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Resumo

Neste trabalho a engenharia gené-
tica foi utilizada para elucidar a impor-
tancia da via metabdlica da enzima
serina hidroximetil transferase (SHMT)
proveniente de duas bactérias lacticas,
Streptococcus thermophilus e Lacto-
coccus lactis, na formacao de acido
folico. O gene glyA (que codifica a
enzima SHMT) teve sua expressio
otimizada no sistema NICE e, conse-
qliientemente, observou-se umaumen-
to na producao da enzima SHMT, pro-
porcional ao nivel de indug¢io com
nisina. Esta superproducio da enzima
foi observada de duas maneiras: em
gel de poliacrilamida (no qual visuali-
za-se um claro aumento na banda com
46kDa) e pelo aumento da atividade

enzimatica. Cultivando-se as linhagens
de L. lactis com superexpressao do
gene glyA emmeio GM17, foi observa-
doum aumento significativo da produ-
¢ao de 4cido fdlico, proporcional ao
nivel de indu¢ao com nisina, confir-
mando desta maneira o envolvimento
da SHMT no metabolismo de acido
folico.

Introducio

O 4cido félico € uma importante
vitamina do complexo B (B9) que
contribui no combate a anemia, na
regeneracao celular e melhora a insu-
ficiéncia cardiovascular (devido a subs-
tancial queda no teor de homocisteina
no plasma). A suplementacio de dcido
félico durante a gravidez foi associada
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Figura 1. Plasmideo pNZStglyA, deriva- ) b Vgl i S RaiDl e
do do vetor pNZ8148 (NIZO Food Za 471
Research), construido para promover o /! ray |/l
aumento da expressio do gene glyA de bl ! o genc gy Coea
S. thermophilus B130 sob controle do 1 =

P em L.lactisNZ9000. Onde: repA = | PHESTQI}"A -
origem de replicacao; repC = repressor;
cm = gene de resisténcia ao antibidtico
cloranfenicol, T = terminador de transcri- |
¢ao e em azul o P, = promotor da

nisina
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ao baixo risco de defeitos no tubo
neural favorecendo, assim, o desen-
volvimento saudavel do bebé. Esta
vitamina possui um importante papel
na reducao da incidéncia de cancer,
devido a sua atua¢ao como cofatorem
reacdes envolvendo transferéncia de
carbonos primarios (Lin & Young, 2000).
Oacido félico pode ser encontrado
em diversos alimentos, tais como: fo-
lhas verdes, carnes, aves e produtos
lacteos. O leite e os leites fermentados
representam uma importante fonte de
acido folico, porém a pasteurizagio
pode reduzir o teor desta vitamina no
leite (Scott, 1989). As bactérias lacticas
podem ser utilizadas em fermentacoes
para aumentar o contetido desta vita-
mina. Alémde S. thermopbhilus, outras
bactérias lacticas também sao capazes
de produzir elevados teores de acido
félico, como por exemplo, Lactobaci-
lus acidophilus (Lin & Young, 2000).
Enquanto no leite existe de 20 a
60pg/L de 4cido félico,
em leites fermentados,
como por exemplo o io-
gurte, os niveis podem
chegar a 200ug/L, de-
pendendo das condi¢coes
de armazenamento e das
linhagens utilizadas. O
teor final de acido félico
depende principalmen-
te dalinhagem de Lacto-
bacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus(L. bul- 'I"II
garicus) utilizada, uma I'
vez que essa bactéria con-
some o acido félico pro- |
duzido durante a fermen-

tacao pela outra bactéria Lt .
lactica doiogurte, S. ther- LY - e
mophilus(Wouters etal., \\..p,:, 1 /
2002) [

A enzima serina hi- 2 ""' ¢

droximetil transferase
(EC.2.1.2.1.), também
chamada de treonina al-
dolase (Weeb, 1992),
codificada pelo gene ghyA
(Liu et al., 1998), esta
envolvida no metabolis-
mo de acido fdélico em
todos os organismos
como, também, na bios-
sintese de glicina em ani-
mais, plantas e microrga-
nismos (Ogawa et al.,

2000). Segundo Blakley (1969), essa
enzima € essencial na regeneraciao do
composto tetrahidrofolato, a partir da
sua forma metilada (5,10-metileno te-
trahidrofolato) e catalisando a sintese
de glicina e 5,10-metileno tetrahidro-
folato, a partir de serina e tetrahidrofo-
lato (THF).

purinas, de novo timidilato, metionina,
lipideos e outros compostos especiais
(Blakley, 1969).

A engenharia genética vem sendo
utilizada para a obtenc¢io de linhagens
microbianas com diferentes caracteris-
ticas, com o objetivo de melhorar,
intensificar ou conferir propriedades
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Esta reacdo € muito importante,
pois € a maior fonte dos grupos de
carbonos primarios (C ), fundamentais
para diversas reagoes. O composto
5,10-metileno tetrahidrofolato e as suas
formas reduzida e oxidada sao reque-
ridos em reacoes nas quais existe a
necessidade de transferéncia de carbo-
nos primarios, como por exemplo: na
biossintese de compostos contendo
grupos metil, anéis biossintéticos de

desejaveis aos alimentos, levando ao
desenvolvimento de novos produtos,
de acordo com as necessidades dos
consumidores. As bactérias lacticas,
largamente utilizadas na industria ali-
menticia e, em especial, no setor de
laticinios, constituem um alvo ideal
para a utilizacao de engenharia meta-
bélica uma vez que possuem: (1) um
metabolismo relativamente simples,
basicamente convertendo o agtiicarem

acidolactico; (2) vias metab6-

el licas relativamente bem co-
Bea 0 nhecidas; (3) genomas de al-
' gamil gumas espécies ja seqiiencia-
el dos e varios outros em anda-
Efj‘:’:“ mento e (4) uma longa hist6-
Bt ERG ria de uso seguro na industria
-l Ea:m de alimentos (Kleerebezem

W:{u Builiee et al, 2000). ‘
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funcionaistende a crescer cada
vez mais, assim como a busca
por alimentos nutritivos e sau-
daveis. A producio de leites
fermentados com teor eleva-
do de acido foélico é muito
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Figura 2. Plasmideo pNZLIglyA, derivado do
vetor pNZ8148 (NIZO Food Research), construido
para promover o aumento da expressao do gene
glyAde L. lactis sob controle do P
NZ9000. Onde: repA = origem de replicacio;
repC = repressor; cm = gene de resisténcia ao
antibidtico cloranfenicol, T = terminador de trans-
cricao e em azul o P = promotor da nisina

NIS?

em L.lactis

(que codifica a enzima SHMT)
para estudar o envolvimento
dessa enzima no metabolis-
mo de acido folico.

Material & Métodos

Os genes glyA da linha-
gem B130 de S. thermophilus
e da linhagem MG1363 de L.
lactis foram obtidos direta-
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Figura 3. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostrando o aumento
da producio da enzima SHMT em L. lactis NZ9000 contendo o gene
glyAde S. thermophilus sob controle do promotor da nisina e deter-
minac¢io da atividade SHMT (conversio de serina em glicina) nos
diversos niveis de inducao. Uma unidade da atividade SHMT
corresponde a formacgao de um nNmol de glicina por minuto de reagio
por miligrama de proteina no extrato enzimatico

mente a partir do DNA cromossdmico
por meio de uma reacio de PCR (Po-
lymerase Chain Reaction). Estes genes
foram clonados no vetor comercial
pGEMO-T (Promega, Madison/EUA)
gerando os plasmideos pLIglyA (glyA
da linhagem MG1363 de L. lactis) e
pStglyA (glyA da linhagem B130 de S.
thermophilus). Subseqiientemente, as
seqiiéncias destes genes foram deter-
minadas utilizando-se o seqtienciador
automatico ALFred (Automatic Laser
Fluorescent DNA Sequencer da Pha-
macia Biotech). As reacdes de seqlien-
ciamento foram realizadas com um Kit
comercial (Autoread Sequencing, Pha-
macia Biotech), de acordo com as
instrucoes do fabricante.

O sistema NICE (NICE SYSTEM®)
desenvolvido e patenteado pelo NIZO
Food Research (Ruyter et al., 1996) é
umsistema de expressao de proteinas
induzido por nisina. Os genes glyA de
S. thermophilus e de L. lactis presen-
tes nos plasmideos pLIglyA e pStglyA,
foram obtidos por meio de digestio
com as enzimas Xbal e BspHI e inse-
ridos no vetor pNZ8148, sob controle
do promotor da nisina, resultando nos
plasmideos: pNZLIglyA (Figura 1) e
pNZStglyA (Figura 2). Células compe-
tentes de L. lactis (linhagem NZ9000)
foram transformadas por eletropora-
¢do, com estes dois plasmideos, geran-

doaslinhagens mutantes ZiglyALI(com
superexpressao do gene glyA de L.
lactis) e LiglyASt(com superexpressao
do gene glyA de S. thermophilus).

A expressao do gene glyAfoiregu-
lada por meio da induc¢ao com diferen-
tes concentracoes de nisina (0; 0,1ng/
ml; 0,6ng/ml e 3ng/ml). Apos indu-
¢ao, foram preparados extratos enzi-
maticos nos quais verificou-se a super-
expressao do gene glyA pela (1) deter-
minacao da atividade enzimatica de
SHMT, por meio da conversiao de seri-
na em glicina (Schirch & Gross, 1968)

L)

b

=

ACTDOY FOLICD {(ng/ml}

?

(@]

e (2)aplicagio destes extratos em géis
de poliacrilamida SDS-PAGE (Laemmli,
1970).

A concentrac¢io de dcido félico foi
determinada por método desenvolvi-
do pelo Nizo Food Research segundo
Moloy & Scott (1997); Horne & Patter-
son (1988) e Phillips & Wrigth (1982 e
1983). Este método consiste em en-
saio microbiolégico, no qual utiliza-se
uma linhagem de Lactobacillus casei
auxotrofica para dcido félico. A con-
centracdo de proteina dos extratos
protéicos foi determinada utilizando-
se um kit Bio-Rad GmbH (Alemanha),
baseado no método de Bradford (Bra-
dford, 1976).

Resultados & Discussio

Com o experimento NICE, apds
inducio com nisina, foi constatada a
superexpressao do gene glyA4, com
conseqliente superproducido da enzi-
ma SHMT de S. thermophilus e L.
lactis, que foi observada de duas ma-
neiras: em gel de poliacrilamida (no
qual visualiza-se um claro aumento na
banda com 46kDa) e pelo aumento da
atividade enzimatica de SHMT, deter-
minada por meio da conversio do
aminodcido serina em glicina (Figura
3.

Cultivando-se as linhagens de L.
lactis com superexpressao do gene
glyAemmeio GM17, foi observadoum
aumento significativo da producao de
acido félico, proporcional ao nivel de
inducio com nisina (Figura 4) confir-

11

niveis de indugdo com nising (ng/mL)

Figura 4. Producio de acido félico pela linhagem LitglyASt,
nos diferentes niveis de indu¢cio com nisina
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Figura 5. Ilustracio do gene glyA no NICE SYSTEMO (NIZO Food
Research), sob o controle do P, com aumento da producio da enzima
serina hidroximetil transferase e de dcido félico

mando, desta maneira, o envolvimen-
to da SHMT no metabolismo de acido
félico, como ja havia sido indicado por
Cossins & Chen (1997) e Ogawa et al.
(2000).

Sumarizando os resultados obtidos
neste trabalho, os genes gly4 de §.
thermopbhilus e de L. lactis foram iso-
lados, seqlienciados e clonados em
linhagensde L. lactis.Nas linhagens de
L. lactis com superexpressao do gene
glyAfoi observado um incremento na
producio de acido félico (Figura 5).

Os conhecimentos obtidos ao lon-
go deste trabalho podem contribuir
paramelhoraras caracteristicas tecno-
l6gicas de linhagens de L. lactis, assim
como também de S. thermopbhilus,
visando a produciao de leites fermenta-
dos e/ou iogurtes com teor de acido
folico elevado, aumentando, deste
modo, o valor nutricional deste produ-
to. Para que os conhecimentos adqui-
ridos com este estudo possam reverter
em beneficios para a industria alimen-
ticia, os genes glyAde S. thermophilus
e de L. lactis devem ser clonados em
um vetor de grau alimenticio (Food
grade), ou seja, sem o gene de resis-
téncia ao antibidtico e contendo so-
mente seqiiéncias de DNA provenien-
te destes microrganismos.
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