aparecimento de
diversas patologias (MALOY; POWRIE, 2011; PETERSON; ARTIS, 2014).

O epitélio intestinal (do inglés Intestinal Epithelial Cell, IECS) (FIG. 1) é formado
por uma camada Unica de enterdcitos ligadas entre si por proteinas de juncdo
intercelulares em zonas de ocluséo (tight junctions) (PETERSON; ARTIS, 2014). Nele
estdo presentes outros tipos celulares como os linfdcitos intraepiteliais, as células M, as
células de Paneth e as células caliciformes (GARCIA-CARBONELL et al., 2019). As
células caliciformes sdo IECs especializadas e, por sua vez, sdo responsaveis pela
secrecdo de mucinas, que criam uma barreira de muco capazes de diminuir o contato entre
0s microrganismos luminais e a superficie das células epiteliais do intestino (HILL;
ARTIS, 2010). Células da lamina propria produzem Imunoglobulina A (IgA) e secretam
para 0 limen e compde 0 mecanismo protetor das mucosas, pois possui atividade
antimicrobiana para impedir que as bactérias ultrapassem a mucosa intestinal
(GROOTJANS et al., 2019).

A mucosa intestinal abriga também uma infinidade de microrganismos comensais
permitindo a sua manutencdo no interior do limen, a chamada microbiota, composta
majoritariamente  por  bactérias, principalmente  Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria e Bacteroidetes (THURSBY; JUGE, 2017). Em condi¢des normais, as
células do tecido epitelial intestinal indentificam os microrganismos comensais através

de componentes microbianos (MAMPSs, padrées moleculares associados a micrdbios),
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através de seus diferentes tipos de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs); e 0
tecido linfoide associado ao intestino gera tolerdncia para as bactérias comensais,
principalmente através da ac¢do de células T reguladoras (Treg) (GARCIA-CARBONELL
et al.,, 2019; HILL; ARTIS, 2010). Estes microrganismos comensais impedem o
estabelecimento de bactérias patogénicas e auxiliam na maturacdo de células
imunolégicas (ZHANG; WEN, 2021). Desta forma a alteragcdo da microbiota por fatores
como dieta, 0 uso de drogas, estresses ambientais e os fatores genéticos, podem levar a
um quadro de disbiose, caracterizado por perda da homeostase intestinal com reducéo da
diversidade microbiana (ZIELINSKA; KOLOZYN-KRAJEWSKA, 2018) e
consequentemente chegar a causar doencas gastrointestinais, como Colite Ulcerativa,
Doenca de Crohn (BASSO et al., 2019).

Small intestine Follicle-associated epithelium Colon

Commensal
bacteria

Enteroendocrine
cell

Stromal

Lerphoid ;
follicle @

cell ESC s ophage 5

Figura 1 — Representacdo da barreira epitelial intestinal. As células caliciformes secretoras e as células
de Paneth secretam muco e proteinas antimicrobianas (AMPs) para promover a exclusdo de bactérias da
superficie epitelial. A transcitose e a liberagdo luminal de IgA secretora (slgA) contribuem ainda mais para
essa funcdo de barreira. Células em micro dobras (células M) e células caliciformes medeiam o transporte
de antigenos luminais e bactérias vivas através da barreira epitelial para células dendriticas (DCs), e
macrdfagos residentes no intestino amostram o Iimen através de dendritos transepiteliais. (PETERSON;
ARTIS, 2014).

Contudo, algumas bactérias isoladas do trato gastrointestinal humano, que néo
chegam a coloniza-lo, mas podem constante transitar pelo TGI atraves da alimentacéo,
podem exercer efeitos benéficos ao hospedeiro (VOIDAROU et al., 2021). Estes
microrganismos conhecidos como probio6ticos pode alterar a diversidade microbiana,
aumentar a funcdo da barreira epitelial e modular as respostas imunes do hospedeiro.

Sendo exploradas hoje como importante recurso para reverter o quadro de disbiose em
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doencgas gastrointestinais (LIMKETKAI et al., 2020; GARCIA-CARBONELL et al.,
2019; PENG et al., 2020).

1.1.1 Doengas Inflamatorias Intestinais

Distarbios inflamatorios cronicos que afetam o TGI sdo denominados Doencas
Inflamatorias Intestinais (do inglés Inflammatory Bowel Diseases) (DII) e manifestam-se
em duas formas clinicas principais: a Doenca de Crohn (do inglés Crohn’s Disease, CD),
que pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal, e a Colite Ulcerativa (do inglés
Ulcerative Colitis, UC), que afeta proncipalmente a mucosa do célon (ZHENG; WEN,
2021). Trés fatores principais contribuem para a patogénese das DII: fatores genéticos, o
sistema imunolo6gico do hospedeiro e fatores ambientais, como a microbiota intestinal
(HILL; ARTIS, 2010). Os principais sintomas clinicos apresentados em comum pelas
duas idiopatias sdo: dor abdominal, diarreia, sangramento retal, mal-estar e perda de peso
(STEPANIUK et al., 2015).

Sabe-se que a disbiose desempenha um papel fundamental na patogénese pelas
Dlls acarretam numa mudanca significativa como a reducédo de 25% da microbiota, com
0 aumento de microrganismos patogénicos e a diminui¢cdo microrganismos benéficos
(CARVALHO; CARMO; JUNIOR, 2017), como demonstra a tabela 1. Estes mecanismos
ainda ndo sdo completamente compreendidos, o desequilibrio microbiano reduz os
agentes anti-inflamatérios cruciais e favorece o desenvolvimento da inflamacéo.
Entretanto, a inflamacé&o por si também contribui para o inicio de um ambiente disbiético.
Independente de qual fator desencadeia o desenvolvimento das DII, pode-se perceber que
ha uma forte interacdo sinérgica entre eles. Desta forma entdo, torna-se crucial o
desenvolvimente de terapias que estabelecam o equilibrio microbiano (BASSO et al.,
2019).

Os tratamentos convencionais para DIl baseiam-se em amenizar a inflamacéo e
suprimir a resposta imunoldgica intensificada com esterdides, tiopurinas e anticorpos
anti-fator de necrose tumoral. Porém, apesar da eficacia razoavel, estes tratamentos ainda
apresentam muitos efeitos colaterais (VEERAPPAN; BETTERIDGE; YOUNG, 2012).
Com o aumento dos casos e a falta de terapias seguras e eficazes, as DII tornaram-se um
problema de saude global (ANANTHAKRISHNAN, 2015). Desta forma, o tratamento
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com probidticos tem sido explorado como um recurso para tentar reverter a disbiose nas
DIl (LIMKETKAI et al., 2020; TAMAKI et al., 2016).

Tabela 1 - Mudangas na composi¢do da microbiota intestinal de pacientes com DI|.

Microrganismos Comen§a! (C) ou Colite Ulcerativa Doenga de
patogénico (P) Crohn

Verrucomicrobia C ! !
Bifidobacterium C ! l
Roseburia species C ! ?
Bacteroides C i 1
Firmicutes C ! !
Clostridium species C ! i
(clusters IV e XIVa)
Saccharomyces C ! !
cerevisiae
Pseudomonas P ! !
Proteobacteria P 1 1
Fusobacterium P 0 1
Ruminococcus P 1 1
gnavus
Candida albicans P 0 1

Fonte: (BASSO et al., 2019)

Contudo, os estudos que demonstram o uso de probi6ticos no modelo de Doenca
de Crohn ainda sdo limitados. J& foram utilizados linhagens como Lactobacillus
Rhamnosus GG e uma combinacdo de espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium
(VEERAPPAN; BETTERIDGE; YOUNG, 2012), mas devido ao tamanho pequeno das
amostras ainda é dificil obter conclus6es definitivas (LIMKETKAI et al., 2020).

Em contra partida, resultados promissores vem sendo apresentados no tratamento
de Colite Ulcerativa com linhagem probiédticas (BASSO et al., 2019). A microbiota
intestinal equilibrada e as respostas antiinflamatorias protetoras desempenham um papel
fundamental na melhoria da UC em pacientes tratados com VSL#3 uma mistura de
potente de oito diferentes linhagem probioticas: Bifidobacterium (B. breve, B. infantis
and B. longum), Lactobacillus (L. acidophilus, L. delbrueckii ssp. Bulgaricus, L. casel,
and L. plantarum) e Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (DHILLON; SINGH,
2020; CONNELL et al., 2018). Mas ainda estdo sendo desenvolvidos estudos para
amplificar a eficiéncia dos probioticos, através de linhagens recombinantes capazes de
expressar moléculas anti-inflamatorias (PECINI et al., 2020; CARVALHO et al., 2017;
CARVALHO et al., 2016; BRAAT et al., 2006).
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1.1.2 Colite

Estudos vem sendo desenvolvidos com modelos de colite murino para avaliar as
caracteristicas fisioldgicas da doenga e as possiveis formas de tratamento. O modelo de
colite in DSS foi originalmente descrito por Okayasu e colaboradores (1990) e tornou-se
um dos principais modelos utilizados atualmente, pois induz facilmente a inflamacao e
desenvolve a colite aguda semelhando a UC humana. Na colite os sinais patoldgicos séo
evidentes, ocorre perda de peso, sangramento retal, diarreia, encurtamento do célon e
destruicdo da camada epitelial. Ha também a presenca do infiltrado inflamatdrio
composto por neutrofilos e eosinéfilos, além da destruicdo do conteldo de mucina,
causado pelo DSS, aumentando a exposi¢cdo a antigenos presentes no limen intestinal
(KUSHKEVYCH; MONIKA, 2021).

1.2 Probiéticos

O termo probidtico foi utilizado pela primeira vez em 1965, pelos pesquisadores
Lilly e Stillwell, que utilizaram o termo para definir microrganismos que tiveram efeitos
positivos no crescimento do outros microrganismos (LILLY; STILLWELL, 1965).
Entretanto, foi somente no inicio do século 20 que os pesquisadores sugeriram que a flora
intestinal poderia ser alterada com bactérias benéficas substituindo outros patégenos e
levando ao conceito de probidtico conhecido hoje (MARCO et al., 2021). Atualmente, 0s
probioticos sdo definidos pela Organizacdao Mundial da Satude (OMS) e reconhecido pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) como “micro-organismo vivo que,
qguando administrado em quantidades adequadas, confere um beneficio a salde do
individuo” (ANVISA, 2018).

Os microrganismos probioticos podem ser encontrados nos mais diversos tipos de
ambiente, sendo mais comumente encontrados em produtos lacteos, como queijos e leites
fermentados, mas também presentes em alimentos ndo lacteos. Além disso, sdo
fundamentalmente encontrados no trato gastrointestinal, sendo a microbiota intestinal
composta por trilhdes de bactérias (REZAC et al., 2018)

Diversos estudos ja demonstraram a importancia e o papel dos probioticos na
manutencdo da salde humana, possuindo atividade antimicrobiana, efeitos imunoldgicos

(efeito adjuvante, expressdo de citocinas e IgA secretorio), influéncia em atividades
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enzimaticas e entrega de enzimas, e principalmente, atuam na estimulacdo da funcdo da
barreira epitelial (HEALTH, 2017; PENG et al., 2020).

Com isso, nas duas Ultimas décadas foi possivel observar um avango exponencial
de publicacdes na area, demonstrando um grande interesse cientifico, mercadolégico e
biotecnoldgico de novas linhagens probidticas (LEE et al., 2018; LIU et al., 2021). No
Brasil,a ANVISA é responsavel por certificar a seguridade e eficacia de novas linhagens
probiodticas, seguindo as indicacdes Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacéo e
Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO)
determinaram trés critérios como fundamentais: Comprovacdo da identidade,
comprovacao da seguranca e comprovacdo do beneficio (FAO et al., 2002; ANVISA,
2019).

Os probidticos podem ser pertencer a diferentes géneros de bactérias, sendo mais
populares Bifidobacterium e Lactobacillus. Porém, além das bactérias do género
Lactobacillus, outras bactérias lacticas (BL) tem se destacado como probidticas. Compde
também esse grupo bactérias dos géneros Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus,
Streptococcus e Weissella, sendo Lactobacillus ssp, Streptococcus ssp, Lactococcus ssp.

as espécies mais amplamente estudas (MOKOENA, 2017).

Linhagens de bactérias lacticas tém uma longa histéria de uso seguro, e tem sido
consumidas diariamante desde que os humanos comecaram a se alimentar de leite
fermentado. Algumas linhagens pertencentes ao grupo das bactérias laticas possuem o
status GRAS, ou seja, séo reconhecidas pelo Food and Drug Administration (FDA) como
Geralmente Reconhecidos como Seguros (Generally Recognized As Safe - GRAS)
(SOCCOL et al., 2013). Entretanto, outros microrganismos ndo pertencentes ao grupo
das BL também possuem o status GRAS, como Propionibacterium freudenreichii, que é
amplamente utilizada em produtos lacteos (COUSIN et al., 2010; RABAH et al., 2020).

1.3 Propionibacteria

As propionibacterias foram descritas no final do século 19 por E. von
Freudenreich e S. Orla-Jensen, quando estudavam a fermentagédo do &cido propidnico no
queijo Emmental. O género hoje conhecido por Propionibacterium € composto por
Actinobactérias Gram-positivas, em formato de bastonetes pleomorficos, néo

esporulantes, sem motilidade e possuem alto teor de contetdo G + C. As bactéria deste
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género sdo anaerobicas a aerotolerantes e geralmente catalase positivo (COUSIN et al.,
2011). A princiapal caracteristica, que deu nome ao género, é a capacidade de produzir
acido propibnico através da via de fermentacdo envolve o ciclo Wood-Werkmann
(WOOD et al., 1981) (FIG. 2).

Piruvato

Oxaloacetato

|

Malato

Ciclo de Wood-Werkman

S-Metilmalonil-CoA l
Fumarato
R-Metilmalonil-CoA 1

X Succinato
Propionil-CoA Succinil-CoA

Propionato

Figura 2 - Ciclo de Wood-Werkman utilizado pelas Propionibacterium spp. para producéo de cido
propibnico (ASSIS, 2019).

As bactérias do género Propionibacterium podem ser classificadas como
propionibacteria lacteas ou cutaneas, com base em seus habitat de origem. As
propionibacterias cutaneas sdo encontradas principalmente na pele, como P. avidum, P.
granulosum e P. acnes, responsavel por acnes cutaneos (BARNARD et al., 2020). Ja as
propionibacteria lacteas, como P. freudenreichii e P. acidipropionici sdo encontradas
principalmente em queijos e produtos lacteos (RABAH; DO CARMO; JAN, 2017).

Propionibactérias lacteas sdo comumente usadas como culturas iniciais na
indUstria de laticinios. E a longa utilizacdo de P. freudenreichii em queijos tipo Suico,
garantiu a esta linhagem os status GRAS de seguranca. Devido a sua seguridade e
aplicabilidade em produtos lacteros, as propionibacterias lacteas tem chamado atencéo
como potencias probidticos (FALENTIN et al., 2010), apoiados em alguns estudos
iniciais que demonstraram que a linhagem P. freudenreichii é capaz de produzir &cido
1,4-dihidroxi-2-naftéico (DHNA), um composto que estimula o crescimento de
Bifidobactérias, sendo estas benéficas a saude humana (FUKUMOTO et al., 2014).
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1.3.1 Propionibacterium freudenreichii

A linhagem Propionibacterium freudenreichii faz parte do grupo de
propionibacterias laticas e tem ganhado destaque como potencial probiotico, depois que
estudos demostraram caracteristicas primissoras, como a producao de acidos graxos de
cadeia curta e &cido linoléico conjugado, além de produzir vitamina B12 em escala
industrial (DEPTULA et al., 2017; THIERRY et al., 2011).

Propionibacterium freudenreichii demostrou-se tolerante aos estresses acidos e
de sais biliares, alem de boa ades&o a celulas epiteliais, contribuindo para a persisténcia
no hospedeiro, e propriedades imunomoduladoras (RABAH; DO CARMO; JAN, 2017).
Além disso, em estudos recentes de Colliou e colaboradores (2017), foi identificada P.
freudenreichii na microbiota de recém nascidos que consumiam leite materno, indicando

a possivel capacidade da mesma de colonizar o trato grastro-intestinal humano.

As propriedades imunomoduladoras da linhagem P. freudenreichii ja foram
eficientemente desmontradas em modelos de doencas inflamatorias intestinais (DII)
(FOLIGNE et al., 2010; MA; YEOM; LIM, 2020; RABAH et al., 2020) e em modelo de
mucosite (DO CARMO et al.,, 2020; CORDEIRO et al., 2018). As propriedades
probidticas de P. freudenreichii estdo diretamenta ligadas a presenca de proteinas da
camada superficial, as chamadas proteinas da camada S (Surface Layer Proteins), como
demostra o estudo de Do Carmo e colaboradores (2018), onde a mutag&o da proteina SlpB
presente na superficie da linhagem probiédtica Propionibacterium freudenreichii CIRM-
BIA 129, foi capaz de alterar suas propriedades fisico-quimicas, capacidade de

sobrevivéncia a estresses, proteoma da superficie e da célula inteira.

Ao todo foram identificadas cinco diferentes tipos de proteina de superficie de P.
freudenreichii, através da extracdo com Cloreto de Guanidina, sendo estas as proteinas
SIpA, SIpB, SIpE, Internalina A (Inl A) e LspA (Large surface protein A) (MARECHAL
et al., 2014). Entretanto, as diferentes linhagens de P. freudenreichii podem apresentar
uma variacao entre as a expressao destas proteinas, como por exemplo, as linhagens P.
freudenreichii CIRM-BIA 118 e CIRM-BIA 508, apresentam uma camada de superficie
composta por SIpA (FIG. 3), contudo, a proteina SIpB é a principal proteina de superficie
em P. freudenreichii CIRM BIA 129 (DO CARMO et al., 2018).
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Figura 3 - P. freudenreichii CIRM-BIA 118 coberta por uma camada superficial mais externa (A)
gue é removida por extracao usando Cloreto de Guanidina (B). As setas vermelhas indicam a membrana
(M), a parede celular (CW) e a camada S (S). Adaptado de Le Maréchal et al. (2014).

1.4 Proteinas de superficie

As camadas S ¢ formada por um conjunto de proteinas, conhecidas como
proteinas da camada S (SLPs), que se auto-organizam para formar uma matriz na
superficie da célular. Estas proteinas estdo ligadas ndo covalentemente a superficie
celular, em forma de arranjo paracristalino (COUSIN et al., 2010). Esta rede de proteinas
formando uma monocamada macromolecular externa foi identificada pela primeira vez
em Spirillum sp. por Houwink em 1953 (HOUWINK, 1953).

A SLPs possuem um peso molecular que varia de 25 a 200 kDa e sdo tipicamente
ricos em aminoacidos acidos e hidrofébicos exibindo um ponto isoelétrico geralmente
baixo (pl) e ja foram identificadas em Archeas, bactérias Gram-Positivas e bactérias
Gram-Negativas (DO CARMO et al., 2018). A camada S formada por elas pode exibir
uma espessura de 5-25nm, sdo altamente porosas e pode ser organizada em diferentes
simetrias: simetria obliqua (pl, p2), tetragonal (p4) ou hexagonal (p3, p6) (FIG. 4)
(KLINGL, 2014). A ancoragem néo covalente das SLPs aos polimeros secundérios da
parece celular (SCWP) podem correr de trés maneiras: trés dominios SLH (S-layer
homology domain) podem dobrar em um pseudo-trimero e cooperar na ligagdo a SCWPs,
como acontece na maioria das espécies de Bacillus e Propionibacterium freudenreichii;
outro mecanismo de ancoragem conservado é mediado por trés médulos de dominio de
ligagdo da parede celular 2 (CWB2), encontrado em muitas espécies de Clostridium, e
ligacdo a compostos da parede celular que ainda nédo estdo totalmente elucidados; ou a
ligacdo pode ocorrer através de CWBD conservado, que pode ser C-terminal (L.
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acidophilus, L. crispatus) ou N-terminal (L. brevis), enquanto a parte oposta da proteina,

mais varidvel, estd envolvida na automontagem. (DO CARMO et al., 2018).

Figura 4 - Disposico das subunidades da camada S organizadas na simetria obliqua (pl, p2),
tetragonal (p4) ou hexagonal (p3, p6). Adaptado de KLINGL (2014).

As Slp’s podem ser extraidas utilizando agentes caotropicos, capazes de decompor
0 desdobramento de proteinas e transformando-as em suas cadeias polipeptidicas
originais, como Cloreto de Guanidina e Cloreto de Litio (KOVAL; MURRAY, 1984).
Esses agentes também podem extrair outras proteinas, tanto associadas a estrutura da
camada S, quanto ancoradas a parede celular por meio de dominios de interacdo nédo
covalentes. Essas proteinas incluem CWBDs ou dominios SLH (DO CARMO et al.,
2018)

Estas proteinas estdo envolvidas em fungdes cruciais nas bactérias, como
manutencdo da forma celular, atividades enzimaéticas, contribuicdo para a adesdo,
coagregacdo, fatores de viruléncia, transporte de moléculas, mascaramento de receptores
para fagos, e até mesmo na protecdo contra tensdes ambientais e imunomodulacdo de
células imunes intestinais (RABAH; DO CARMO; JAN, 2017; HYNONEN; PALVA,
2013)

1.4.1 Propionibacterium freudenreichii 129 Surface layer protein B (SIpB)

A proteina B de camada S (SIpB) (FIG. 5), € uma proteina de 56 kDa, que
apresenta trés dominios SLH (S-layer homology) em seu dominio C-terminal e como dito
anteriormente € a principal proteina de superficie extraivel da linhagem probidtica P.
freudenreichii 129 (MARECHAL et al., 2014). Sua presenca também ja foi detectada
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em outras linhagens de P. freudenreichii (CIRM 118 e 122) e em linhagens do género
Lactobacillus ssp. como, L. brevis ATCC14869, L. acidophilus e L. buchneri CD034
(WAKAI ET AL., 2021; DEUTSCH ET AL., 2017; ANZENGRUBER ET AL., 2014;
JAKAVA-VILJANEN et al., 2002).

SIpB

-
.

100 200 300 400 500 556

@ Dominio de homologia da camada S
@R Peptideo sinal

Dominio de Preniltransferase

Figura 5 - Dominios funcionais previstos na proteina de superficie SlpB de P. freudenreichii. A
proteina B de camada S (SIpB) exibe trés dominios SLH conservados no terminal C, permitindo a interacéo
com parede celular de peptidoglicano. Figura adaptada de DO CARMO et al (2018).

Embora sua presenca seja identificada em varias linhagens, como as citadas
anteriormente, as propriedades da proteina SIpB comecaram a ser exploradas ha pouco
tempo. Primeiramente, DEUTSCH e colaboradores (2017) demonstraram que as
proteinas SlpB e SIpE de P. freudenreichii 129 contribuem para a propriedade anti-
inflamatdria da linhagem, demonstrando através da inativacdo deste genes em P.
freudenreichii CIRM 129, leva ha uma diminuicdo dos niveis da citocina IL-10.
Posteriormente, também através da inativacdo do gene slpB de P. freudenreichii 129, Do
Carmo e colaboradores conduziram uma série de estudos e demonstraram que: a linhagem
probidtica tem sua capacidade de adesdo a células HT-29 comprometida com a auséncia
da proteina SIpB; a auséncia da proteina impacta nao apenas a superficie, mas em toda a
protedmica da célula, aléem de alterar também a capacidade de sobrevivéncia a ambientes
hostis e caracteristica fisico-quimicas; e em modelo murino de mucosite confirmou-se o
papel fundamental do SlpB frente ao potencial probiotico de P. freudenreichii (CARMO
etal., 2017, 2018, 2020).

1.5 Lactococcus lactis

As bactérias lacticas (BL) compGe um grande grupo de bactérias microaerofilos,
ndo esporulantes e ndo madveis e capazes de converterem agucares (hexoses) em acido
lactico (CAVANAGH et al, 2015; MOKOENA, 2017). Sdo amplamente implementadas
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na fermentacdo de varios produtos alimenticios, principalmente queijos e iogurtes
(DONOHUE et al., 2012); e incluem uma grande variedade de espécies probioticas como
Lactobacillus brevis, L. bulgaricus, L. plantarum, L. rhamnosus, L. casei, L. helveticus,
L. salivarius, L. reuteri, L. johnsonii, L. fermentum, e L. acidophilus (ZIELINSKA,;
SIONEK; KOLOHYN-KRAJEWSKA, 2018).

O grupo de bactérias laticas sdo amplamente conhecido entre os probidticos pois
contribuem com a homeostase da microbiota, através do lactato, acido acético, peréxido
de hidrogénio, dioxido de carbono e bacteriocinas produzidos a partir de sua fermentacao.
Além disso, as BL possuem pH 6timo de crescimento entre 3,5 e 6,5, apresentando uma
boa capacidade de sobrevivéncia ao pH &cido do estdbmago, o que confere a elas uma
vantajosa caracteristica para sobreviver ao longo do trato gastrointestinal (BARLA et al.,
2016)

As bactérias da espécie Lactococcus lactis compde um grupo de grande
importancia, pois sdo as mais bem caracterizadas dente as BL. Estes microrganismos
possuem status “GRAS”, sdo de facil manipulagdo e como foi a primeira BL a ter seu
genoma sequenciado, hoje possui grande numero de ferramentas genéticas compativeis
com sucesso, como sistemas de clonagem e expressdo com opcdes personalizaveis,
tornaram-se um modelo desejavel (SONG et al., 2017; PONTES et al., 2011; LOIR et
al., 2005).

L. lactis foi originalmente descrita em 1919 por Orla and Jensen e apesar da
associacdo comum da espécie com laticinios, a bactéria foi originalmente isolada de
plantas (CARR et al., 2017). Possuem o formato de cocos e sdo divididos em duas
subespécies L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris (SCHLEIFER et al., 1985).
L. lactis subsp. lactis NCDO 2118, a linhagem de interesse utilizada neste estudo, foi
isolada de ervilhas congeladas, é produtora de acido gama-aminobutirico (GABA) e,
recentemente, suas propriedades probidticas vem sendo exploradas (OLIVEIRA et al,
2017; MAZZOLI et al., 2010).

LUERCE e colaboradores (2014) demonstraram que L. lactis NCDO 2118 possui
atividade anti-inflamatoria em uma cultura in vitro de células epiteliais intestinais (IECs)
e em modelo de colite cronica induzida por DSS. Contudo, a linhagem vem sendo
intensamente utilizada para a producdo de proteinas heterélogas (PECINI et al., 2020;
CARVALHO et al., 2017).
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1.5.1 Utilizacéo para expressao de proteinas

Cada vez mais espécies como L. lactis estdo sendo modificadas através de
engenharia genética, utilizando ferramentas para clonagem, afim de expressar proteinas
heter6logas de interesse, especialmente proteinas com propriedades anti-inflamatorias
(CARVALHO et al., 2017).

A espécie L. lactis dentre as outras tem chamado atengdo e despertado grande
interesse biotecnoldgico, pois ndo produzem endotoxinas, LPS ou qualquer outro produto
metabolico toxico (LEBLANC et al., 2015) e apresentam poucas proteinas secretadas,
sendo que apenas a proteina Usp45 (Unknown Secreted Protein of 45kDa) é secretada em
quantidades suficientes para ser detectada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(MIYOSHI et al., 2004; VAN ASSELDONK et al., 1990).

Para obter elevados niveis de expressao e de enderecamento celular em diferentes
localizages celulares s&o utilizados plasmideos que possui uma constituicéo béasica (FIG.
6): (i) origem de replicac&o, (ii) marcador de sele¢do (gene de resisténcia a antibiotico),
(iii) sitio de clonagem multipla e (iv) um promotor de expressdo funcional em procariotos
(LE LOIR, 2001).

gene de
resisténcia a
promotor -~ antibidtico
sitio de
restricao -
— . origemde
inserto replicagdo
sitio de
restrigao

Figura 6 - Modelo de vetor de expressdo. Constituicdo basica de um plasmideo para a expressao de
determinado gene.

O sistema de expressdo mais bem caracterizado e o mais utilizado em L. lactis é
o sistema NICE (Nisin Controlled Expression System) induzido pela bacteriocina nisina
(MOHSENI et al., 2017). A nisina é um peptideo antibacteriano produzido naturalmente

por algumas linhagens de L. lactis e utilizado como conservante de alimentos
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(GHARSALLAOUI et al., 2016). O sistema NICE utiliza o promotor PnisA e dos genes
regulatorios nisRK (DE RUIYTER et al., 1996) e devido as suas poderosas caracteristicas
de inducdo, este sistema pode ser transferido com sucesso para outras bactérias Gram-
positivas, permitindo o estabelecimento da expressdo génica regulada onde nédo existia
até entdo (WANG; ZENG, 2014).

Entretanto, cada bactéria apresenta diferentes variacdes na sensibilidade a nisina,
0 que demonstrou a necessidade de desenvolvimento de novos sistemas de expressao,
independentes da nisina (TAVARES et al., 2020). Sendo assim, varios sistemas de
expressdo e de enderecamento celular de proteinas heter6logas em bacteroas lacticas
foram desenvolvidos, como o sistema de expressdo controlada induzivel por estresse
(SICE), com base no uso do promotor do operon groESL da proteina de choque térmico
(pGroESL) de L. lactis (BENBOUZIANE et al.,2013); o sistema de expressao heterdloga
dirigida por PZqitR (LIull; Poquet, 2004), baseado no promotor PZn e no repressor ZitR
do operon zit L. lactis (zitRSQP), que esta envolvido na regulacdo do zinco; Zirex, é outro
sistema de expressdo indutivel por zinco, é baseado na proteina reguladora SczA e no
promotor Pe.cp de Streptococcus pneumoniae D39 (Mu et al., 2013); ACE - Sistema de
Expresséo Controlada de Agmatina, baseado na expressao do operon AGDI de L. lactis
subsp. cremoris CECT 8666 (Linares et al., 2015). E finalmente o XIES, sistema de
expressao induzido por xilose, este sistema foi escolhido para ser utilizado neste trabalho
e possui boas caracteristicas para se trabalhar pois é totalmente seguro, de facil
manipulagdo e menos dispendioso (LE LOIR et al., 2001; MIYOSHI et al., 2004a).

1.5.2 XIES

O sistema de expressdo e de enderecamento proteico XIES (Xylose-Inducible
Expression System) foi desenvolvido por Miyoshi e colaboradores (2004) (FIG. 7), com
a intensdo de se obter um sistema de producdo controlada para direcionar proteinas
heterologas ao citoplasma ou meio extracelular para L. lactis NCDO2118. Este sistema
utiliza o promotor PxyIT que é altamente indutivel por xilose e é fortemente reprimido na
presenca de agucares transportados por PTS (phosphotransferase system), como glicose,
frutose e manose. O promotor PxylT é combinado com o sitio de ligagéo ao ribossomo
(RBS), o gene da nuclease de Staphylococcus aureus (NUC) como reporter, e 0 peptideo
sinal (SP) da proteina secretada de Lactococcus, Usp45, apenas para o sistema secretor.

Desta foram formados dois sistemas de expressdo, um para expressao citoplasmatica, o
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vetor pXYCYT:nuc, e outro sistema contendo o peptidio sinal para obter a proteina

secretada para o meio extracelular, o vetor pXYSEC:nuc (MIYOSHI et al., 2004a).

A pPXYSEC:nuc (Nuclease secretada)

T
I ny.“l" r bsuspds Spusp45 nucB

B pXYCYT:.nuc (Nuclease citoplasmatica)

T
Cm' EPW,T bS5 NUCB

Figura 7 - Representacao esquematica do vetor de expressdo induzivel por xilose para a producao (a)
extracelular de Nuc e (b) intracelular de Nuc. Pxyr: promotor indutivel por Xilose; RBSuspss: sitio de
ligagdo ao ribossomo de usp45; nucB: sequéncia de codificacdo nucB de S. aureus; Cmr: resisténcia ao
cloranfenicol; T: terminador transcricional do gene xylX (fora da escala). Adaptado de MIYOSHI et al.
(2004b).

Desta forma, o sistema XIES, na presenca de xilose, demonstrou-se tdo eficiente
quanto o sistema NICE com elevados niveis de producdo da proteina Nuc, além de ser
facilmente manipulavel, pois permite “ligar ou desligar” a expressao do gene de interesse

pela simples adicdo de xilose ou glicose, respectivamente (LEITE, 2014).

Desde seu desenvolvimento o XIES ja foi utilizado para producéo enterotoxina B
atenuada de estafilococos, para posteriormente ser utilizada como vacina (ASENSI et al.,
2013), producdo da proteina Hsp65 (PECINI et al., 2020), da interleucina 10 (DEL
CARMEN et al., 2012) e da enzima 15 Lipoxigenase-1 (CARVALHO et al., 2016). O
XIES chegou também a ser utilizado por HOLLMANN e colaboradores (2012) para
expressar a proteina de superficie SIpA de Lactobacillus brevis demonstrando a

vesatilidade e eficicia do sistema.

A linhagem probiotica, L. lactis NCDO2118, selecionada para este trabalho,
apresentou bons resultados no modelo de colite, sendo capaz de atenuar a inflamacao,
diminuindo a pontuacdo dos scores histolégico e macroscopicos, além de aumentar a
secrecgéo da citocina IL-10 e diminuir a secre¢do de TNF (LUERCE et al., 2014). Devido
a capacidade de expressar proteinas recombinantes, L. lactis geneticamente modificadas

estdo sendo utilizadas para aprimorar os efeitos probioticos da linhagem no tratamento da
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colite. Foram testadas no modelo murino de colite linhagens recombinantes de L. lactis
expressando enzimas antioxidantes, como a catalase (ROCHAT et al., 2007), enzima 15
Lipoxigenase-1(15-LOX-1) (CARVALHO et al.,, 2016), citocinas 1L-10 (DEL
CARMEN et al., 2012) e IL-27 (HANSON et al., 2014), nanocorpos neutralizantes de
TNF utilizados como proteinas terapéuticas (VANDENBROUCKE et al., 2010), foram
secretados também por L. lactis, fatores trevo (TFF - Trefoil Factor Family), um produto
de células produtoras de mucina (CALUWAERTS et al., 2010), inibidor da protease do
leucdcito secretor (BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2015) e também a proteina Hsp65
(GOMES-SANTOS et al., 2017), e em todos estes casos foram demonstrados sinais de
atenuacédo dos efeitos da colite. Finalmente, a combinacdo do modelo de colite, com a
expressdo em L. lactis demonstou no estudo CAl et al., 2018 um eficaz mecanismo para

estudo das propriedades na proteina SIpA no contexto inflamatério.

Desta forma, com tantos indicios apontando L. lactis como um bom modelo para
expressdo de proteinas heterdlogas, ja bem caracterizada em modelo murino de colite,
esta se torna um bom veiculo para clonagem e expressdo da proteina SlpB, para que
possam ser avaliados os efeitos desta proteina fora de seu organismo de origem e

indenficidadas suas principais caracteristicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Os probioticos vem sendo hoje aplicados como um tratamento alternativo e/ou
adjuvante em diversos cenarios. A influéncia benéfica dos probioticos sobre a microbiota
intestinal humana inclui fatores como efeitos antagbnicos, competicdo e efeitos
imunologicos (MARTA; SAAD, 2006). Alem disso, as funcdes de protecdo estdo
conectadas com o efeito de barreira e protecdo contra patdgenos (REZAC et al., 2018).

Nesse contexto, a linhagem P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (Pf 129) vem
apresentando um grande potencial probidtico nas doencas inflamatdrias intestinais
(RABAH; DO CARMO; JAN, 2017). Estudos apontam que a atividade
imunomoduladora, confirmado in vitro e in vivo, através da capacidade da linhagem de
reduzir danos da colite induzida quimicamente em camundongos, esta correlacionada a
grande quantidade da proteina de superficie SIpB expressa em sua parede celular (DO
CARMO et al., 2020).

Nos ultimos anos, estudos realizados com a linhagem Lactococcus lactis subsp.
lactis NCDO2118 também aprontaram caracteristicas probidticas e uma grande
importancia biotecnoldgica (OLIVEIRA et al., 2017). Esta linhagem vem sendo
fundamentalmente utilizada para a expressdo de proteinas heterélogas, principalmente
devido a pequena quantidade de proteinas secretadas pela linhagem (sendo conhecida
apenas a proteina Usp45 - Unknown Secreted Protein of 45kDa - detectavel por
Coomassie blue) (NOUAILLE et al., 2003). Por essa razdo, hoje existem varias
ferramentas bem definidas para producdo intra ou extracelular de proteinas otimizadas
para L. lactis (LE LOIR et al., 2005). Uma dessas ferramentas é o sistema de expressao
enderecamento proteico XIES (Xylose-Inducible Expression System), desenvolvido por
Miyoshi e colaboradores (2004). O sistema XIES utiliza o protomor PxyIT, do sitio de
ligacdo do ribossomo (RBS) e a sequéncia codificadora do peptideo sinal (SP) da proteina
Usp45. Desta forma, esse sistema consegue ser facilmente manipulado, permitindo ativar
a expressao génica apenas com a adigdo de xilose e consegue enderecar corretamente o
produto final para o citoplasma ou para o meio extracelular (MIYOSHI et al., 2004).

Portanto, com a perspectiva de compreender as propriedades da proteina de
superficie B (SIpB) e seu papel na modulacéo de inflamagdes intestinais induzidas por
substancias quimica, este trabalho propde o uso da linhagem L. lactis NCDO2118
produzindo a proteinas recombinante SlpB, para avaliar seus efeitos em ensaios in vitro

e in vivo em modelo murino de colite ulcerativa.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Clonagem e expressdo da proteina de superficie SlpB da linhagem Propionibacterium
freudenreichii CIRM-BIA 129 em Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118 e a

avaliacdo de suas propriedades in vitro e in vivo no modelo murino de colite ulcerativa.

3.2 Objetivos especificos

e Clonar o gene slpB no vetor pXYSEC;

e Avaliar a producdo proteina de superficie SIpB em L. lactis subsp. lactis
NCDO02118;

e Avaliar a capacidade de sobrevivéncia da linhagem recombinante L. lactis
NCDO02118 pXYSEC:sIpB sob condicdes de estresse encontradas no Trato
Gastrointestinal (estresse acido e sais biliares);

e Verificar a mobilidade eletroforética de L. lactis NCD0O2118 pXYSEC:sIpB
através da avaliacdo do potencial zeta;

e Comparar a afinidade de L. lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB a diferentes
hidrocarbonetos, através do ensaio de Adesdo Microbiana a Hidrocarbonetos

(MATH);
e Averiguar a capacidade de auto-agregacdo de L. lactis NCDO2118
pXYSEC:sIpB;

e Investigar os efeitos da linhagem recombinante L. lactis NCDO2118
pXYSEC:sIpB em um modelo murino de colite induzida por DSS.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estratégia Experimental de clonagem
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Fluxograma da metodologia

(i

=)
Punificacdo do

-

/ i)

| pXYSECtme |

N

plasmideo pUC:slpB

e, -

L

Eesolugio em gel de
agarose 1%

Digestio com as
enAmas de restricio
. Neil el EcoRI J

.

i .

Besolugio em gel de
agarose 1%

e,

N
- D_lgestadc; con;_iasﬁ '_'f' Purificacio do )
T| EIImAs 4 Tesican lasmideo pXYSEC:

. NsileEcoRI 2 e

I l -

Liberacio do inserto slpB

e do vetor pXYSEC
b, -

l

Punficaciio dos
ﬁagn&nmz. de DNA

-

nnwtcnrpXYSEC
utilizando a enzima T4

Ligacio -:la OFF =IpB
DNA hgas-e

quimiocompetente por
chnqu& témuco

Traﬂsfomlal;ao da
E. coli TOF 10

Extral;,ao do DNA
plasnndlal pXYSEC:s]p

3

PCE. para verificar a

-

/ presenga do inserto slpB ~
(/Sequfmiammm pelo

metodo da termumacio

L .\' - — e
o )Y de e, o
L. lactis NCDO 2118 m";': ®
eletrocompetente por fharcados cam

fluorocromos
) - /

eletroporacio

Figura 8 - Fluxograma da metodologia utilizada para clonagem do inserto slpB no vetor pXYSEC.
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4.2 Linhagens bacterianas, plasmideos, condicGes de cultivo e estocagem

As linhagens bacterianas e os plasmideos usados no presente trabalho estdo
listadas e representadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados neste trabalho.

Linhagem

Caracteristicas

Fonte

Escherichia coli TOP 10

(hsdR; mcrA;
endAl; recAl)

lacZAM15;

Invitrogen

Escherichia coli pUC:slpB

E. coli TOP 10 portando o
plasmideo pUC:sIpB, AmpR

Esse estudo

Escherichia coli TOP 10 E. coli TOP 10 portando o Esse estudo
PXYSEC:sIpB plasmideo pXYSEC:slpB, CmR
Lactococcus lactis subsp. lactis L. lactis tipo selvagem (wt) LGCM
NCDO2118 L. lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis L. lactis NCDO2118 portando o  MIYOSHI et
NCDO02118 PXYSEC:nuc plasmideo pXYSEC:nuc, CmR?  al., 2004
Lactococcus lactis subsp. lactis L. lactis NCD0O2118 portando o  Esse estudo
NCDO2118 PXYSEC:sIpB plasmideo pXYSEC:sIpB, CmR
Plasmideo Caracteristicas Fonte
PXYSEC:nuc pWV01/CmR; vetor de expressdo  MIYOSHI et
contendo a fusdo al., 2004
rbSuspas::Spuspss::NUCB, sob 0o
controle de Pyyir
PXYSEC:sIpB PXYSEC portando a ORF slpB/ Esse estudo
CmR
pUC:slpB ori ColE1/AmpR Esse estudo

Linhagens de E. coli e L. lactis pertencentes ao Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGCM), da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

AmpR: gene que confere resisténcia a ampicilina

CmR: gene que confere resisténcia a cloranfenicol

ori ColE1: origem de replicacéo.

As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) sob
agitacdo, a 37°C, por 16 horas (overnight). E, no caso das bactérias recombinantes,
quando necessério, foi adicionado 10 pg/mL de cloranfenicol (Cm) ou 100 pg/mL de
ampicilina (Amp). Para culturas em meio solido, 1,5% de agar bacteriol6gico foi
adicionado ao meio LB. Para estocagem, as linhagens de E. coli foram cultivadas e
diluidas em uma solucéo esteéril de glicerol 25% (concentracéo final). As amostras foram

acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.

Ja as linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis NCD02118 foram cultivadas
a 30°C, por 24 horas em meio M17 suplementado com glicose (0,5%) ou xilose (1%), e

quando necessario, 10 pg/mL de Cm ou 100 pg/mL Amp. Para culturas em meio sélido,
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1,5% de agar bacterioldgico foi adicionado ao meio M17. Para fins de estocagem, as
linhagens de L. lactis NCDO2118 foram cultivadas em meio liquido e diluidas uma
solugdo estéril de glicerol 15% (concentracéo final). As amostras foram acondicionadas

em um ultrafreezer a -80°C.

4.3 Manipulagéo do DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulacéo dos
DNAs plasmidianos foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos
(Sambrook et al., 1989) com algumas modificacdes (especificadas quando necessario)
e/ou segundo a recomendacao dos fabricantes. A qualidade do material obtido, incluindo
sua concentracdo e pureza, foi estimada através da resolucdo eletroforética em gel de
agarose a 1% e também por leitura em espectrofotdmetro NanoDrop® 1000 v3.5.2
(Thermo Fisher Scientific) nos comprimentos de onda de 260 e 280nm. As enzimas de
modificag&o e restrigdo, quando utilizadas, seguiram as recomendagdes dos fabricantes e
as sequéncias nucleotidicas dos insertos foram confirmadas através de sequenciamento
(Sanger et al., 1977).

4.4 Desenho e otimizacdo de codons da sequéncia do gene slpB de Propionibacterium
freudenreichii CIRM-BIA 129

A sequéncia nucleotidica codificadora da proteina superficie SlpB foi obtida do
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), depositada
sob o nimero de acesso CDP48273.1 (CDS 5503..7173). A sequencia foram incluidos
dois sitios de restrigdo, um na posi¢do 5’ para a enzima Nsil e outro na posi¢do 3’ para a
enzima EcoRlI, para auxiliar nos processos de clonagem. A sequéncia foi otimizada para
a expressdo em bactérias Lactococcus lactis NCD0O2118 no programa OptimumGeneTM
(GenScript Corporation) e sintetizada pela empresa GenScript Corporation (Piscataway,
NJ, EUA) e clonada no vetor de pUC57 (FIG. 8).

4.5 Purificacéo dos plasmideos pUC:slpB e pXYSEC:nuc

Para a obtencdo do plasmideo de interesse pUC:slpB, foi realizado a expansao
clonal das colonias de bactérias TOP10 transformadas com o plasmideo recombinante
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pUC:sIpB em 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/ml). Ja para
obtencdo do plasmideo com o vetor de expressdo de interesse, as bactérias L. lactis
NCDO02118 pXYSEC:nuc (MIYOSHI et al., 2004) (FIG. 10) foram expandidas em 5mL
de meio M17 suplementado com 0,5% de glicose e CM (10ug/mL), ambas sob as
condicdes de cultivo descritas no item 4.1. A extracdo do DNA plasmidial foi realizada
usando kit MiniPrep Plasmid (Qiagen, EUA) ou o kit QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen,
EUA), para quantidades maiores de DNA, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Primer F slpB-lactisa (431 .. 447)

Nsil (436)

pUC-slIpB-lactis
4308 bp

M13 reV

X,
p‘f”hmn

lac promote’
9 site | lacZ®

EcoRI (2024)
EcoRI
Primer R slpB-lactis (1997 .. 2029

Figura 9 - Representacdo esquematica do vetor pUC57 contendo o inserto slpB.

(3813) BspDI - Clal Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Xhol (0)
(3802) EcoRV BmeT110I (1)
(3794) EcoRI BspQI - Sapl (44)
NspI (49)
(3539) BIpI
(3534) BmgBI
Afel (353)

(3439) BmgT1201
(3438) Avall - Sau961
(3418) EcoNI

(3352) BsrGI
(3319) Pacl

(3218) Nsil

(3087) Nlalv
(3085) BamHI Taul (755)
BstUI (816)
BaVI (822)

(2908) Hpall - Mspl
(2865) BSUEIIL
(2840) BpmI

PxylT

PxySEC-Nuc
3827 bp

(2819) BSNI - Scrfl*

(2817) BssKI* - PspGL* - StyDAI
(2776) PAIMI
(2773) BglII

(2657) Haelll - Phol - Stul
(2608) BsaBI

Ndel (1197)
BspHI (1212)

(2485) Bmrl
(2460) BsalI - Btgl - Ncol - StyI
Bsu361 (1408)

BStAPI (1528)

(2054) Miel TaqIl* (1878)

Figura 10 - Representacdo esquematica do vetor pXYSEC portando a sequéncia codificadora da
proteina nuclease.
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4.6 Resolucéo Eletroforética

Todas as amostras de DNA foram resolvidas em gel de agarose, da seguinte
maneira: a0 DNA foi adicionado tampéao de amostra 5X e o mesmo foi resolvido em gel
de agarose a 1% em tampdo TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo de etidio (0,5 pg/mL).
As resolucgdes eletroforéticas foram realizadas a 100 Volts durante aproximadamente 1
hora. O DNA foi visualizado em fotodocumentador MultiDoc-It Digital Imaging System
(UVP), onde o gel foi fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta a 320 nm,
através do sistema de documentacdo fotografica Doc-It® LS Image Acquisition Software
(UVP). O tamanho dos fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

4.7 Digestao enzimatica dos plasmideos pUC:slpB e pXYSEC:nuc

Para a clonagem da ORF (open reading frame) slpB no vetor de expressdo
pXYSEC, os plasmideos pUC:slpB e pXYSEC:nuc foram extraidos e submetidos a uma
reacdo de digestdo enzimatica, com as enzimas de restricdo Nsil e EcoRI. Para realizar a
reacdo, primeiramente foram utilizados 10 pL do plasmideo (100 ng/uL), 1,5 pL do
tampdo One For All (GE Healthcare), 1 uL de EcoRI (10 U/uL) por 1 hora a 37°C e, em
seguida, uma segunda reacdo enzimética foi feita com 1 pL da enzima Nsil (10 U/uL)
usando o produto do reacdo anterior. Esta reacdo foi mantida a 37°C overnight. Para
verificar a qualidade da digestdo, 3 pL de cada reacdo foram depositados e resolvidos em

gel de agarose a 1%.

4.8 Purificacdo dos fragmentos de DNA correspondentes ao gene slpB e ao vetor de

expressdo pXYSEC desprovido da ORF nuc

Para purificacdo dos fragmentos de DNA correspondentes ao vetor pXYSEC
(3251 pb), desprovidos da sequéncia codificadora da proteina nuclease (nuc, 584 pb), e
da ORF slpB (1588 pb), o volume total das reacdes de digestdo foram depositados e
resolvidos em gel de agarose a 1%, em seguida foi utilizando o Kit illustraTM GFX™
PCR DNA e Gel Band Purification (GE), de acordo com as especifica¢des do fabricante.
A concentracao e a pureza dos produtos purificados foram estimadas através de resolucéo

eletroforética em gel de agarose a 1% e também em espectrofotdmetro.
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4.9 Ligacao da ORF slpB no vetor pXYSEC

Os produtos da digestdo enzimatica correspondentes ao inserto slpB e ao vetor
pXY SEC foram purificados e submetidos a uma reacao de ligacdo com auxilio da enzima
T4 ligase de acordo com o seguinte protocolo: 5 pL do inserto slpB purificado (10 ng/pL);
3uL de pXYSEC purificado (30 ng/pL), o que resultou em uma propor¢do equimolar
(3:1) de inserto/vetor; 1 L de Ligase Buffer 10X (Promega); 1 uL da enzima T4 DNA
ligase (Promega). A reagdo foi mantida a temperatura de 16°C durante 18 horas. Ap6s
este periodo, a ligacdo foi dialisada utilizando-se membrana Millipore (filtro de 0,025

pum), durante 30 minutos em agua destilada.

4. 10 Preparo de células competentes

A linhagem de Escherichia coli TOP10 para transformacdo do plasmideo
pXYSEC:sIpB foi preparada para a quimiocompeténcia como descrito a seguir: As
bactérias foram plaqueadas em meio agar Luria-Bertani (LB: 1% triptona, 0,5% extrato
de levedura, 1% NaCl, 1,5% agar, pH 7,0) e mantidas a 37°C por 16 horas. Uma colonia
isolada desta placa foi selecionada, transferida para um tubo cénico de 50mL, expandida
em 5 mL de meio liquido LB e incubada a 37°C sob agita¢do a 200 rpm em incubadora

de bancada ES-20 Shaker-incubator Environmental (Grant) por 16 horas.

Apos incubacdo, todo o contetdo (5mL) do caldo foi inoculado em 50 mL de meio
LB liquido em Erlenmeyer estéril e novamente incubado a 37°C, sob agitagdo, até a
densidade optica entre 0,5 e 0,6 a 600 nm (DOeoo). A0 atingir a DO, o conteudo foi
transferido para um tubo conico de 50 mL, estéril, previamente imerso em gelo, e
centrifugado (4.000ga 4°C por 15 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet formado
foi ressuspendido gentilmente em 10 mL de solugéo R1 (KCI 100 mM, MnCl.4H20 50
mM, KAc 30 mM, CaCl..2H20 10 mM, Glicerol 15%(v/v). Ap6s um repouso de 15
minutos, a suspensdo de células foi novamente centrifugada (4000g a 4°C por 12 min).
Descartou-se o0 sobrenadante, e o pellet foi gentilmente ressuspendido em 2 mL de
solugdo R2 (KCI 10 mM, Na-MOPS 10 mM, CaCl2.2H20 75 mM, Glicerol 15%(v/v). A
suspensdo de células competentes foi fracionada em aliquotas de 200 pL e armazenadas

a -80°C na presenca de glicerol.
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4.11 Transformacdo por choque térmico de células quimiocompetentes

A linhagem de Escherichia coli TOP10 nesse trabalho foi transformada pela
metodologia de transformacdo bacteriana por choque térmico. As células competentes
foram descongeladas e mantidas em gelo por 15 minutos. A essas células foram
adicionados 10 pL dos plasmideos (recombinados ou nao), ¢ a mistura foi mantida em
repouso por 30 minutos no gelo. Em seguida, as células foram levadas no banho-maria a
42°C por 1 minuto e novamente colocadas no gelo por 2 a 3 minutos. Foram adicionados
250 pL do meio de cultura SOC (2% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 10 mM de
NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgClz, 10 mM MgSOs4 e 20 mM de glicose) e feita
uma incubagdo no equipamento ES-20 Shaker-incubator Environmental (Grant) a 37°C
por 1 hora, sob agitacdo (250 rpm). Todo o contetdo foi plaqueado em meio de cultura
LB agar contendo o antibidtico adequado e especifico para a selecéo, e acondicionados
em estufa a 37°C por 16 horas. Em seguida, coldnias resistentes foram isoladas e foi
realizado a expanséo clonal das col6nias de bactérias em 5 mL de meio LB liquido
contendo cloranfenicol (10 pg/ml) ou ampicilina (100 pg/ml) a 37°C sob agitacdo a 200

rpm por 16 horas para posteriormente realizar a extracdo de DNA plasmidial.

4.12 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Os clones obtidos que tiveram seu DNA plasmidial extraido, foram submetidos
ao ensaio de PCR para verificar a presenca do inserto SlpB. Para as reacdes de
amplificacdo da sequéncia nucleotidica correspondente a proteina de interesse SlpB

foram utilizados primers da tabela 3.

Tabela 3 - Primers utilizados para amplificacdo do gene da proteina recombinante SIpB.

. o Tamanho do
Primer Sequéncia (‘5 - 3) Fragmento
F-slpB CCATGCATCAGATACTGCTCCAGCTCCAAAA 1632 pb

R-slpB CCGAATTCTCATGAAGCATGTTTCATACGAT

A amplificagéo foi realizada pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR). Para
reacdo foram adicionados os seguintes componentes: tampédo da polimerase (Ludwig
Biotec, Brasil), 1,5 mM de MgCl. (Ludwig Biotec, Brasil), 1,0 uL de mix de dNTP
(Ludwig Biotec, Brasil), 1uL de primer forward (10pmoL/uL), 1uL de primer reverse
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(10pmoL/uL), 2,5 U da enzima Taqg polimerase (Ludwig Biotec, Brasil), quantidade
aproximada de 100 ng de material genético a ser amplificado e &gua ultrapura estéril

suficiente para completar o volume para 25pL.

Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR pela acdo da enzima Taq
polimerase, ap0s a padronizacdo das condicGes de reacdo, no termociclador T100™
Thermal Cycler (BIO-RAD, EUA). Ap6s uma etapa de desnaturacao inicial a 95°C por 3
minutos, realizou-se 35 ciclos de amplificacdo: desnaturacdo de 95°C por 45 segundos,
anelamento de 65°C por 40 segundos e extensao de 72°C por 45 segundos. Uma Ultima
etapa de extenséo foi realizada na temperatura de 72°C por 10 minutos para o término da

extensdo e manteve-se a reacdo a 4°C até o uso.

4.13 Sequenciamento nucleotidico da regido codificadora da proteina de interesse

O vetor de expressao recombinante (pXYSEC:slpB) foi sequenciado pelo método
da terminacdo de cadeia, utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos
(BigDye Teminator v3.1 Cycle Sequencing, Applied Biosystems, EUA). Para o
sequenciamento foi utilizado o par de primers mostrados na Tabela 4. As reacGes de
amplificacdo ocorreram de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante e o
sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer® 8-
capillary (Applied Biosystems, EUA). A sequéncia obtida foi analisada com o auxilio do
programa Bioedit Sequence Alignment Editor vs7.2.5 (Hall, 2013) e da ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI).

Tabela 4 - Primers utilizados para sequenciamento do gene da proteina recombinante SIpB no
plasmideo pXYSEC:slpB.

Tamanho
Primer Sequéncia (‘5 — “3) do
Fragmento
Seq F-slpB GATCCCCCGTCTGAACGAACTT 1816 pb
Seq R-slpB CGACATCATTGAACATGCTGAAGAGC

4.14 Preparacao de L. lactis NCDO2118 eletrocompetente

Uma colonia de Lactococcus lactis subsp. lactis NCD0O2118 foi selecionada e
inoculada em 5mL de meio M17 suplementado com glicose (0,5%) e sacarose (0,5M)
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(M17 Sac-Gli) e incubada a 30°C sem agitacdo overnight. Uma aliquota de 100uL dessa
cultura foi inoculada em 5mL de M17 Sac-Gli e incubada por mais 8-10 horas. Passado
o0 tempo desejado, 1puL da cultura de 8 horas e foi novamente inoculado em 200mL de
M17 Sac-Gli suplementado com Glicina (1%) e essa nova cultura foi incubada a 30° sem
agitacdo overnight. Ao atingir a densidade 6tica (DOsoonm) de 0.4 € 0.6, 0 indculo foi entéo
centrifugado a 8.000 rotagBes por minuto (rpm) a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento celular for ressuspendido em 200mL da solucdo de Sacarose
(0,5M) mais Glicerol (10%) previamente resfriada. O processo de centrifugacdo de
lavagem do pellet (precipitado) com a solucédo Sacarose-Glicerol foi repetido mais quatro
vezes. Apbs a ultima centrifugacdo, o pellet celular foi ressuspendido em 1mL de
PEG3000 (30%) mais Glicerol (10%). As bactérias ressuspendidas foram armazenadas

em aliquotas de 100uL e armazenadas a -80°C.

4.15 Transformagao da L. lactis NCDO2118

As aliquotas de células de L. lactis NCD0O2118 eletrocompetentes foram retiradas
do estogue e mantidas no gelo por 5 minutos. Em cada uma das amostras foi adicionada
5uL de DNA plasmidial pXYSEC:sIpB. As células foram deixadas em contato com o
DNA por mais 5 minutos no gelo e entdo o contetdo foi transferido para as cubetas de
eletroporacdo (distancia entre os eletrodos: 0,2cm), ja previamente resfriados no gelo. As
amostras foram eletroporadas a um pulso de 2400V, capacitancia de 25 YF e resisténcia
de 200 Q, utilizando o eletroporador Gene Pulser SystemTM (Biorad, CA, USA).
Imediatamente ap6s o pulso foi adicionado as amostras 1mL de meio M17 Sac-Gli, estas
foram incubadas a 30°C, sem agitacdo, por trés horas. Finalmente, as bactérias foram
semeadas em placas de M17 Sac-Gli agar suplementado com cloranfenicol (10 pg/mL) e
incubadas a 30°C por 24-48 horas. Os clones obtidos foram submetidos ao ensaio de PCR

e digestdo enzimatica (Nsil e EcoRlI) par confirmacéo do inserto.

4.16 Producédo da proteina recombinante SlpB em L. lactis NCDO2118

Expressdo do gene sIpB, producéo e extracdo de proteinas
Para expressdo da proteina uma colonia de L. lactis NCD0O2118 recombinante foi
inoculada em 5mL de meio M17 suplementado com glicose (0,5%) e CM (10ug/mL) e

incubada a 30°C, sem agitacdo, overnight. Posteriormente, 1uL da cultura overnight foi
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inoculado em 10mL de M17 suplementado com xilose (1%) e CM (10ug/mL), e incubado
por aproximadamente 18 horas a 30°C, sem agitacdo. Ao atingir a densidade otica

(DOeoonm) desejada de 1,0-1,5 iniciou-se a extragdo das proteinas.

4.16.1 Proteinas totais

Ao atingir a DOsoonm 0 indculo de L. lactis NCDO 2118 pXYSEC:sIpB induzido
por xilose (1%) foi centrifugado a 12.000xg, por 5 minutos a 4°C. O pellet formado foi
duas vezes lavado com 5mL de tampdo PBS pH 7,4 e 1ul de PMSF e centrifugado a
8.000xg, por 10 minutos a 4°C. Apos as lavagens, o pellet foi ressuspendido com 1mL do
tampéo TES (sacarose 25%, EDTA 1mM e Tris-HCI 50mM pH 8,0) gelado, 1uL de
PMSF e ditiotreitol (concentracdo final de 10mM). As amostras foram novamente
centrifugadas a 8.000xg a 4°C por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado ressuspendido em 100uL de tampédo TES e 900uL de lisozima (10mg/mL). As
amostras foram entdo sonicadas em gelo, com cinco ciclos de 10 segundos, a uma
amplitude de 60 Htz, onde cada ciclo foi intercalado com intervalos de 60 segundos no
gelo. Apds a sonicacdo, as amostras foram centrifugadas a 8.000xg a 4°C por 5 minutos
e os pellets formados foram lavados com 1mL de acetona P.A. gelada. As amostras foram
entdo deixadas para secar em temperatura ambiente, ressuspendidas em 70uL de tampao
TES e 30uL de lisozima (Img/mL) incubadas a 37°C por 30 minutos e finalmente

adicionado 30puL de SDS 20%. As amostras foram armazenadas em microtubos a -20°C.

4.16.2 Proteinas do sobrenadante

Ao atingir a DOsoonm 0 inoculo de L. lactis NCDO 2118 pXYSEC:sIpB induzido
por xilose (1%) foi centrifugado a 12.000xg, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e filtrado em filtro de 0,2mm e transferido para outro tubo cénico de 15mL. Foi
adicionada ao filtrado 1pL de fluoreto de fenilmetilsulfonil (phenylmethylsulfonyl
fluoride - PMSF) (ImM) e 500uL de Acido tricloroacético 100%, e entdo, deixou-se a
solucdo precipitando no gelo por 60 minutos. Apos a precipitacdo, as amostras foram
centrifugadas a 1.000xg, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
dissolvido em 200uL. de NaOH (50mM). As amostras foram armazenadas a -20°C.
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4.16.3 Proteinas de superficie

Ao atingir a DOsoonm 0 indculo de L. lactis NCDO 2118 pXYSEC:sIpB induzido
por xilose (1%) foi centrifugado a 12.000xg, por 5 minutos a 4°C. O pellet formado foi
duas vezes lavado com 5mL de tampéo PBS pH 7,4 e 1uL de PMSF e centrifugado a
8.000xg, por 10 minutos a 4°C. Apds as lavagens, o sobrenadante foi descartado e 0 novo
pellet formado foi ressuspendido em 4mL de Cloreto de Guanidina (5M) e incubado em
banho-maria a 50°C por 15 minutos. As amostras foram entéo divididas em tubos de 2mL
e centrifugadas a 21.000xg a temperatura ambiente por 20 minutos. O sobrenadante foi
coletado e transferido para tubos concentradores de 10 kDa e centrifugado mais uma vez
a 12.000xg a 4°C por 30 minutos. Foram adicionados 3mL de tampédo PBS pH 7,4 para
lavar e centrifugado por mais 10 minutos, nas mesmas condicdes anteriores. As amostras
foram lavadas mais duas vezes, de modo a concentrar a amostra para 500uL. Os 500uL

obtidos foram transferidos para microtubos e armazenados a -20°C.

4.16.4 Eletroforese de proteinas em condicédo desnaturante em gel de poliacrilamida
— SDS-PAGE

As amostras foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na
concentracdo de 10%. Antes de serem aplicadas no gel, foi acrescentado as amostras o
Tampéao de Amostra (0,5M Tris-HCI pH 6.8, SDS 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol
0.5%, B-mercaptoetanol 5%) e em seguida aquecidas a 100°C por 5 minutos. A corrida
foi realizada em Tampé&o Tris-glicina (250mM Tris base, pH 8.3, 2,5M Glicina e SDS
1%) a 120 Volts. O gel foi incubado sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 horas na
solucdo corante de azul brilhante de Coomassie (Metanol 50%, acido acético 10%, e
Comassie Brilliant Blue 0.25%). Em seguida, o gel foi transferido para a Solucdo
Descorante (Metanol 50%, Acido Acético 10%) até que o padrdo de bandas pudesse ser
visualizado. O padréo de peso molecular utilizado foi o Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards (Bio-rad).

4.16.5 Deteccdo da proteina recombinante por Western blot (WB)

Para a deteccdo da proteina recombinante produzida, as amostras foram

transferidas para uma membrana de PVDF (Bio-Rad, EUA), previamente ativada com



47

metanol por 10 segundos, a transferéncia também foi realizada em um sistema de
eletrotransferéncia Mini Trans-Blot® (Bio-Rad Laboratories, USA) contendo tampéo de
transferéncia (Tris-HCI 0,58% pH 8,4-9,4, metanol 20%, SDS 0,037% e glicina 0,29%).

O periodo de transferéncia por durante 60 minutos a 100 V.

A membrana foi incubada durante a noite a 4°C com anticorpos primarios
purificados a partir de soros de coelho (AGRO-BIO, Franga). Estes foram obtidos
injetando o seguinte peptideo slpB em coelhos e utilizado na dilui¢do 1: 10.000. Apds a
lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios: IgG anti-coelho
conjugada com peroxidase de rabano silvestre (1: 15.000, AGRO-BIO, Franca) por 2 h
em temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana passou por trés lavagens
consecutivas com TBS-Tween, sendo em seguida incubada em temperatura ambiente
durante 60 minutos com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase Amersham™
ECL™ Anti-mouse 1gG, Horseradish Peroxidase-Linked Whole Antibody (GE
Healthcare, EUA) diluido 1:3000 em 5% de leite desnatado em TBS-Tween. Apds a
membrana ser submetida a trés lavagens com TBS-Tween, conforme descrito
anteriormente e a revelacéo foi feita pelo kit Amersham™ ECL™ Prime Western blotting
reagente (Bio-Rad Laboratories, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos
o periodo de incubacdo com os reagentes para detecgdo, a membrana foi colocada em
cassete para exposicao com um filme fotografico durante 30 segundos para captacdo da

imagem, o procedimento foi realizado na camera escura.

4.17 Avaliacgdo in vitro de caracteristicas probioticas

Para realizar 0s ensaios in vitro, as bactérias foram cultivadas sempre nas mesmas
condicdes, sendo elas:

e L. lactis NCDO2118 WT -> in6culos preparados com 2% de bactéria, inoculado
em meio M17 suplementado com glicose (0,5%) ou xilose (1%). Cultivados a
30°C, sem agitacéo, por 18 horas;

e L. lactis NCDO02118 pXYSEC:nuc -> indculos preparados com 2% de bactéria,
inoculado em meio M17 suplementado com cloranfenicol (10ug/mL) e glicose
(0,5%) ou xilose (1%), para controle e inducdo do plasmideo, respectivamente.
Cultivados a 30°C, sem agitacdo, por 18 horas;

e L. lactis NCD0O2118 pXYSEC:sIpB - indculos preparados com 2% de bactéria,
inoculado em meio M17 suplementado com cloranfenicol (10ug/mL) e glicose
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(0,5%) ou xilose (1%), para controle e inducdo do plasmideo, respectivamente.
Cultivados a 30°C, sem agitagéo, por 18 horas.

4.17.1 Curva de crescimento

Para monitorar o crescimento das bactérias 100uL de pré-indculo foram
diluidos em 900uL de M17 e incubados a 30°C por uma hora. Apds a incubagdo, 20uL
de cada amostra foram novamente diluidos em 980uL de meio M17 suplementado com
glicose (0,5%) ou xilose (1%). As amostras foram homogeneizadas e aplicadas nos pocos
de uma microplaca de ELISA de 96 pogos de fundo chato (200uL por pogo). A placa foi
incubada a 30°C no leitor de ELISA, que realizou leituras da densidade ética a 600nm
das amostras por 48 horas (intervalos de 1 hora). Foram realizadas contagens de UFC de
acordo com as condic@es de cultivo. O experimento foi realizado em triplicatas técnicas

e bioldgicas.

4.17.2 Taxa de sobrevivéncia apos estresse acido e sais biliares

Os testes de tolerdncia ao pH gastrico e aos sais biliares foram realizados de
acordo com a metodologia de CORDEIRO et al (2018). Para testar a tolerancia das
linhagens ao pH gastrico, 100uL de cultura foram inoculados em 900uL de meio M17 pH
2,0 (o pH do meio foi ajustado utilizando solugdo HCI 2M) e incubados a 30°C por uma
hora. Apos a incubacdo, as amostras foram homogeneizadas, diluidas em adgua peptonada
1%, em 3 diferentes concentracGes e com 50ul de cada concentracdo foi realizado o
plaqueamento em M17 agar (1,5%) suplementado com glicose (0,5%) e CM (10ug/mL),
no caso das linhagens recombinantes. O mesmo foi realizado para testar a tolerancia aos
sais biliares, com o ajuste de que os 100uL de cultura foram inoculados com 850uL de
meio M17 e 50uL de solugdo de sais biliares 100mg/mL (mistura equimolar de colato e
desoxicolato; Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA). As placas foram incubadas a 30°C
por 24h e a contagem de UFC foi realizada.

A taxa de sobrevivéncia de cada bactéria foi determinada comparando contagens
de UFC anterior e posterior ao estresse, de acordo com FERREIRA et al., 2017, através
da equacéo: Taxa de sobrevivéncia (%) = (log UFC N1/ log UFC No) x 100. Onde: N
corresponde a contagem de células viaveis apos os estresses e No corresponde a contagem

de células viaveis no grupo controle (antes dos estresses).



49

4.17.3 Analise do potencial zeta

Foi utilizado para averiguar a mobilidade eletroforética (potencial zeta) o
equivalente a 1x10°UFC/mL por amostra de bactéria. As amostras foram lavadas trés
vezes com 5mL da solugéo tampdo KH2PO4 pH 7,0. O pellet final formado foi suspendido
em 5mL de solucéo tamp&do KH2PO4em trés diferentes pH: 7,0, 5,0 e 2,0. A mobilidade
eletroforética das amostras foi medida pelo ZetaSizer nano ZS (Malvern Instruments,
Malvern, United Kingdom) e convertida para potencial zeta utilizando a equagdo de
Helmholtz-Smoluchowski (SCHAR-ZAMMARETTI; UBBINK, 2003). Todos os

experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e bioldgicas.

4.17.4 Analise de hidrofobicidade da superficie celular

Para determinar o grau de hidrofobicidade da superficie celular das bactérias,
foi realizado o ensaio de Adesdo Microbiana a Hidrocarbonetos (MATH) como descrito
por KOS et al. (2003). Foram preparados inoculos de 15mL e suas densidades éticas
ajustadas para DOsoonm = 1,0. As amostras foram centrifugadas e os pellets lavados com
PBS pH 7,0, por duas vezes e ressuspendidas no final em 15mL de tamp&do KNO3 0,1M
pH 6.2. Aliquotas de 4mL da suspensdo de bactérias foram colocadas em tubos de vidro,
juntamente com 1mL do solvente (xilol, cloroférmio e acetato de etila), incubadas 5
minutos em temperatura ambiente e misturadas em vartex por 2 minutos. Apds a agitacao
das amostras, as mesmas foram incubadas por mais 60 minutos, para permitir a separagéo
das fases. A fase aquosa de cada uma das amostras foi separada e a absorbancia medida
através da DOsoonm. A porcentagem de hidrofobicidade da superficie celular (H%) foi
calculada utilizando a férmula: H % = (1-A1/A0) x 100. Todos o0s experimentos foram

realizados em triplicatas técnicas e bioldgicas.

4.17.5 Analise da auto-agregacao bacteriana

O ensaio de auto-agregacao executado foi adaptado de CHOI et al. (2018). Para
realizar o ensaio, primeiramente as linhagens foram cultivadas por 24 horas,
centrifugadas, 3.500 rpm por 10 minutos, lavadas e ressuspendidas em PBS 1x. Apés a
lavagem a densidade 6tica (DO) (600nm) de cada bacteria foi ajustada para 0,30 £ 0,02 e

as amostras incubadas a 30°C sem agitacdo. Nos intervalos de 1, 3, 6, 12 e 24 horas de
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incubacdo, a D.O. foi novamente avaliada e a porcentagem de auto-agregacao
determinada de acordo com a seguinte formula: A % = 100 x (1-At/ Ao), onde A refere
a valor da DOeoo nos pontos de tempo indicados e Ao indica o valor da DOeoo na hora 0.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e bioldgicas.

4.18 Avaliacdo dos efeitos da linhagem recombinante L. lactis NCDO2118
pXYSEC:sIpB no modelo de colite induzida por DSS

4.18.1 Animais

Camundongos fémeas convencionais C57BL/6 de 8 semanas de idade foram
obtidos na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Brasil). Eles
foram alojados em pléstico gaiolas em uma sala controlada (temperatura 18-23°C., ciclo
de luz de 14 h de luz / 10 h de escuriddo, umidade relativa de 40-60%) com comida e
agua ad libitum. Todos experimentais procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-
UFMG, Brasil, protocolo 148/2020).

4.18.2 Preparo das bactérias para administracdo intragastrica

Diariamente, foram preparadas doses das linhagens L. lactis NCDO2118 WT e L.
lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB para o0s animais, sendo utilizada a gavagem
intragastrica como forma de administracdo. As duas linhagens foram cultivadas em meio
M17 (Difco) acrescido com glicose (0,5%), para a linhagem selvagem, e xilose (1%) +
10 pg/mL de Cm, para a linhagem recombinante.

Apoés 24 horas de cultivo, as culturas foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10
minutos e lavadas com PBS 1x, duas vezes para retirada do antibidtico. As doses
preparadas foram equivalentes a 5x10° mL* UFC (Unidades Formadoras de Coldnia) de

bactérias ressuspendidas em 100ul de PBS 1x.

4.18.3 Desenho experimental e colite induzida por DSS

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos principais,

cada um contendo seis animais por grupo. O grupo 1 representaram o grupo de controle
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saudavel (sem DSS) que recebeu apenas agua. Ja 0s grupos 2 a 4 receberam uma solucéo
de DSS (36-50 kDa, MP Biomedicals, CAT 260110, LOT Q5756) preparado na
concentracdo de 1,7% em &gua potavel filtrada e fornecido aos animais diariamente,
durante 7 dias, de acordo com o modelo de colite aguda previamente descrito (Wirtz et
al., 2017) (FIG 11). Os animais do grupo 2 receberam apenas a solucdo de DSS (grupo
DSS) e nenhum tratamento; camundongos do grupo 3 foram tratados com doses
intragéstricas de L. lactis NCDO2118 WT (grupo DSS + NCD0O2118 WT) e o0s animais
do grupo 4 foram tratados com com doses intragastricas de L. lactis NCDO2118
pXYSEC:slIpB (grupo DSS + NCD02118 pXYSEC:sIpB). Apds os 7 dias de experimento

0s animais foram eutanasiados.

‘ Inducio da colite — DSS 1,7%

Inicio o 1 2 3 4 5 6 7 Eutanasia
Inicio das Fim das
gavagens gavagens
diarias diarias

Figura 11 — Delineamento experimental utilizado para indugéo da colite utilizando DSS e tratamento
utilizando L. lactis NCDO2118 WT e L. lactis NCD0O2118 pXYSEC:sIpB. Os camundongos receberam
solucdo de DSS na concentragdo de 1,7% continuamente durante todo o experimento. Diariamente 0s
animais receberam por gavagem doses de 5x10° UFC de bactéria durante 7 dias.

4.18.4 Avaliacao da colite
Peso corporal dos animais

O peso corporal dos camundongos foi avaliado individualmente todos os dias, no
mesmo horario, até o final do experimento. Através deste foi calculado o percentual de
variaco de peso, parametro o qual foi utilizado para obtencdo do escore do indice de
Atividade da Doenga (DAI) posteriormente. Alem do peso, o consumo de agua e comida
também foi registrado diariamente.

Indice de Atividade da Doenca

O indice de Atividade da Doenca (DAI) foi determinado a partir do terceiro ao

ultimo dia experimental, e conforme descrito por Cooper et al., 1993, foram pontuados
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trés principais sinais clinicos de colite: perda de peso, diarreia, e sangramento retal
(Tabela 5). O escore de cada animal é dado pela soma de cada pardmetro e o indice
maximo € igual a 12.

Para acessar o sangramento retal foi utilizado o teste para sangue oculto (FECA-

CULT, Inlab) e avaliada a presenca de sangue nas fezes dos animais.

Tabela 5 — Pontuacéo do escore macroscépico da colite (COOPER et al., 1993)

Escore % perda de peso Diarréia Sangramento
0 Nenhuma Nenhuma Ausente

1 lab

2 5a10 Moderada Oculto

3 11a15

4 >15 Grave Visivel

Comprimento e coleta do colon

Foi relizada uma incisdo abdomeminal longitudinal para remover o intestino e
colon para anélises posteriores. O comprimento do colon foi medido do ceco até a por¢édo
final do reto e o os valores obtidos para cada animal foram usados para calcular a média
de cada grupo em cm.

Analise histomorfoldgica

Para andlise histomorfologica, a porcdo distal do colon do camundongo foi
coletada apds a eutandsia e lavada com PBS. Depois, rolos de tecido do célon foram
preparados e imersos em solucdo de formaldeido (4%, v/v) para fixacdo do tecido. o
material foi embebido em parafina, e uma secéo de 4 um foi colocada em uma lamina de
vidro e corado com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas de cada grupo experimental
foram fotografadas (objetiva de ampliacdo 20x) usando uma camera digital (Spot Insight

Color) acoplado a um microscépio 6ptico (Olympus, BX-41, Japao).

O escore histolégico foi determinad por um patologista, usando a pontuacgéo
descrita por Wirtz e colaboradores (2017). Esta pontuacgdo considerou a intensidade do
infiltrado de células mononucleares e polimorfonucleares na ldamina propria, mudangas

na arquitetura da mucosa e presenca de ulceracdo e erosdo (Tabela 6). A soma dos dois
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parametros avaliados resulta em uma escore variando de O (sem alteragcbes) a 6

(infiltragdes celulares disseminadas e extenso dano ao tecido).

Tabela 6 — Pontuacao do escore histopatologico da colite (WIRTZ et al., 2017)

Escore Dano ao tecido Infiltracéo de células inflamatdrias
da lamina propria na colite DSS
0 Nenhuma Infrequente
1 Danos epiteliais focais isolados Aumentado, alguns neutrofilos
2 Erosoes e ulceracdes da mucosa Presenca submucosa de clusters de
células inflamatdrias
3 Profundo dano extensivo na parede InfiltracGes de células transmurais
do intestino

Para analise morfométrica, cinco imagens do co6lon de cada animal foram
capturadas aleatoriamente e analisadas, onde a profundidade das criptas foram entéo
medidas verticalmente através do software ImageJ (verséo 1.8.0).

Além disso, os cortes das amostras parafinizadas do colon foram também corados
com Acido Periddico-Schiff (PAS), técnica utilizada para corar as células produtoras de
muco, possibilitando a avaliagdo do numero de células caliciformes nos tecidos
(PRISCIANDARO et al., 2011).Foram feitas dez imagens de campo aleatdrias de cada
amostra usando a objetiva de 40x e as células caliciformes intactas foram contadas usando
o software ImageJ (versdo 1.8.0) e expresso como o nimero de células por campo de alta
poténcia (hpf) (40 x, 108,2 um2).

4.18.5 Quantificacdo do infiltrado de neutrdfilos no intestino

A quantificacdo do acumulo de neutréfilos no intestino foi mensurada
indiretamente pelo ensaio da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), presente nos
neutrofilos. Este ensaio foi realizado de acordo com (COSTA et al., 2016). As amostras
para o ensaio foram preparadas a partir da homogeneizagéo do tecido do c6lon em tampé&o
(0.1 M NacCl, 0.02 M NaH2PO4-1H20, 0.015 M Na,-EDTA) na proporc¢édo de 1,9 mL/100
mg de tecido.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4°C e 0
precipitado foi submetido a lise hipotdnica, onde adicionou-se 0,9 mL de solugéo
contendo NaCl 0,2% seguido de adi¢éo de igual volume de solucéo contendo NaCl 1,6%

e glicose 5%. Apos nova centrifugacdo (10.000g, a 4°C, por 10 min), o precipitado foi
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ressuspendido em tampéo 2 (NaH2PO4 0,05 M; Hexadecyl trimethyl ammonium bromide
— HTAB, 0,5% p/v; Sigma-Aldrich - pH 5.4) na proporcao de 1,9 mL para cada 100mg
de tecido. Apos essa etapa, 0 homogenato foi submetido a trés ciclos de congelamento-
descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram
novamente centrifugadas (10.000g por 15 minutos) e o sobrenadante foi recolhido para a

realizacdo do ensaio.

A atividade da mieloperoxidase foi calculada pela medida das alteracGes na
densidade 6ptica (OD) a 450nm utilizando a reacdo entre tetrametilbenzidina (Sigma-
Aldrich) diluido em dimetilsuféxido (1,6mM) e H202 (0,5mM). A reacdo foi parada com
H2S04 (0,002%) e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Status-

labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil).

4.18.6 Quantificacdo do infiltrado de eosindfilos no intestino

A extensdo da infiltracdo de eosindfilos nos tecidos foi avaliada pela medicédo da
atividade da peroxidase eosinofilica (EPO), conforme descrito anteriormente
(PERRONE; PEREIRA; CARVALHO, 2011). Para a realizacdo do ensaio foram
utilizados 100mg da porc¢do distal do célon, homogeneizados com 1,9mL de PBS e
centrifugados a 10.000g durante 10 minutos & 4°C. O precipitado foi submetido a lise
hipotdnica, onde adicionou-se 0,9 mL de solucéo contendo NaCl 0,2% seguido de adicdo
de igual volume de solucdo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%. As amostras foram
novamente homogeneizadas e centrifugadas (10.000g, a 4°C, por 10 min). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1,9 mL de HTAB a 0,5%
diluido em PBS. Depois de 3 ciclos de congelamento-descongelamento em nitrogénio

liquido, as amostras foram centrifugadas a 4°C, 10.000g durante 10 minutos.

Para testar a atividade da enzima, o sobrenadante obtido foi misturado com um
substrato (1:1) contendo 1,5mmol/L de o-fenilenodiamina, 6,6mmol/L de H>O> e 0,075
mmol/L de Tris-HCI (pH 8). Apds 30 minutos a reagdo foi interrompida com 50uL de
H2SO4 1M, e a absor¢éo foi medida a 492 nm.
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4.18.7 Avaliagao dos niveis de sIgA

A determinacdo dos niveis de IgA secretora (slgA) nos fluidos intestinais foi realizada
de acordo com Cordeiro et al., 2018. Para a determinagdo da slgA foram utilizadas
microplacas de 96 pocos (Nunc-Immuno Plates, MaxiSorp) revestidas com anticorpos
anti-lIgA (Southern Biotechnology, Birmingham, AL, USA), por 18h a 4°C. As placas
foram lavadas com PBS 1X acrescido de Tween 20 (0.05%) e blogueadas com 200pl de
solucdo de bloqueio (Albumina 1% diluida em PBS-tween), por 1 h em temperatura
ambiente. As amostras de fluidos intestinais foram diluidas em PBS-tween (0.05%)
(1:1000) e entdo adicionadas a placa. Apos incubacao por 1 h em temperatura ambiente,
as placas foram lavadas e foram adicionados anticorpo anti-IgA conjugado (Southern
Biotechnology) (1:10.000 em PBS-tween). As placas foram novamente incubadas por 1
h em temperatura ambiente. A placa foi lavada e a cada poco foram adicionados 100ul de
ortofenilenodiamina (OPD) (Sigma, St. Louis, MO, USA) preparado em solucdo de
fosfato/citrato (Img/mL) e H20. (0.04%). As placas foram mantidas fora do abrigo da
luz por 10 minutos e em seguida, a reacéo foi interrompida com uma solucéo de Acido
Sulfarico 2N e a leitura realizada em leitor de placas (Bio-Rad Model 450 Microplate
Reader) a 492 nm. Os resultados foram mensurados em concentracdo de sIgA (ug) por

ml de fluido intestinal, de acordo com a curva padrao.

4.18.8 Analise de expressdo génica no célon

A expressao quantitativa dos genes no tecido do colon foi determinada de acordo
com Do Carmo et al.,, 2019. Apds a eutanasia dos camundongos, fragmentos de
aproximadamente 1 cm do célon foram coletados e 0 RNA total foi isolado usando
PureLink RNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific) de acordo com o protocolo do
fabricante. Posteriormente, as amostras foram tratadas usando DNase | (Invitrogen;
Waltham, MA, EUA) para digerir o DNA gendmico residual e, em seguida foi utilizado
o0 kit Turbo DNA-free Kit (Ambion; Austin, TX, USA) foi utilizado para remoc¢éo do
DNA, seguindo o protocolo do fabricante. Para a obtencdo do cDNA das amostras, a
transcricdo reversa foi usando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems; Foster City, CA, EUA).
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O ensaio de PCR quantitativo (QPCR) foi determinado usando iTaqg universal
SYBR green supermix (Biorad; Hercules, CA, EUA) e primers especificos para os genes
(Tabela 7): Mucina2 (muc2), Claudina-1 (cld1), Claudina-5 (cld5), z6nula de oclusdo-1
(zo-1), z6nula de oclusdo-2 (zo-2), Ocludina (ocln), iINOS, HMOX, PPAR v, IFN v, IL-
10, IL-12, IL-17a, IL-1B, TGFp, IL-6 e TNF-a, bem como genes de manutencdo que
codificam B-actina (actf) e GAPDH (gapdh).

As reacdes de amplificacao foram realizadas utilizando o volume final de 10 ul (5
ul de SYBR green supermix e 100ng de cDNA, 5pM de primer forward e 5pM de primer
reverse). O programa de amplificacdo consistiu nas seguintes etapas: 95°C por 30s, 40
ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 30s utilizando ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Os resultados foram expressos como uma alteracdo dos niveis de expressdo,

usando o0 média e desvios-padrao da expressao alvo (2 —AACt).

Tabela 7 - Lista de primers utilizados no ensaio de qPCR

Gene Primer Sequencia (5°23°) Referéncia
actf Forward TGGCTGGGTGTTGAAGGTCT (CARMO et
Reverse AGCACGGCATCGTCACCAACT al., 2020)
gapdh Forward CAACGACCACTTTGTCAAGC (CARMO et
Reverse TTCCTCTTGTGCTCTTGCTG al., 2020)
muc?2 Forward CAGCACCGATTGCTGAGTTG (CARMO et
Reverse GCTGGTCATCTCAATGGCAG al., 2020)
Z01 Forward GAATGATGGTTGGTATGGTGCG (CARMO et
Reverse TCAGAAGTGTGTCTACTGTCCG al., 2020)
Z02 Forward GGAGACCAGATTCTGAAGGTGAAC (RABAH et
ACA al., 2020)
Reverse CCTTTGGGGATTTCTAGCAGGTAG
AGGAC
Claudl Forward CTGGAAGATGATGAGGTGCAGAA  (RABAH et
Reverse CTAATGTCGCCAGACCTGAA al., 2020)
Claud5 Forward ACGGGAGGAGCGCTTTAC
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Reverse GTTGGCGAACCAGCAGAG (PFEIFFER
etal.,, 2011)
Ocln Forward GGACCCTGACCACTATGAAACAGA (RABAH et
CTA al., 2020)
Reverse TAGGTGGATATTCCCTGACCCAGT
C
iNOS Forward CAGCTGGGCTGTACAAACCTT (RABAH et
Reverse CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG al., 2020)
HMOX Forward GTACACATCCAAGCCGAGAA (PLE etal.,
Reverse TGGTACAAGGAAGCCATCAC 2016)
Pparg Forward CAGGCTTCCACTATGGAGTTC (PLE etal.,
Reverse GGCAGTTAAGATCACACCTATCA 2016)
IFNg Forward TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA (RABAH et
Reverse TGGCTCTGCAGGATTTTCATG al., 2020)
Tgfbl Forward TGACGTCACTGGAGTTGTACGG (RABAH et
Reverse GGTTCATGTCATGGATGGTGC al., 2020)
Tnfa Forward AGCCCATGTTGTAGCAAACC (CARMO et
Reverse TGAGGTACAGGCCCTCTGAT al., 2020)
1110 Forward AAAGAAGGCATGCACAGCTC (CARMO et
Reverse AAGCATGTTAGGCAGGTTGC al., 2020)
IL12b Forward GGAAGCACGGCAGCAGAATA (RABAH et
Reverse AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATG al., 2020)
G
IL1beta Forward CAACCAACAAGTGATATTCTCCAT (RABAH et
G al., 2020)
Reverse GATCCACACTCTCCAGCTGCA
IL17a Forward GCTCCAGAAGGCCCTCAGA (RABAH et
Reverse AGCTTTCCCTCCGCATTGA al., 2020)
IL6 Forward GAGGATACCACTCCCAACAGACC (RABAH et

Reverse

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

al., 2020)
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4.18.9 Quantificacéo de citocinas através de ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para a quantificacdo de citocinas as amostras foram pesadas e 50mg de tecido do
célon foram homogeneizados em 1mL de solucdo PBS contendo Tween-20 (0,05%)
(Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA), PMSF 0,1mM (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO,
USA), Cloreto de benzentdnio 0,1mM (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA), EDTA
10mM (Synth, S&o Paulo, S&o Paulo, Brazil) e aprotinina A 20 KIU (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). As amostras homogeneizadas foram entdo centrifugadas a 3.000g por
10 minutos a 4°C, e o sobrenadantes coletados para a realizacdo do ensaio de

imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).

Para o ensaio enzimatico foram utilizadas microplacas de 96 pocos (Nunc-
Immuno Plates, MaxiSorp) revestidas com monoclonais purificados reativos com
citocinas IL-10, IL-12 p70, IL-6, IL-17, IL-1pB / IL-1F2, TGFB1, TNF- a, IFN-y, (R&D
Systems, Inc, EUA), por 18 horas a 4°C. As citocinas foram quantificadas utilizando os

kits da R&D Systems de acordo com o protocolo do fabricante.

4.19 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo e analisados
usando o teste t de Student, test t de Holm-Sidak, One-Way ANOVA ou Two-Way
ANOVA seguidos pelo pos-teste de Tukey. Os graficos e as andlises estatisticas foram
realizados no programa GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, Califérnia, EUA.) e consideradas significativas as diferencas: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina SIpB foi apontada em estudos recentes como a principal proteina de
superficie envolvida nas caracteristicas probioticas da linhagem P. freudenreichii CIRM-
BIA 129. possuindo papel fundamental na adesdo, propriedades imunomoduladoras e
anti-inflamatorias da linhagem (DO CARMO, et al., 2017; DO CARMO, et al., 2018 e
DO CARMO, et al., 2019). A fim de elucidar se as propriedades da proteina SIpB sdo
permutaveis entre outra linhagem bacteriana, a linhagem L. lactis NCDO2118 foi
selecionada para carrear o plasmideo para producéo da proteina recombinante. L. lactis é
apontada em estudos recentes como uma linhagem probiotica (OLIVEIRA, 2017),
entretanto ndo apresenta proteinas sua superficie, além de possuir um sistema bem
definido para a expresséao de proteinas heterdloga, o sistema de expressao enderecamento
proteico XIES (Xylose-Inducible Expression System) (MIYOSHI et al.,, 2004b)
demonstrando-se 0 modelo ideal para estudo das propriedades da proteina SIpB.

5.1 Otimizacéo de cédons da sequéncia do gene slpB

O primeiro passo deste trabalho consistiu na sele¢do da sequéncia de nucleotideos
responsaveis pela codificagdo da proteina de superficie SlpB proveniente de P.
freudenreichii CIRM-BIA 129 e em sua otimizagdo para a expressdo em bactérias L.
lactis NCDO2118.

A sequéncia codificadora de 556 aminoéacidos foi obtida do banco de dados do
NCBI, depositada sob 0 niimero de acesso CDP48273.1 (CDS 5503..7173). A sequencia
foram incluidos dois sitios de restri¢ao, um na posi¢do 5’ para a enzima Nsil e outro na

posicdo 3’ para a enzima ECORI, para auxiliar nos processos de clonagem.

A sequéncia da proteina SIpB, para ser expressa e de forma eficiente em L. lactis
NCDO2118, foi otimizada pelo software OptimumGenteTM (GenScript Corporation). O
calculo do indice de adaptagdo de codons (CAI - Codon Adaptation Index) (FIG. 12),
usado como um método quantitativo de previsdo do nivel de expressao de um gene com
base em sua sequéncia de cddons (LEE, S. et al., 2010), foi otimizado de 0,95 para 0,96.
O CAI de um gene pode ser estabelecido a partir da obtencdo da média geométrica dos

valores de adaptabilidade dos seus cddons e pode assumir valores compreendidos entre
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zero e um. Um CAI de 1,0 é considerado perfeito no organismo de expresséo desejado e

um CAI de > 0,8 é considerado bom, em termos de alto nivel de expressdo génica.

indice de adaptacao de cédons (CAI)
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Figura 12 - Distribui¢do da frequéncia de uso de cddons ao longo do comprimento da sequéncia do
gene. (A) Distribuicdo da frequéncia dos codons ap6s otimizagdo; (B) Distribuicdo da frequéncia dos
cédons antes da otimizacéo.

O indice da Frequéncia de Codons Otimos (Frequency of Optimal Codons - FOP)
do gene também foi otimizado, aumentando de 83 para 87 a porcentagem de cddons
otimos (FIG. 13).

Frequéncia de cédons 6timos (FOP)
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de codons
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Figura 13 - A distribuicdo percentual de cédons em grupos de qualidade de c6don computados apés
(A) e antes da otimizacg&o (B). O valor de 100 é definido para o cédon com a maior frequéncia de uso para
um dado amino&cido no organismo de expressdo desejado.

Sequéncias com contetddo elevado de G-C (guanina-citosina) permitem com
mais facilidade que o mRNA se dobre em uma estrutura secundaria estavel, inibindo o
inicio da traducdo e diminuir a sintese de proteinas (MOHSENI et al., 2017). Desta forma,
o0 contetdo G-C foi otimizado de 39,28% para 37,98% (FIG. 14). Além disso, foram
retiradas também estruturas que impactam na ligacao ribossémica e na estabilidade do
MRNA, como sitios de acdo cis e Stem-Loop. O processo de otimizagdo atuou através de

mutacdes sinbnimas que nao alteram a sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse,
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mas favorecem a expressdo das mesmas, e resultou em um fragmento de 1598 pb
(GC%:37.98) correspondente ao gene da proteina de superficie SIpB. O gene otimizado
da proteina foi clonado no vetor de pUC57 e sintetizado pela empresa GenScript
Corporation (Piscataway, NJ, EUA).

Ajuste do conteudo GC

b
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600 800 1000 1200 1400
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Meédia do conteiido GC: 39.28% Meédia do conteiido GC: 37.98%

Figura 14 — Contetido GC da sequéncia da proteina apds (A) e antes da otimizacéo (B). O intervalo

percentual ideal de conteido de GC esta entre 30-70%. Os picos de % de contelido de GC em uma janela
de 60pb foram removidos.

5.2 Clonagem do inserto da proteina SlpB no vetor pXYSEC

Afim de obter o uma boa quantidade de cdpias do DNA plasmidial para extracao,
purificacdo e posterior manipulacdo, foi realizada expansdo clonal das col6nias de
bactérias recombinantes E. coli TOP10 pUC:slpB e L. lactis NCDO 2118 pXYSEC:nuc.
Ap0s a expansao, os plasmideos foram extraidos utilizando o kit QIAfilter Plasmid Midi
Kit (Qiagen, EUA). E possivel observar na figura 15 a confirmagao da extragdo do DNA
plasmidial pUC:slpB revelado em gel de agarose 1%.
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Figura 15 - Confirmacéo da purificagdo do DNA plasmidial pUC:sIpB. Eletroforese em gel de agarose

1%. (M) Marcador de peso molecular de 1kb gene ruller; (1) Controle negativo; (2) pUC:sIpB Genescript;
(3) pUC:slpB Midiprep.
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Seguido da verificacdo, os plasmideos pUC:sIpB e pXYSEC:nuc purificados
passaram pela digestdo enzimatica com as enzimas Nsil e EcoRl, sendo esta possivel
devido a insercdo de sitios de restricdo para a enzimas citadas. O volume total da reacéo
de digestdo foi depositado e resolvido em gel de agarose & 1%. Como pode ser observado
na Figura 16, nas colunas 1 e 2, que correspondem a digestdo de duas colonias de E. coli
pUC:sIpB, ha a separacdo do DNA em dois fragmentos, um fragmento de 2720pb e outro
de 1588pb, que condizem ao vetor pUC57 e ao gene slpB, respectivamente. Ja nas colunas
3 e 4 é possivel observar um fragmento de 3251pb e outro de 576pb, que correspondem
ao vetor pXYSEC e o0 gene da proteina nuclease, respectivamente, provenientes da
digestdo do plasmideo pXYSEC:nuc.
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Figura 16 - Digestao dos plasmideos pUC:slpB e pXYSEC:nuc extraidos de E.coli TOP 10 com as
enzimas de restricdo EcoRI e Nsil. Eletroforese em gel de agarose 1%. (M) 1kb gene ruller (1) pUC:sipB
coldnia 1; (2) pUC:slpB colénia 2; (3) pXYSEC:nuc colbnia 1; (4) pXYSEC:nuc col6nia 2.

Ap0s a digestdo e resolucdo em gel de agarose, o inserto da proteina SIpB e o
vetor pXY:sec foram purificados utilizando o Kit illustraTM GFX PCR DNA e Gel Band
Purification (GE). Para formacdo do plasmideo pXYSEC:sIpB, o inserto e o vetor de
interesse ja purificados, foram submetidos a reacdo de ligacdo com auxilio da enzima T4
ligase, que foi mantida 16°C durante 18 horas.
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Figura 17 - Representacéo esquemaética do vetor pXYSEC portando o inserto de interesse slpB.

5.3 Transformacao da E. coli TOP 10

E. coli TOP 10 quimiocompetentes foram preparadas e transformadas através de
choque térmico com o contetdo de ligacdo do plasmideo pXYSEC:sIpB. Apds a
transformacéo todo o contetdo foi plaqueado em meio LB &gar com Cm (10 pg/ml) para
selecionar os clones transformados. As col6nias resistentes foram isoladas, expandidas e
0 DNA plasmidial foi extraido para confirmacéo. Os clones obtidos foram submetidos ao

ensaio de PCR para verificar a presenga do inserto SIpB (FIG. 18).

A insercdo do vetor de expressdo recombinante (pXYSEC:sIpB) também foi
confirmada através do sequenciamento pelo método da terminacdo de cadeia, utilizando
dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos, analisado no sequenciador automatico

3500 Genetic Analyzer® 8-capillary (Applied Biosystems, EUA).

Apds o sequenciamento, a sequéncia obtida foi analisada (dados ndo mostrados)
com o auxilio do programa Bioedit Sequence Alignment Editor vs7.2.5 e da ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI).
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Figura 18 - Screening de col6nias de bactérias E. coli TOP10 ap6s a transformacgéo com o plasmideo
de pXYSEC:sIpB. Eletroforese em gel de agarose 1%. (M) Marcador de peso molecular de 1kb gene ruller;
(1) Controle negativo da reacéo de PCR; (2) e (3) Fragmento amplificado por PCR correspondente ao gene
slpB presente em diferentes colénias recombinantes.

5.4 Transformacao da Lactococcus lactis NCDO 2118

Bactérias da linhagem L. lactis NCDO 2118 eletrocompetentes foram
transformadas através de eletroporacdo com o DNA plasmidial pXYSEC:slpB extraido e
confirmado da E. coli recombinante. Em seguida, foram seguidas as mesmas etapas da

transformacéo anterior.
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Figura 19 - Screening de coldnias de bactérias L. lactis NCDO2118 apo6s a transformagdo com o
plasmideo de pXYSEC:sIpB. Eletroforese em gel de agarose 1%. (M) Marcador de peso molecular de 1kb
gene ruller; (1) Controle negativo da reagdo de PCR;(2) e (3) Fragmento amplificado por PCR
correspondente ao gene slpB presente em diferentes col6nias recombinantes.
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Ap0s a transformacao o todo o conteudo foi plaqueado em meio M17 agar com
glicose (0,5%) e Cm (10 pg/ml) para selecionar os clones transformados. As coldnias
resistentes foram isoladas, expandidas e o DNA plasmidial foi extraido para confirmagao.
Os clones obtidos foram submetidos ao ensaio de PCR para verificar a presenca do inserto
SIpB (FIG. 19). O produto da PCR foi entdo submetido ao sequenciamento para a
confirmacéo e o alinhamento de nucleotideos pelo Blast apresentou 100% de homologia
com a sequéncia otimizada. Desta forma, pode-se confirmar a inser¢éo do gene slpB no
vetor pXYSEC.

Além da confirmacdo através da do sequenciamento, o plasmideo pXYSEC:sIpB
extraido da L. lactis, também passou pela digestdo enzimatica com as enzimas Nsil e
EcoRI. O volume total da reacdo de digestdo foi depositado e resolvido em gel de agarose
a 1% e como observado na coluna 2 da Figura 20, é possivel identificar a separacdo do
DNA em dois fragmentos, um fragmento de 3251pb, que corresponde ao vetor pXYSEC
e um segundo fragmento de 1588pb que condizem ao gene sIpB.

pXY:sec (3251pb)

slpB (1588pb)

Figura 20 - Digestdo dos plasmideos pXYSEC:sIpB extraidos bactérias L. lactis NCDO2118.
Eletroforese em gel de agarose 1%. (M) Marcador de peso molecular de 1kb gene ruller; (1) Plasmideo
pXYSEC:sIpB; (2) Plasmideo pXYSEC:slIpB digerido com Nsil e EcoRl.

5.5 Expressdo da proteina SlpB

Para avaliar a expressdo da proteina recombinante SlpB, a linhagem recombinante
L. lactis NCDO 2118 pXYSEC:sIpB foi cultivada em meio M17 com Cm (10 pg/mL), e

0 plasmideo induzido com 1% de xilose. Ap0ds 24 horas de incubacdo, foram realizadas
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as extracOes das proteinas da superficie utilizando Cloreto de Guanidina, proteinas do
sobrenadante e proteinas totais. O Cloreto de Guanidina é um forte agente caotrépico
desnaturante de proteina, atua decompondo o desdobramento de proteinas e
transformando-as em suas cadeias polipeptidicas originais, e foi utilizado para extrair as
proteinas de superficie como descrito nos trabalhos de DO CARMO e colaboradores
(2018) e MARECHAL e colaboradores (2014)

Para detectar a expressdo da proteina SlpB em todas as fracGes, as amostras de
proteinas do sobrenadante, da superficie e das proteinas totais, extraidas dos indcuos de
L. lactis NCDO 2118 pXYSEC:sIpB induzidos e ndo induzidos, foram separadas por gel
SDS- PAGE (FIG. 21) e em seguida feito o Western Blot (FIG. 22). A membrana utilizada

no WB foi marcada com anticorpo anti-slpB, purificados a partir de soros de coelho.

L.lactis NCDO 2118 pXY:sec:slpB

Kda LMW 1 2

51 .

Figura 21 - Proteinas extraidas do sobrenadante. Coluna 1- L. Lactis NCD0O2118 pXYSEC:sIpB nédo
induzido; Coluna 2 - L. lactis NCD0O2118 pXYSEC:sIpB induzida. Gel SDS PAGE 10% acrilamida, no
sistema Mini PROTEAN 11; 120 V-50 mA. Gel de coloragdo Biosafe (Biorad)

Figura 22 - Deteccdo da proteina SlpB por Western-Blot utilizando anti-slpB. 1- Controle positivo Pf
129. L. lactis pXYSEC:sIpB néo induzido: 2- Proteina total; 3- Proteina sobrenadante, 4- Proteinas de
superficie (Extrato de Cloreto de Guanidina). L. lactis pXYSEC:slpB induzido: 5- Proteina total; 6-
Proteina sobrenadante, 7- Proteinas de superficie (Extrato de Cloreto de Guanidina).

Apols a revelacdo, como era esperado, foi possivel observar uma expressdo
proeminente da proteina SlpB nas amostras extraidas a partir do indculo induzido,
utilizando Cloreto de Guanidina, que correspondente a extragdo realizada para obter as

proteinas da superficie. O resultado encontrado na expressédo das proteinas de superficie
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foi semelhante ao controle positivo, onde foram utilizadas amostras de P. freudenreichii
CIRM-BIA 129. J& com relacdo as proteinas totais e do sobrenadante, ndo foi possivel
observar uma expressao tao grande da proteina SIpB no inéculo induzido.

5.6 Avaliacao in vitro de caracteristicas probioticas

Como descrito na literatura, as proteinas de superficie podem conferir
caracteristicas fundamenteis para a manutencdo das funcGes probidticas de algumas
bactérias. Dentre as principais caracteristicas proporcionadas pela camada S, formada
pelas proteinas de superficie, as bactérias podemos citar sua capacidade de atuar como
uma capa protetora contra agentes ambientais hostis, como demonstrado na linhagem
probiotica Lactobacillus acidophilus M92 que mostrou-se capaz de resistir aos processos
que simulam as condig¢des encontradas no trato gastrointestinal (KOS, B. et al, 2000). A
camada S pode atuar também como uma adesina, favorecendo a adesdo as células
epiteliais humanas, como foi demonstrado na camada S formada pela proteina SIpA em
Lactobacillus brevis (FRECE et al., 2005). Além disso, as presenca de Slp’s pode também
alterar propriedades fisicas e quimicas da superficie bacteriana, como demostrou estudos
de DO CARMO e colaboradores (2018), com a auséncia da proteina SlpB em P.
freudenreichii CIRM-BIA 129. Diante disso, conduzimos uma série de ensaios in
vitro, afim de avaliar as propriedades da proteina de superficie SIpB expressa em L. lactis

NCDO2118 e as possiveis alteracdes de suas caracteristicas.

5.6.1 Curva de crescimento

O primeiro ensaio realizado averigou a cinética do crescimento das linhagens de
L. lactis selvagem e recombinante, que foi monitorada através da leitura da D.O, com
intervalos de uma hora, durante 48 horas. Na Figura 23 é possivel observar uma grande
semelhanca entre o crescimento das linhagens de L. lactis NCDO2118 selvagem e
recombinante quando cultivadas em meio suplementado com xilose, onde as linhagens
apresentaram um tempo maior para chegar a fase estacionaria, atingindo-a entre 15-18
horas. A mesma semelhanca pode ser observada quando as linhagens foram cultivadas
com glicose, entretanto, a fase estacionaria foi atingida mais rapidamente, com

aproximadamente 7-9 horas, ap6s a incubagdo. Foi possivel observar também um
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crescimento inicial maior da linhagem recombinante quando comparado com a linhagem

selvagem em meio com glicose.

Curva de Crescimento
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LI B | | I I D D D D D D B D B |
B0 000 R A A AP AP D D P

Horas

Figura 23 - Curvas de crescimento das bactérias L. lactis NCD0O2118 WT, L. lactis PXYSEC:nuc e
L. lactis PXYSEC:sIpB. Amostras foram incubadas a 30°C em caldo M17 (Difco) suplementado com
glicose ou xilose. Os testes Two-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a comparacdo mdaltipla.
Os asteriscos representam as diferengas estatisticas significativas, sendo, (**) referente a p < 0,01, (***)
referente a p < 0.001 e (****) referente a p < 0.0001.

5.6.2 Taxa de sobrevivéncia apds estresse acido e sal biliar

As linhagens de L. lactis NCDO2118 WT, L. lactis pXYSEC:nuc e L. lactis
pXYSEC:sIpB foram submetidas a ensaios para avaliar tolerdncia aos estresses
encontrados pela bactéria ao longo do trato gastrointestinal, sendo estes: o pH &cido
estomacal (pH 2,0) (MCCONNELL; BASIT; MURDAN, 2008) e os sais biliares
depositados no intestino delgado, sendo este composto principalmente por Colato de
sodio e Desoxicolato de sodio (KIM; REN; DUNN, 1999). As bactérias foram desafiadas
pelo periodo de 1 hora e o resultado foi expresso em taxa de sobrevivéncia (%) e pode ser
visualizado na figura 24.

Os resultados obtidos apds o estresse em acido pH 2,0 (Figura 23 A) demonstram
que a linhagem selvagem apresentou uma tolerancia maior em relacdo as demais, e foi
possivel observar que devida a fonte preferencial de carbono da linhagem ser a glicose, 0
fato de a linhagem ser cultivada em xilose diminuiu sua tolerancia de 86,73% para
75,11% (p<0,0001). O mesmo pode ser observado na linhagem L. lactis pXYSEC:nuc
que apresentou uma reducdo significativa quando cultivada em xilose (p < 0,01).
Entretanto, a xilose presente no meio em que foi cultivada a linhagem L. lactis
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pXYSEC:slpB demonstrou favorecer o aumento da UFC, de 2,03 x 10 (linhagem ndo
induzida) para 1,0 x 10”7 (linhagem induzida com xilose), que poderia ser correlacionado
com o crescimento da mesma, visto que sua presenca € essencial para inducdo do
plasmideo e expressdao da proteina. A linhagem recombinante induzida (74,27%)
apresentou uma maior tolerancia, ao estresse acido, em relacdo a linhagem ndo induzida
(67,13%), com uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). Contudo, néo
foram encontradas diferencas estatisticas entre a taxa de sobrevivéncia da linhagem
selvagem cultivada com xilose (75,11%) e a linhagem recombinante induzida. Este
resultado corrobora com estudos que demonstram que L. lactis possui mecanismos que
conferem resisténcia a ambientes acidos, visto que as mesmas sdo capazes de produzir
acido latico em sua fermentacdo, embora este seja um acido fraco (OLIVEIRA et al.,
2017). O principal mecanismo de controle do pH intracelular é a FOF1-ATPase, que
transloca protons para o meio ambiente as custas de ATP e o segundo mecanismo €
através da via da arginina desiminase (ADI), que permite que L. lactis neutralize seu
ambiente através da producdo de NHs (SANDERS; VENEMA,; KOK, 1999).
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Figura 24 - Taxa de sobrevivéncia das linhagens de L. lactis NCDO2118 WT, L. lactis PXYSEC:nuc
e L. lactis PXYSEC:sIpB apds estresse ao pH &cido (pH 2,0) (A) e aos sais biliares 0,5% (B). As
amostras foram incubadas a 30°C em caldo M17 (Difco) suplementado com glicose ou xilose, apds serem
desafiadas por uma hora em M17 pH 2.0 e M17 + sal biliar 0,5%, respectivamente. Os testes One-Way
ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a comparagdo multipla. Os asteriscos representam as
diferengas estatisticas significativas, sendo, (**) referente a p < 0,01, (***) referente a p < 0.001 e (****)
referente a p < 0.0001.

De modo geral, todas linhagens apresentaram uma tolerancia ao pH é&cido
considerada alta (>75%) ou moderada (40% a 75%). Em contra partida, ao serem
desafiadas com um meio suplementado com sais biliares na concentracgdo de 0,5% (Figura
24 B) foi possivel observar melhor os resultados da expressdo da proteina SlpB. A
linhagem selvagem L. lactis NCDO2118 e a linhagem controle L. lactis NCDO2118
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pXYSEC:nuc demonstraram-se altamente sensiveis aos sais biliares, ndo apresentando
nenhum crescimento durante as 48 horas de observacdo. Podendo desta forma atribuir a
producdo da proteina Slp a toleréncia de 45,61% apresentada pela linhagem L. lactis
NCDO02118 pXYSEC:slpB induzida. Pode-se observar também que a expressao da
proteina em niveis basais na linhagem recombinante ndo induzida foi capaz de conferir
uma protecdo ao estresse, apresentando uma toleréncia de aproximadamente 37,28%. A
grande susceptibilidade de L. lactis NCDO2118 aos sais biliares j& havia sido descrita por
Oliveira e colaboradores (2017), corroborando desta forma com os resultados obtidos
neste ensaio.

Os efeitos das proteinas de superficie sob estresse aos sais biliares pode ser
observado também em Lactobacillus plantarum, que possui as proteinas mub e mapA em
sua superficie, e apresentam um bom crescimento na presenca de sal biliar 1% (RUIZ;
MARGOLLES; SANCHEZ, 2013). Foram também observados estudos anteriores que a
L. lactis apresentam uma alta sensibilidade aos sais biliares, mesmo quando utilizados em
baixas concentragdes (0,2%), como mostra o estudo de KIM e colaboradores (1999). A
proteina SlpB também apresentou papel fundamental para a tolerancia aos estresses
acidos e aos sais biliares de P. freudenreichii, onde, sem a expressdo do gene da proteina,

a linhagem apresentou maior vulnerabilidade aos estresses (DO CARMO et al., 2018).

5.6.3 Analise do potencial zeta

As proteinas de superficie possuem um papel chave na adeséo as células epiteliais
intestinais, como citado anteriormente. Esta caracteristica € um importante pré-requisito
para a colonizacdo de linhagems probi6ticas no trato gastrointestinal. Entretanto, devido
a dificuldades envolvidas no estudo direto da adesdo bacteriana in vivo, em humanos
especialmente, levaram ao desenvolvimento de ensaios in vitro para avaliacdo de uma
série de varidveis envolvidas na capacidade de adesdo como: avaliacdo da
eletronegatividade da superficie bacteriana, hidrofobicidade e capacidade de agregacgéo
(KOS et al., 2003).

Performamos entdo o ensaio para avaliar o potencial zeta das amostras, afim de
averiguar uma possivel mudanca de cargas causadas pela expressdo da proteina SlpB.

Este ensaio é capaz de refletir a taxa de mobilidade das células dentro de um campo
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elétrico, onde um valor negativo mais baixo esta supostamente relacionado a uma maior
hidrofobicidade o que leva a uma melhor adesdo (DE WOUTERS et al., 2015).

A B )
Potencial{ pH 7,0 Potencial-{ pH 5,0
D-
T = -
104 ==
-10+ — o
A 20 L 1
2 .20+ 2
=30=
-30+ — : 40 . T seas
-40 T L] T L] ; -50
| Ll LI | ]
F & ¥ & &S & ¥ &
\i;(& Qgé o .;}5? ‘;& aF S & & &
GF‘ (é)' o éi ’ a3 Gg\ﬁ QS"'{\ ,}‘? & &
& & e & = & & & & &
N S S SN ¥ & & & F
S o &
CA A & & &L
Potencial-{ pH 2,0
C
4
, — ase
il Il
-1
E
-2
-4
'G 1 L] Ll L] L]
& & A
-t("& .g\&' '5\{& & r}év
00 o Q,(J Qé v
S & & & &
F $° & o
(EP & & &
- & =

lactis NCDO2118 WT, L. lactis PXYSEC:nuc e L. lactis PXYSEC:sIpB ressuspendidas em tampéo
KH2PO4 em trés diferentes pH 7.0 (A), 5.0 (B) e 2.0 (C).Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc
foram usados para a comparagdo mdltipla. Os asteriscos representam as diferencas estatisticas
significativas, sendo, (***) referente a p = 0.001 e (****) referente a p > 0.0001.

E possivel observar com base nos graficos da Figura 25 que os resultados obtidos
com as amostras ressuspendidas no tampédo com pH 7,0 e 5,0 foram bastante semelhantes.
Como esperado, devido a auséncia de proteinas de superficie, a linhagem L. lactis
NCDO02118 selvagem e a linhagem recombinante com o plasmideo PXYSEC:nuc ndo
apresentaram cargas negativas tao altas, sendo a media da linhagem selvagem -3,53mV e
da linhagem L. lactis PXYSEC:nuc de -9,33mV quando néo induzida e -4,22mV quando
induzida, apresentando uma diferenga estatistica (p<0,0001). Foi possivel observar
tambem que a expressdo da proteina em niveis basais na linhagem recombinante ndo
induzida foi capaz elevar a eletronegatividade da linhagem nas anélises realizadas com

pH 7,0 e pH 5,0. A linhagem L. lactis pXYSEC:slpB tanto induzida quanto ndo induzida,
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apresentou uma grande diferenca significativa (p<0,0001) de carga das demais amostras,
apresentando-se mais eletronegativas, com uma carga média de -30mV em pH 7,0. Ja
com a alteracdo do pH de 7,0 para 5,0, foi possivel observar que houve um aumento da
carga da linhagem L. lactis pXYSEC:slIpB nédo induzida, aumentando sua carga média
para -35,7mV, e assim, demonstrando uma diferenca estatistica (p<0,0001) quando
comparado com o resultado encontrado na linhagem induzida, que teve sua média

mantida apesar da mudanca pH.

Entretanto, quando avaliado o potencial das amostras em pH 2,0, onde
naturalmente ha uma diminuicdo da mobilidade das células dentro de um campo elétrico
(WILSON et al., 2001), a expressao apenas em niveis basais ndo foi capaz de manter a
eletronegatividade de L. lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB nédo induzida, e apenas a
linhagem recombinante induzida diferenciou-se das demais (p<0,0001), sendo a Unica a

apresentar carga negativa de em média -5,18mV.

Este resultado demostra que a proteina SlpB quando expressa em L. lactis
NCDO2118 possui a capacidade de alterar o potencial elétrico de sua superficie,
deixando-a eletronegativamente carregada, 0 que corrobora com estudos conduzidos por
Do Carmo e colaboradores (2018) que evidenciam os efeitos da proteina SIpB no
potencial zeta em P. freudenreichii WT e na linhagem mutante knockout slpB,
demostrando que a auséncia da proteina SlpB, leva a um aumento do potencial zeta da

linhagem, elevando a média de -21,73mV, da linhagem selvagem, para -6,75mV.

5.6.4 Andlise da hidrofobicidade da superficie celular

Além da carga da superficie celular demonstrada pelo potencial zeta, foram
também avaliadas as propriedades hidrofobicas/hidrofilicas da superficie celular das
linhagens, através da afinidade a hidrocarbonetos, utilizando o ensaio de Adesdo
Microbiana a Hidrocarbonetos (MATH). Propriedades hidrofobicas e hidrofilicas
juntamente com proteinas de superficie com caracteristicas apolar podem ser
correlacionadas com o processo de adesdao (SANDES et al., 2017; GUO et al., 2010).
Para determinar a hidrofobicidade das linhagens, foram utilizados neste trabalho trés
solventes: xilol, um solvente apolar; cloroformio, um solvente monopolar &cido e acetato
de etila, um solvente monopolar basico. Apenas a adesdo ao xilol é indica a hidrofobia ou

hidrofilia da superficie celular. Os outros dois solventes, cloroférmio e acetato de etila,
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foram considerados como uma medida das caracteristicas doador de elétrons (basico) e

aceitador de elétrons (acido) das bactérias, respectivamente (KOS et al., 2003).

Os resultados apresentados na Figura 26 mostram que a linhagem recombinante
induzida L. lactis NCDO2118 PXYSEC:slpB demonstrou uma grande afinidade ao
solvente Cloroférmio, solvente acido e aceitador de elétrons, com uma média de adeséo
de 92,5%. Esta média foi maior e estatisticamente significante (p<0,0001) as médias dos
grupos controles, onde em condig¢des normais de cultivo, L. lactis selvagem suplementada

com glicose, apresentou a média de adesdo de 17% em Cloroférmio.
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Figura 26 - Ades@o microbiana a hidrocarbonetos (MATH), utilizando os solventes Cloroformio (A),
Acetato de etila (B) e Xilol (C). Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a
comparacao multipla. Os asteriscos representam as diferencas estatisticas significativas, sendo, (*) referente
ap<0.05e (****) referente a p < 0.0001.

Ja os resultados encontrados com Acetato de Etila (FIG. 26 B), solvente béasico e
doador de elétrons, demonstraram que a linhagem recombinante L. lactis NCD0O2118
PXYSEC:slpB ndo induzida apresenta mais afinidade ao solvente, com uma média de

adesdo de 91%. O mesmo acontece com a linhagem selvagem que apresentou uma média
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de adesdo de 32% quando cultivada em meio suplementado com glicose e 19% quando

cultivada em meio suplementado com xilose.

A alta adesdo da linhagem recombinante induzida ao cloroformio confere
caracteristica bésica a superficie celular. Em contrapartida, a linhagem selvagem L. lactis
NCDO2118 WT e L. lactis pXYSEC:sIpB ndo induzida apresentaram uma maior
aderéncia ao solvente acetato de etila, o que confere a estas, caracteristica acida a

superficie celular.

Por fim, o solvente xilol (FIG. 26 C) foi utilizado para acessar a hidrofobicidade
da superficie celular das bactérias. A linhagem L. lactis NCDO2118 PXYSEC:sIpB
induzida demonstrou mais afinidade ao solvente que as demais linhagens, com uma meédia
de adesdo de 44,5%. Esta média foi maior e estatisticamente significantes (p<0,0001) as
médias dos grupos controles, onde L. lactis selvagem suplementada com glicose,

apresentou a média de adesédo de apenas 12%.

Desta forma, foi possivel observar que a inducdo da proteina SlpB em L. lactis
NCDO02118 ocasionou em uma mudanga nas propriedades gerais da superficie celular,
conferindo a linhagem uma capacidade maior de adesdo ao xilol, de 44,5%, e
caracteristicas basicas. Este resultado é similar ao descrito por Do Carmo e colaboradores
(2018), em que a linhagem P. freudenreichii WT apresentou uma média de 43,27% de
adesdo ao xilol, onde, essa capacidade de aderéncia foi atribuida a presenca da proteina
SIpB.

5.6.5 Andlise da auto-agregacdo bacteriana

E finalmente, o Gltimo ensaio in vitro conduzido determinou a capacidade de auto-
agregacdo das linhagens. A auto-agregacdo é uma propriedade importante para estimar o
potencial probidtico, e desempenha um papel importante na adesdo das bactérias as
células epiteliais intestinais e na prevencdo da colonizacdo de patdégenos (CHOI et al.,
2018). Na figura 27 é possivel observar que, até as 6 horas de ensaio, as médias de
agregacao das linhagens ndo foram significantes estatisticamente, mantendo em uma
média de aproximadamente 20%. A partir de 12 horas ja é possivel observar uma
crescente diferenca entre a linhagem com a proteina recombinante SlpB, que obtivera a
média de 32,90% de auto-agregacéo quando crescida em glicose e 26,73% em xilose, em
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relacdo a linhagem selvagem, com apenas 13,69% de agregacdo quando crescida em
glicose e 15,39% em xilose.

Os efeitos da proteina SIpB puderam ser evidenciados ap6s 24h de incubagéo,
onde as médias de auto-agregacdo de L. lactis pXYSEC:sIpB induzida e ndo foram
superiores as medias de L. lactis pXYSEC:nuc e L. lactis NCDO2118 WT. L. lactis
pXYSEC:sIpB induzida apresentou uma média de 43% de agregacdo e a linhagem néo
induzida 49,39%, ndo havendo diferencas estatisticas entre elas. Seguido pela linhagem
recombinante utilizada de controle L. lactis pXYSEC:nuc que obteve as médias de
agregacao de 40,46% quando ndo induzida e 36,05% quando induzida. J& em relacdo a
linhagem selvagem, que obteve 29,14% de agregacdo quando crescida em glicose e
25,40% em xilose, podendo observar uma diferencga significativa em relagdo a linhagem
L. lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB néo induzida (p<0,0001) e induzida (p<0,001).
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Figura 27 - Resultados do teste de auto-agregacdo bacteriana realizado com a L. lactis NCDO2118
WT, L. lactis PXYSEC:nuc e L. lactis PXYSEC:sIpB. As amostras, resuspendidas em PBS 1x, foram
avaliadas nos intervalos de 1,3, 6, 12 e 24 horas e o0s resultados expressos em % de agregacdo. Os testes
Two-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a comparagdo mdaltipla. Os asteriscos representam
as diferencas estatisticas significativas, sendo, (**) referente a p < 0,01, (***) referente a p < 0,001 e (****)
referente a p < 0.0001.

Assim como os resultados apresentados, niveis baixos de auto agregacdo de L.
lactis j& haviam sido descritos por ARMAS e colaboradores (2017). Desta forma, o
aumento da capacidade de auto-agregacao observada pode estar relacionada a camada S
formada pela proteina SIpB na superficie celular, assim como KOS e colaboradores
(2003) associam a capacidade de auto-agregacdo de Lactobacillus acidophilus M92 as

proteinas presente em sua superficie.

Mudancas significativas puderam ser encontradas nas propriedades fisicas e
quimicas da L. lactis NCD02118 pXYSEC:slpB, como aumento do potencial de adeséo,
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através das elevadas cargas eletronegativas, elevado potencial hidrofobico, caracteristica
basica da superficie celular e um aumento da capacidade de auto-agregacdo. Além de
conferir a linhagem uma protecéo ao estresse causado pelos sais biliares. Diante disso, a
linhagem recombinante demonstrou aspectos promissores para o teste em modelos

inflamatorios in vivo.

5.7 Avaliacdo dos efeitos da linhagem recombinante L. lactis NCDO2118
pXYSEC:sIpB no modelo de colite induzida por DSS

A colite ulcerativa é uma doenca inflamatoria intestinal, e pode ser mimetizada
em modelos in vivo, através da indugdo com substancias quimicas, como o DSS (WIRTZ
et al., 2017). A inflamacdo causada pela UC atinge as células epiteliais do célon, o que
resulta em um comprometimento da funcao de barreira da mucosa, além disso, a colite é
marcada por sinais clinicos faceis de serem observados, como perda de peso, diarreia e
sangue oculto nas fezes (ZHANG,; LI, 2014). Ainda ndo existe cura para a colite e as
formas de tratamento conhecidas como, administracdo de anti-inflamatérios,
imunossupressores, antibioticos ou cirurgias, que pode ocasionar em efeitos colaterais
graves, como reacOes alérgicas, calafrios, febre, urticaria e problemas hepaticos
(CHIBBAR; DIELEMAN, 2015). Desta forma, o uso de probiéticos com propriedades
imunomoduladoras e antiinflamatdrios tém sido propostos como ferramentas tanto para a
prevencdo quanto para o tratamento da DIl (LUERCE et al., 2014). Algumas linhagems
de bactérias lacticas, como L. lactis NCDO2118 (LUERCE et al.,, 2014) e
propionibacterias lacteas, como P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (RABAH et al., 2020)
ja obtiveram resultados promissores no alivio do sintomas da colite ulcerativa, tornando

este, 0 modelo ideal para avaliar os efeitos da proteina de superficie SIpB.

5.7.1 Andlise hidrica e alimentar e evolucao do peso dos animais

Durante os 7 dias de experimento foram avaliados o consumo hidrico e alimentar

dos animais e assim como a variagao de peso.

Com relacdo ao peso dos animais € possivel observar que ambos os tratamentos
com L. lactis pXYSEC:sIpB e o grupo controle L. lactis NCD02118 WT foram capazes
de evitar a perda de peso dos animais, entretanto, entre 0 4 e 0 6 dia de experimento, a

linhagem recombinante apresentou resultados melhores no ganho de peso dos
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camundongos, similar ao grupo Naive, que por sua vez manteve um ganho de peso
exponencial durante os 7 dias. J& no grupo controle que recebeu apenas a solugdo de DSS
é possivel observar uma tendéncia a perda de peso a partir do 5° dia, chegando ao 7° dia
com significativa (p<0,001) perda de peso (Figura 28A e 28B).

Ao final dos 7 dias, apenas os animais do grupo DSS apresentaram perda de peso

(Figura 28 B), mostrando que os tratamentos foram capazes de evitar a perda de peso dos

animais.
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Figura 18 - Variacdo de peso corporal dos camundongos durante os 7 dias experimentais (A) e
variacao de peso corporal relacionando o primeiro ao tltimo dia (B). Os testes Two-Way ANOVA (A),
One-Way ANOVA (B) e Tukey post-hoc foram usados para a compara¢do multipla (n = 6-12). Os
asteriscos representam as diferencas estatisticas significativas, sendo, (*) referente a p < 0,05, (**) referente
ap<0,01e (***) referente a p < 0,001.
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A avalia¢do do consumo hidrico (Figura 29 A) demostrou que 0s animais que
consumiram a solugcdo de DSS mantiveram a média de consumo durante todo o
experimento, aproximadamente 5mL/dia por animal, sendo possivel observar uma leve
tendéncia a diminuicdo do grupo DSS a partir do 6 dia. A apenas o grupo Naive, sofreu
pequenas alteracbes no consumo, variando entre dias que 0s animais apresentavam o

consumo médio de 5 ml/dia com dias em que o consumo de &gua era maior.

Em relacdo ao consumo alimentar (Figura 29 B), durante os sete dias nao
houveram grandes variacdes entre os grupos Naive, e DSS, que mantiveram o consumo
de racdo constante. J& o grupo NCDO WT + DSS apresentou uma pequena variacdo do 6
para o sétimo dia, porém essa varia¢do ndo refletiu em uma perda de peso dos animais.
E o grupo NCDO pXYSEC:sIpB + DSS apresentou um consumo menor nos 3 primeiros

dias, igualando ao consumo dos grupos controles a partir do 4 dia.

A
15

$ = NAIVE

o= 10+

- -4~ DSS

T c

°$ ¥~ NCDO WT +DSS
2E 5o . NCDO pXYSEC:sIpB +
3 DSS

0 1 1 1 ] 1 1 1
N v n 6 o A

B 45~

8 404 - NAIVE

® _ -

5 3.54 i

bE 4~ NCDO WT +DSS
55 3.0+ . NCDO pXYSEC:sIpB +
Z DSS

(8]

2.5+

N

o
-
—
—
—
—
-
=

Figura 29 - Avaliacao do consumo hidrico (A) e alimentar (B) durante os 7 dias experimentais (n = 6-
12).

Os resultados apresentados corroboram com outros estudos descritos na literatura,
gue mostram que L. lactis NCD0O2118, P. freudenreichii CIRM-BIA 129, assim como, a

atuacdo de algumas proteinas de superficie de forma purificada, podem trazer uma alivio



79

na perda de peso dos camundongos com colite ou em outros modelos de inflamacao
(RABAH et al., 2020; DO CARMO et al., 2020; CAl et al., 2018; LUERCE et al., 2014).

5.7.2 Indice de Atividade da Doenca

A partir dos trés principais sinais clinicos da colite, foi determinado o indice de
Atividade da Doencga (DAI), entre o terceiro e o ultimo dia do experimento. Na figura
30A é possivel observar que os grupos que receberam DSS obtiveram um aumento similar
e crescente do DAI até o 6 dia. Entretanto, do 6° para o 7° dia, 0s grupos DSS e NCDO
WT + DSS mantiveram o aumento exponencial do DAI. Entretando, pode ser observado
uma tendencia na manutencao da pontuacdo do DAI nos camundongos que consumiram
a linhagem NCDO pXYSEC:sIpB + DSS.
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Figura 30 - indice de Atividade da Doenca durante os 7 dias experimentais (A) e Indice de Atividade
da Doenca do ultimo dia (B). Os testes Two-Way ANOVA (A), One-Way ANOVA (B) e Tukey post-hoc
foram usados para a comparagdo maltipla (n = 6-12). Os asteriscos representam as diferencas estatisticas
significativas, sendo, (*) referente a p < 0,05 (**) referente a p < 0,01, (***) referente a p < 0,001 e (****)
referente a p < 0,0001.
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Com base nos resultados apresentados na figura 30 B, é possivel observar que a
linhagem recombinante NCDO pXYSEC:sIpB + DSS foi capaz de amenizar os sinais da
clinicos colite, quando comparado ao controle DSS (p < 0,01), sendo mais eficiente que
a linhagem selvagem que apresentou uma tendéncia mas ndo obteve diferenca estatistica

em relacdo ao grupo controle inflamado DSS.

5.7.3 Anélise do comprimento do co6lon

Através da avaliacdo do comprimento do c6lon dos camundongos (Figura 31) foi
possivel observar que o tratamento com a linhagem recombinante NCDO pXYSEC:sIpB
+ DSS foi eficaz e 0 comprimento do célon dos animais desse grupo equipararam ao do
grupo controle Naive, ndo havendo diferengas estatisticas entre os mesmos. Além disso,
o0 tratamento com a linhagem recombinante demonstrou-se mais eficaz do que com a
linhagem selvagem (p < 0,05), que por sua vez ndo apresentou melhoras em relacdo ao

grupo inflamado DSS.
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Figura 31 - Anélise do comprimento do célon. Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram
usados para a comparagdo mdaltipla (n = 6-12). Os asteriscos representam as diferencas estatisticas
significativas, sendo, (*) referente a p < 0,05 e (***) referente a p < 0,001.

A linhagem selvagem, assim como outras bactérias LAB, ja havia sido obtido bons
resultados no alivio dos sintomas clinicos da colite, como demonstram em estudos de
Nishitani e colaboradores 2009 e Luerce e colaboradores (2014). Entretanto, pode-se
atribuir & presenca da proteina SIpB a melhora dos resultados, principalmente em relacéo

ao comprimento do colon, onde a linhagem selvagem sozinha n&o apresentou eficacia.
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5.7.4 Anélise histomorfolégica

Atraveés das analises histologicas foi possivel avaliar os efeitos do DSS no tecido
do célon dos animais. O grupo controle Naive (FIG. 32 A) ndo apresentou danos
proeminentes na estrutura do tecido, j& os animais do grupo DSS (FIG. 32 B)
apresentaram erosoes e ulcera¢fes na mucosa, além de profundo dano extensivo na parede
do intestino e aumento da infiltracdo de celulas inflamatdrias. Os animais que receberam
a linhagem selvagem NCDO WT + DSS (FIG. 32 C) apresentaram uma leve diminuicéo
nos danos a mucosa, mas ainda foram observadas algumas ulcerac@es e grande infiltrado
de células inflamatorias. Ja o tratamento com a linhagem NCDO pXYSEC:slIpB + DSS
(FIG. 32 D) demonstrou-se eficaz, amenizando os danos causados pelo DSS,
apresentando a estrutura morfolégica do cdlon mais preservada, com menos pontos de
lesbes ao longo do tecido. Estes resultados tornam-se evidentes através da andalise do
escore histopatoldgico, demonstrado na figura 33, onde, dentre 0s grupos que
consumiram a solucéo de DSS, o grupo tratado com NCDO pXYSEC:slpB apresentou o
menor escore histopatoldgico (média de 3,14 + 0,37), quando comparado ao grupo
controle DSS (5,0 £ 0,6 , p < 0,0001) e também mostrou-se estatisticamente mais eficaz

que o tratamento com NCDO WT que obteve uma média de 4 £ 0,5 (p < 0,05).

NAIVE

NCDO WT + DSS
NCDO pXYSEC:slpB

Figura 32 - Imagens das micrografias das analises histopatologicas do tecido do célon, representados
pelos grupos Naive (A), DSS (B), NCDO WT + DSS (C) e NCDO pXYSEC:sIpB (D). As laminas foram
coradas em HE e analisadas sob o aumento de 20x (n = 6).
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Figura 33 - Andlise do escore histopatolégico do tecido do cdlon. As Iaminas foram coradas em HE e
analisadas sob o aumento de 20x. Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a
comparacao multipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferencas estatisticas significativas, sendo, (*)
referente a p < 0,05 (**) referente a p < 0,01, (***) referente a p < 0,001 e (****) referente a p < 0,0001.

Desta forma, observou-se que apesar de L. lactis NCDO2118 WT ter obtido bons
resultados diminuindo escore histopatdgico, corroborando com os estudos de Luerce e
colaboradores (2014), nossos resultados apontam que a presenca da proteina SlpB pode
estar associada a diferenca encontrada do escore histopatogico, em relagcdo ao grupo
NCDO WT + DSS.
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Figura 34 - Profundidade das criptas intestinais do colon nos animais saudaveis e inflamados com
DSS. As laminas foram coradas em HE e analisadas sob o0 aumento de 20x. Os testes One-Way ANOVA e
Tukey post-hoc foram usados para a comparagao multipla (n = 6). Os testes One-Way ANOVA e Tukey
post-hoc foram usados para a comparacdo multipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferencas
estatisticas significativas, sendo (**) referente a p < 0,01.
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Foram avaliadas também a profundidade das Criptas de Lieberkiihn (Figura 34),
presentes no tecido do colon, onde foi possivel observar uma diferenca estatistica (p <
0,01) apenas entre os grupos controle Naive (232,3 + 41,73) e DSS (191,1+ 45,4). J& 0s
grupos tratamento, NCDO WT + DSS e NCDO pXYSEC:slIpB + DSS, apresentaram uma
média de 212,5 + 28,91 e 209,7 + 46,30, respectivamente, ndo demostrando diferencas

estatisticas em relagdo aos demais grupos.

E o ultimo parametro histologico analisado foi o nimero de células caliciformes.
A preservacdo das células caliciformes € um importante aspecto dos mecanismos de acéo
probidticos, devida sua producdo de muco, que serve como uma barreira impedir a adesdo
direta de microrganismos ao epitélio (ABRANTES et al., 2020). Através da técnica de
coloracdo PAS foi possivel observar a integridade das células (células coradas em tons

rosa-aroxeados) e contabiliza-las.

NCDO WT + DSS
NCDO pXYSEC:sipB
+ DSS

LR L% o ,_,. : ] PR
Figura 35 - Imagens das micrografias para analise de células caliciformes no tecido do colon,
representados pelos grupos Naive (A), DSS (B), NCDO WT + DSS (C) e NCDO pXYSEC:sIpB (D).
As laminas foram coradas em PAS, células caliciformes apresentam tons rosa-aroxeados intensos, e
analisadas sob o aumento de 40x (n = 6).

&

E possivel observar nas imagens da Figura 35 que o grupo controle Naive
apresenta células maiores, em maior quantidade e com coloracdo intensa, contabilizando
uma média de 133,1 + 14,62 células por campo (Figura 36), ja o grupo controle inflamado

DSS apresenta células menores, em menor quantidade (67,08 £ 17,85) e em alguns casos,
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ja sem coloracdo, demonstrando sinais de degeneracdo. Em relacdo aos tratamentos
utilizados, € possivel observar um aumento estatistico no nimero de células caliciformes
no grupo tratado com NCDO pXYSEC:slpB (99,90 £ 20,51) quando comparado ao grupo
DSS (p < 0,05). J& o tratamento com a linhagem selvagem, apesar de observada uma
tendéncia no aumento de células caliciformes (90,20 £ 6,64), demonstrou-se menos

eficaz, ndo havendo diferenca estatistica em relagdo do grupo DSS.

2 200 ”
E [} 1
e %k %k k
S 150- %
3g
8 £
S § 1004 1
s 8 T
5
]
5 50
£
]
4
0- T T
& ) ) %
g\A & XO@ xofo
& Q
N R
s &
< ©
]
o)
Q
XS

Figura 36 - Quantificacdo de células caliciformes por campo. As laminas foram coradas em PAS e
analisadas sob o aumento de 40x. Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a
comparacao multipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferencas estatisticas significativas, sendo (*)
referente a p < 0,05 (**) referente a p < 0,01 e (****) referente a p < 0,0001.

5.7.5 Quantificacdo das enzimas mieloperoxidase e peroxidase eosinofilica

A pontuacdo do escore histopatogico foi definida através da avaliacdo
microscopica com base em dois aspectos: a gravidade dos danos do tecido e o acimulo
do infiltrado de células infamatdrias (WIRTZ et al., 2017). Visivelmente o infiltrado de
células inflamatdrias demonstrou-se atenuado no grupo tratado com L. lactis NCD0O2118
WT e ainda menor nos animais tratados com L. lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB. O
infiltrado de células inflamatorias € composto por células mononucleares e
polimorfonucleares, e na colite ulcerativa, é possivel encontrar aumentados os niveis de
neutrdfilos e eosinofilos, principalmente (VILLANACCI et al., 2013). Desta forma,
quantificamos as enzimas mieloperoxidase (MPQ) e peroxidase eosinofilica (EPO), como
forma de determinacéo indireta de neutrofilos e eosinofilos, respectivamente, no célon

dos animais
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Ambos os tratamentos utilizados, NCDO WT e NCDO pXYSEC:sIpB,
demonstraram grande eficacia em relacdo a quantidade de enzimas MPO quantificadas
(Figura 37 A), seguido pelas médias de 57,27 + 48,43 e 17,50 * 6,65, respectivamente,
com diferencas estatisticamente significativas para ambos tratamentos em relacdo ao
grupo controle DSS (232,7 + 115,9, p < 0,0001).

O mesmo cenério foi encontrado quando quantificadas a enzima EPO (Figura 37
B), onde ambos os tratamentos utilizados, NCDO WT e NCDO pXYSEC:slpB,
demonstraram grande eficacia, seguido pelas médias de absorbancia 0,07 £ 0,05 e 0,04 +
0,04, respectivamente, apresentando diferencas estatisticamente significativas em relagédo
ao grupo DSS (0,28 + 0,10, p < 0,0001).
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Figura 27 - Quantificacdo das enzimas mieloperoxidase (MPQO) (A) e peroxidase eosinofilica (EPO)
(B) no tecido do célon. Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a comparagao
multipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferencas estatisticas significativas, sendo (****) referente
ap<0,0001.

Os resultados obtidos na quantificacdo das enzimas MPO e EPO neste trabalho,
corroboram com os descritos por HAN e colabooradores (2021), onde o grupo DSS
apresentou uma grande quantidade das enzimas no colon. Com base nos resultados dos
grupos tratados, observou-se que o tratamento com L. lactis NCDO2118 foi capaz de

diminuir a infiltracdo de neutrdfilos e de eosinofilos no célon.
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5.7.6 Quantificacdo da secrecdo de imunoglobulina A (slgA) no intestino delgado

Altos niveis de sIgA podem ser encontrados na camada de muco do intestino em
individuos saudaveis (ROGIER et al., 2014), entretendo, 0 aumento da secre¢do de IgA
pode ser relacionada a uma resposta inflamatoria causada por distdrbios na barreira

intestinal do ilio, como demonstrado nos resultados de Rabah e colaboradores (2020).

Os resultados apresentados na figura 38 demonstram niveis mais elevados de IgA
secretora no grupo controle inflamado DSS (91,30 + 40,93). J& 0s grupos que receberam
tratamento NCDO WT (63,54 + 17,17) e NCDO pXYSEC:slpB (59,44 + 26,85),
apresentaram uma média similar ao grupo controle Naive (62,81 £ 28,17). Entretanto, ndo

houveram diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os grupos avaliados.

Desta forma, foi possivel observar que apenas o grupo DSS apresentou niveis
elevados de slgA, mas ndo foram encontradas diferencas que pudessem ser relacionadas

aos efeitos da proteina SIpB neste aspecto, corroborando com os resultados de Do Carmo

e colaboradores (2020).
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Figura 38 - Concentracao de IgA secretdria no intestino delgado. Os testes One-Way ANOVA e Tukey
post-hoc foram usados para a comparagao multipla (n = 6-12).

5.7.7 Modulacéo da expressao de genes implicados na resposta imunomodulatoria e
barreira epitelial no célon

Considerando as alteragdes observadas nas analises histologicas e macroscopicas
ocasionadas pela expressdo da proteina SlpB em L. lactis NCDO2118, foram também
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avaliadas as alteragdes nos niveis de expressao génica do colon e a presencga de citocinas
pro e anti-inflamatorias no tecido. Foram avaliadas a expresséo de genes de relacionamos
a producdo de mucina no intestino (mucina 2), genes relacionados a integridade da
barreira epitelial (zonula occludens-1, zonula occludens-2, claudina 1, claudina 5 e
ocludina), ao extresse oxidativo (inos - enzima 6xido nitrico sintase induzivel), genes de
citocinas pro e anti-inflamatérias (IL-10, TGFg, INFg, IL-1b, IL-12, IL-6, IL-17 e TNFa),
e por fim, foram avaliadas também a expressdo do gene homx1 codificador da enzima
heme oxigenase 1, um importante gene com potencial imunomodulador que associado a
producdo de IL-10, contribuem para desenvolvimento de DIl e a expressdo do gene ppary
(proliferadores de peroxissoma tipo gama), responsavel pela a adipogénese e melhora da
resisténcia a insulina, mas atua ativamente na colite regulando negativamente a expressao

génica de genes pré-inflamatorios.

Com base nos resultados demosntrados na Figura 39, é possivel observar que a
linhagem recombinante NCDO pXYSEC:sIpB foi capaz de aumentar a expressdo dos
gene muc2 (Figura 39 A), codificador da proteina Mucina 2, secretada pelas células
caliciformes (MCINTIRE et al., 2011), apresentando diferencas estatisticas aos grupos
controle DSS e NCDO WT + DSS (p < 0,001) e Naive (p < 0,05). Este resultado sustenta
também os resultados encontrados na contagem células caliciformes ja descrita
anteriormente neste trabalho, devido ao fato destas células serem as principais produtoras

de mucina no intestino.

A preservacao do epitélio demonstrado na histologia dos animais que receberam
a linhagem recombinante, capaz de expressar a proteina SlpB, também pode ser
observada através do aumento da expressdo dos genes zo-1, cld-1, cld-5 e ocln
responsaveis pela expressdo de proteinas de juncdo (tight junctions proteins), pela
manutencdo da funcéo de barreira epitelial e controle da permeabilidade celular (LANDY
et al., 2016). Com relacdo a expressao de mRNA dos genes codificadores de proteinas da
barreira epitelial, apenas ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s grupos no
gene zo-2 (Figura 39 C). J& para zo-1, cIn-1 e cIn-5 (Figuras 39B, 39D e 39E) o tratamento
linhagem recombinante NCDO pXYSEC:sIpB também apresentou niveis mais elevados
de expressdo destes genes, do que 0s grupos controle, que ndo presentaram entre si
diferengas estatisticas (p < 0,05). Ja o gene ocln (Figura HF), apresentou diferenca entre
0 grupo controle Naive em comparacéo ao grupo DSS (p < 0,05) e NCDO WT + DSS (p
< 0,001), ndo apresentando diferencas estatisticas ao grupo NCDO pXYSEC:sIpB. Este
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por sua vez, demonstrou alteracdes estatisticas (p < 0,01) apenas com o grupo tratado com
a linhagem selvagem. A partir destes resultados, pode-se propor que a proteina SlpB
apresenta um papel central para reforgar a barreira epitelial, mas ainda sdo necessarios

mais estudos, como a permeabilidade intestinal, para concluir esta afirmacéo.
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Figura 39 - Andlise da expresséo génica de muc2 (A), zo-1 (B), zo-2 (C), cIn-1 (D), cIn-5 (E), ocln (F).
Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a comparagdo maltipla (n = 6). Os
asteriscos representam as diferencas estatisticas significativas, sendo (*) referente a p < 0,05 (**), referente
ap<0,01e (****) referente a p < 0,0001.

Entre as citocinas avaliadas ndo foram encontradas mudancas significativas
(p<0,05) em relagdo a expressao dos genes: TGFS, INFg, TNFa e IL-1b (Figuras 40 A,
C, D e G). Ja os resultados de IL-17 (Figura 40 E) demonstram um aumento,
estatisticamente significante, da expressdao no grupo DSS em relacdo aos grupos Naive (p
< 0,05), NCDO WT + DSS (p< 0,05) e NCDO pXYSEC:sIpB (p<0,01). Quanto a
expressdo da citocina IL-12 (Figura 40 H), foi possivel observar aumento significativo
apenas no grupo NCDO WT + DSS. Em contra partida, foi possivel observar um aumento
nos niveis de expressdo de IL-6 (Figura 40 F) de NCDO pXYSEC:slpB, apresentando
resultados estatisticamente diferentes aos grupos controle Naive (p<0,01) e DSS (p<0,05).

Finalmente, a citocina anti-inflamatéria IL-10 (Figura 40 B), onde o grupo controle DSS
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apresentou niveis mais baixos de expressdo génica quando comparados aos grupos Naive
(p<0,01), NCDO WT + DSS (p<0,01) e NCDO pXYSEC:sIpB (p<0,001).
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Figura 40 Analise da expressao génica de TGFp (A), IL-10 (B), INFg (C), TNFa (D), IL-17 (E), IL-6
(F), IL-1p (G), IL-12 (H). Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram usados para a comparagdo
multipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferengas estatisticas significativas, sendo (*) referente a p
< 0,05, (**) referente a p < 0,01 e (****) referente a p < 0,0001.

A linhagem P. freudenreichii CIRM-BIA 129 portadora da proteina SlpB havia
demonstrado anteriormente em modelo de colite induzido por TNBS uma diminuicao dos
niveis de expressdo do mRNA de 116, TNFa, I11b, 1110 e hmox e a manutencéo dos genes

zo1, pparg e IFNg, reprimidos pelo TNBS (PLE et al., 2016).

Através da observacdo dos resultados, 0 mecanismo de acdo da proteina SlpB
aparenta estar voltado para a limitacdo do processo inflamatério, contendo principalmente
IL-17, via regulacdo das células Th17. Colliou e colaboradores (2017) demonstraram que
as propionibactérias enriqguecem a microbiota de bebés através da amamentacdo sao
capazes de atenuar a incidéncia de enterocolite necrosante, atraves da regulacédo de células
Th17.

O estresse oxidativo ocasionado pelo acimulo de oxido nitrico mediado ativagéo
do gene inos (FIG. 41 A) esta diretamente ligado a imunopatia gastrintestinal, como a
colite ulcerativa (KOLIOS; VALATAS; WARD, 2004). Assim como nos resultados
obtidos na avaliagdo do gene inos no trabalho de Rabah e colaboradores (2020), a colite

induzida por DSS acarretou num aumento significativo da expressdo de 0xido nitrico
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sintase (inos), comparados aos grupos Naive (p < 0,01), NCDO WT + DSS (p< 0,05) e
NCDO pXYSEC:slpB (p<0,05).

Tratando do gene hmoxl1 (FIG. 41 C), foi possivel observar maiores niveis de
expressao génica no grupo de animais tratado com NCDO pXYSEC:sIpB que em relagédo
aos demais grupos, que ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si. Ja os niveis de
expressdo de mRNA de pparg (FIG. 41 B) demonstrara-se estatisticamente similares
entre os grupos Naive e NCDO pXYSEC:slpB, contudo o grupo tratado com a linhagem
recombinante apresentou alteracdo estatisticas em relacdo ao grupo DSS (p < 0,05) e
NCDO WT + DSS (p < 0,01).
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Figura 41 - Analise da expressao génica de inos (A), pparg (B) hmox1 (C). Os testes One-Way ANOVA
e Tukey post-hoc foram usados para a comparagdo maltipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferencas
estatisticas significativas, sendo (*) referente a p < 0,05 (**), referente a p < 0,01 e (****) referente a p <
0,0001.

A interferéncia de genes como pparg e hmox1 também vem sendo estudada sobre
0 processo inflamatério da colite ulcerativa (SU et al., 1999; LEE; CHAU, 2002). Pode-
se observar nos resultados analisados que a expressdo da proteina SlpB foi peca chave
para desencadear 0 aumento da expressdo de ambos 0s genes, mostrando efeito
independente da linhagem selvagem. A literatura mostra que a pacientes com colite
ulcerativa possuem a expressdo prejudicada de pparg no célon e 0 aumento da expressao
desse gene pode ocasionar na inibi¢do de citocinas inflamatorias como IL-1b e TNF
(DUBUQUOY et al., 2006). Este efeito pode ser observado nas quantificacbes por Elisa
demonstradas neste trabalho, com reducdes significantes dos niveis de TNF no tecido do
colon dos animais do grupo NCDO pXYSEC:slIpB + DSS. A enzima Heme Oxigenase 1
(HMOX1) também possui um papel importante no contexto de controle da inflamacé&o,
visto que o aumento da enzima induz a produgdo da citocina anti-inflamatoria 1L-10
(SEBASTIAN et al., 2018). Ambos os efeitos descritos na literatura puderam ser
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observados nos resultados obtidos com o tratamento L. lactis NCDO2118 pXYSEC:slpB,
de forma em que os animais que consumiram a linhagem recombinante apresentaram um
aumento na expressao génica de hmox1 e IL-10, confirmados pelo aumento também da

citocina presente no tecido.

5.7.8 Quantificacao de citocinas pro e anti-inflamatorias no colon

Como é possivel notar, as citocinas sdo um dos principais mediadores da
patogénese da colite (KO; AUYEUNG, 2014). Neste aspecto, as proteinas de superficie
demonstram um mecanismo de acdo probiotico intrinseco a regulacédo das citocinas, como
ja demostrados os efeitos da proteina SIpA de Lactobacillus acidophilus CICC no modelo
de colite induzido por DSS no trabalho de CAI e colaboradores (2018). Neste trabalho
avaliamos o papel da linhagem recombinante NCDO pXYSEC:sIpB na regulacédo
citocinas IL-10 e TGF-b, IL-17, IL1-b, IL-6, IL-12, INFg e TNF (FIG. 42).

Com base nos resultados apresentados na figura 42 pode-se observar que a
expressao da proteina SIpB foi fundamental para a diminuicdo da secrecdo das citocinas
pré inflamatorias como TNF, IL-17 e IL-12, com diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle DSS. O papel da proteina SIpB sob a citocina IL-12, ja havia sido
demonstrado por Do Carmo e colaboradores (2019), onde o tratamento a linhagem
selvagem de P. freudenreichii 129 apresentou uma diminuicdo da citocina durante a
mucosite induzida por 5-FU, mas o mesmo ndo foi observado no tratamento com a
linhagem knockout para o gene slpB. Aléem disso, foi observada também a ativagdo da
secrecdo de IL-10 e TGF-B pela linhagem L. lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB, fator
importante que contribui para a atenuacao da resposta inflamatdria no colon causada pelo
DSS. A citocina anti-inflamatdria IL-10 é capaz de inibir a produgéo de IL-1f, IL-6 e
TNF-0, entretanto seu aumento tem um efeito protetor contra a colite, apenas se for

desencadeado antes da inducdo da colite DSS (CARDOSO et al., 2018).
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Figura 42 - Concentracdes das citocinas IL-10 (A), TGFp (B), IL-17 (C), INFg (D), IL-1b (E), TNFa
(F), IL-12 (G) e IL-6 (H) quantificadas por ELISA. Os testes One-Way ANOVA e Tukey post-hoc foram
usados para a comparacdo mdaltipla (n = 6). Os asteriscos representam as diferengas estatisticas
significativas, sendo (*) referente a p < 0,05 (**) referente a p < 0,01 e (****) referente a p < 0,0001.

Apesar de observados niveis elevados da expressao do mRNA de IL-6 no grupo
tratado com L. lactis NCDO2118 pXYSEC:slIpB, ndo foram constatadas alteragdes na
secrecdo desta proteina no intestino. Um aumento da secre¢cdo de IL-6 por L. lactis
NCDO2118 ja havia sido relatado por Luerce e colaboradores (2014), nos 14 primeiros
dias de tratamento da colite com a linhagem. Neste mesmo estudo a L. lactis NCD0O2118

também néo foi capaz de diminuir a secre¢do de IL-12 e os niveis de IFNg permaneceram



93

inalterados, corroborando com os resultados apresentados neste trabalho. E finalmente,
assim como observado com IFNg, ndo foram encontradas alteragdes secrecdo da citocina

lI-1B e, corroborando com os resultados obtidos na analise da expressao génica.

A figura abaixo representa de forma esquematica um breve resumos dos

resultados encontrados neste trabalho.
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Figura 43 - Desenho esquematico representando os resultados obtidos a partir do tratamento da colite
ulcerativa com L. lactis NCDO2118 portando a proteina recombinante SlpB.
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6. CONCLUSAO

Sabe-se que as proteinas de superficie estdo diretamente ligadas as propriedades
probidticas de algumas espécies bacterianas, garantindo caracteristicas como resisténcia
alteracdes ambientais e adesdo a superficies. Recentemente, a linhagem P. freudenreichii
129 teve seu potencial anti-inflamatério e de adesdo ligados a presenca de proteina S-
layer B (SIpB). Neste estudo demonstramos que a linhagem L. lactis NCD0O2118 é capaz
de expressar a proteina SlpB atraves do vetor XIES, e a linhagem recombinante
desenvolvida demonstrou caracteristicas fisicas-quimicas diferentes da linhagem
selvagem, adquiridas pela expressdo da proteina. A presenca da proteina de superficie B
conferiu a L. lactis uma maior sobrevivéncia da bactéria sob estresse em sal biliar;
diminuiu a carga da superficie celular, tornando-a mais eletronegativa; aumentou a sua

adesdo a hidrocarbonetos e também sua capacidade de auto agregacéo.

As propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras da proteina SIpB foram
observadas quando aplicada em modelo murino de colite induzido por DSS. Os
camundongos que receberam L. lactis pXYSEC:sIpB apresentaram uma reducédo
significativa dos sintomas de gravidade da colite. A linhagem recombinante preveniu de
forma mais eficiente os efeitos da colite, como a diminuicdo do indice de Atividade da
Doenca, encurtamento limitado do comprimento do célon e pontuacdo histopatoldgica
reduzida, demontrando-se mais eficiente que o tratamento com L. lactis NCDO2118 WT.
O aumento da expressdo de genes de proteinas de juncdo e a regulacdo de algumas

citocinas pré e anti-inflamat6rias também foram atribuidos a expresséo da proteina.

Desta forma, este trabalho demonstrou que a proteina de superficie SIpB esta
envolvida em caracteristicas fundamentais para a adesao bacteriana e acao probidtica no
organismo, apresentando também capacidade de modular fatores e controlar os processos

inflamacéo da colite.



95

7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho levantaram novos questionamentos e abriram

portas para novas possibilidades de estudos, desta forma propde-se futuramente:

e Realizar o ensaio de permeabilidade intestinal, para confirmar a hipdtese do
aumento da barreira epitelial intestinal visto pelo aumento dos genes ZO1,
Claudl, Claud5 e Ocln (DO CARMO et al., 2019).

e Avaliar a frequéncia de subpopulacGes de células T (Treg CD4+Foxp3+ e Treg
CD4+Rorgt+) através de Citometria de fluxo (FACS) (CORDEIRO et al., 2021;
DO CARMO et al., 2019);

e Quantificar, otimizar a producéo e purificar a proteina SIpB em grande quantidade
(larga escala) (LORMENDEZ et al., 2019).

e Utilizar a proteina SlpB purificada no mesmo desenho experimental de colite
induzida por DSS para verificar os efeitos “isolados” no hospedeiro
(LIGHTFOOT et al., 2015).

e Testar os efeitos da proteina SIpB em outros de colite (pré-tratamento e pds-
tratamento) (WIRTZ et al., 2017);

e Analisar o microbioma intestinal das amostras de fezes através de sequenciamento
16s com intuito de verificar se a SIpB pode modular a microbiota do hospedeiro,
assim como a linhagem L. lactis NCDO 2118 (CARVALHO et al., 2017).

e Testar em outros modelos de inflamacdo intestinal como a mucosite induzida por
5-fluorouracil, ou até mesmo em modelo de cancer colorretal (OLIVEIRA et al.,
2017, CORDEIRO et al., 2018, DO CARMO et al., 2019);
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ANEXOS

[
-

Figura suplementar 1 — Gel SDS-PAGE das proteinas extraidas de L. Lactis NCDO2118
pXYSEC:sIpB. Coluna 1- Proteinas do sobrenadante de L. Lactis NCDO2118 pXYSEC:slpB nédo
induzido; Coluna 2 - Proteinas do sobrenadante de L. lactis NCD0O2118 pXYSEC:slpB induzida. Coluna 3
- Proteinas totais de L. lactis NCDO2118 pXYSEC:sIpB induzida. Gel SDS PAGE 10% acrilamida, no
sistema Mini PROTEAN II; 120 V-50 mA. Gel de coloracéo Biosafe (Biorad).

Figura suplementar 2 — Membrana do Western Blot inteira marcada com anticorpo anti-SIpB. 1-
Controle positivo Pf 129. L. lactis pXYSEC:slpB ndo induzido: 2- Proteina total; 3- Proteina
sobrenadante, 4- Proteinas de superficie (Extrato de Cloreto de Guanidina). L. lactis pXYSEC:sIpB
induzido: 5- Proteina total; 6- Proteina sobrenadante, 7- Proteinas de superficie (Extrato de Cloreto de
Guanidina).



