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Il Resumo

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados nos ribossomos,
tendo sido descrita uma grande diversidade de bacteriocinas, as quais diferem
entre si quanto a composicdo de aminoacidos, biossintese, transporte e modo
de acéo. Nos alimentos, as bacteriocinas podem ser encontradas naturalmente
como produtos da microbiota normal ou introduzida (cultura starter ou probiéticos).
Devido as suas aplicabilidades frente a organismos patogénicos contaminantes em
alimentos, varios estudos tém sido publicados, tornando o uso destes peptideos
uma alternativa aos conservantes quimicos tradicionais. Considerando-se as
propriedades das bacteriocinas e sua potencial aplicacdo como bioconservadores
de alimentos e alternativa aos antibidticos, o presente estudo busca acercar-se
de uma visao geral das bacteriocinas quanto aos aspectos historicos, sistemas
de classificacao, biossintese e transporte, modo de acé&o, abordando também
algumas de suas aplicacGes na industria de alimentos.

Palavras-chave: Bacteriocinas, Peptideos antimicrobianos, Aplicacbes
industriais, Bioconservantes.

B Summary

Bacteriocins are antimicrobial peptides synthesized in the ribosomes.
A wide variety of bacteriocins have been described, which differ in their amino
acid composition, biosynthesis, transport and mode of action. Bacteriocins can
be found naturally in foods as products of normal or added (starters or probiotics)
microbiota in several preparations. Due to their applicability against pathogenic
contaminants in food, various studies have been published making the use of
these peptides an alternative to traditional chemical preservatives. Considering
the properties of bacteriocins and their potential application as bio-preservatives in
foods and alternatives to antibiotics, this study presents an overview of bacteriocins
with respect to their historical aspects, classification systems, biosynthesis and
transport and mode of action, also presenting some applications in food industries.

Key words: Bacteriocins; Antimicrobial peptides, Industrial applications;
Bio-preservation.
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Il 1 Introducao

As interacdes entre 0s micro-organismos em
diferentes ambientes sdo complexas, sendo a competicdo
intensamente presente; portanto, a producado de
compostos antagbnicos, como as bacteriocinas, esta
intimamente relacionada a competicdo em um mesmo
nicho ecolégico, representando uma caracteristica
vantajosa por parte do micro-organismo produtor (AND;
HOOVER, 2003; CLEVELAND et al., 2001).

Sao bacteriocinas as nisinas, pediocinas, lacticinas,
lactococinas, leuconocinas, plantaricinas, enterocinas,
carnobacteriocinas, entre outras. Em geral, séo catidnicas
e exibem propriedades anfipaticas, sendo a membrana
bacteriana, na maioria das vezes, o alvo de sua atividade.
Tais substancias podem ser produzidas tanto por bactérias
Gram-positivas como por Gram-negativas, diferindo-se
em tamanho, alvo microbiano, modo de acéo, liberacéo
e mecanismos de imunidade (CLEVELAND et al., 2001;
GILLOR et al., 2008; SAVADOGO et al., 2006).

As primeiras bacteriocinas caracterizadas foram
de bactérias Gram-negativas (por exemplo, colicinas de
E. coli) e inicialmente atrairam a ateng&o dos pesquisadores
devido a sua capacidade de interferir, por efeito
bactericida ou bacteriostatico, no crescimento de outras
bactérias de espécies relacionadas. Tais efeitos inibitorios
resultam da acao desses peptideos antimicrobianos na
permeabilizacdo da membrana, na inibicao da sintese de
parede celular ou na inibigdo da atividade de DNA girase
e RNA polimerase da célula- alvo.

Bacteriocinas de bactérias Gram-positivas, incluindo
as que sdo produzidas por bactérias acido-lacticas (BAL),
tém atraido grande atencéo por causa do seu status
GRAS (Generally Recognized as Safe) e do seu uso
potencial como aditivo seguro para a conservacao de
alimentos. Essas bacteriocinas sao peptideos pequenos,
termoestaveis e de espectro antibacteriano restrito
a amplo, podendo inibir o crescimento de bactérias
patogénicas Gram-positivas, leveduras e algumas
espécies de bactérias Gram-negativas. Diversas espécies
de BAL ja foram testadas quanto ao seu potencial de
producao de bacteriocinas, tais como Enterococcus
faecium, E. faecalis, E. mundtii, Lactobacillus sp.,
Lactococcus sp., Pediococcus sp., Carnobacterium
piscicola, entre outras (CLEVELAND et al., 2001; DHEWA,
2012).

Il 2 Aspectos historicos

Gratia (1925) relatou pela primeira vez a producao
de colicina (principio V) por uma amostra virulenta de
Escherichia coli (GILLOR et al., 2008). Anos depoais,
0 conhecimento das colicinas avancou muito com
pesquisas realizadas por Fredericq (1946), que
tentou adotar um termo que agrupasse todas essas
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substancias antibacterianas produzidas pela familia
Enterobacteriaceae. Porém, as tentativas de categorizar
as estafilococcinas de uma maneira semelhante as
colicinas ndo foram bem sucedidas (CASCALES et al.,
2007). Posteriormente, Jacob et al. (1953) introduziram
0 termo bacteriocinas, para designar proteinas
bactericidas, as quais eram caracterizadas pela
biossintese letal, pelo espectro restrito de atividade e
pela sua ligacao especifica a determinados receptores
celulares (AND; HOOVER, 2003). As familias de novas
bacteriocinas passariam a ter o nome do género ou
da espécie da bactéria produtora com o sufixo “cin”
(CASCALES et al., 2007).

Atualmente, o termo “bacteriocinas” refere-se
a peptideos antimicrobianos, sintetizados nos
ribossomos, que atuam contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, sendo a bactéria produtora, portadora
de mecanismos de imunidade especificos que a protegem
de sua propria bacteriocina (AND; HOOVER, 2003;
COTTER et al., 2013).

Com base em estudos bioquimicos e genéticos,
varias bacteriocinas ja foram caracterizadas, como,
por exemplos: lactocinas (UPRETI; HINSDILL, 1975),
lactococcinas (HOLO et al., 1991), plantaricinas
(NISSEN-MEYER et al., 1993), pediocinas (CINTAS et al.,
1995), enterocinas (AYMERICH et al., 1996), entre outras.
Porém, apenas a nisina é aprovada pela Organizacéo
Mundial de Saude desde 1969, sendo a Unica bacteriocina
largamente comercializada e utilizada como conservante
de alimentos em mais de 40 paises, incluindo o Brasil
(AND; HOOVER, 2003; CLEVELAND et al., 2001).

A nisina tem sido usada como conservante em
alimentos ha mais de 50 anos (CLEVELAND et al.,
2001), desde que Rogers (1928) relatou a inibicdo de
Lactobacillus bulgaricus por uma substancia especifica
produzida por Lactococcus lactis. Mattick e Hirsch (1947)
concentraram tal substancia e a denominaram nisina.
Anos depois, Gross e Morell (1971) caracterizaram-na
estruturalmente como um peptideo antimicrobiano que
contém lantionina. Atualmente, o interesse por outras
bacteriocinas além da nisina tem aumentado, devido a
sua aplicacdo como conservantes alimentares (Tabela 1).
Além da extensa aplicabilidade como probidticos e
bioconservantes de alimentos, as bacteriocinas também
s&o de grande interesse clinico e farmacéutico, pois
atuam como alternativa aos antibiéticos convencionais
no tratamento de doencgas associadas a patégenos
microbianos, como, por exemplos, E. colienterotoxigénica
e Campylobacter jejuni; também ha relatos de atividade
anticancer de colicina A, produzida por cepas de E. coli,
em células leucémicas P388, e de nisina inibindo o
crescimento de células tumorais HNSCC (YANG et al.,
2014).
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Il 3 Classificagao das bacteriocinas

A classificacdo das bacteriocinas ainda é bastante
controversa, sendo comum duas designacdes para uma
mesma bacteriocina, dependendo do autor (Figura 1).

Bacteriocinas produzidas por BAL podem ser
agrupadas em quatro grandes grupos, com base em
sua estrutura, como, por exemplo, similaridades entre
a sequéncia primaria, propriedades fisico-quimicas,
sequéncia-lider e nimero de peptideos que constituem sua
atividade; podem ser também agrupadas, principalmente,
com base em seu modo de acdo (AYMERICH et al., 1996).
As bacteriocinas de BAL ja foram agrupadas de diversas
maneiras, porém ainda ha falta de consenso quanto a
sua classificacao.

Klaenhammer (1993) definiu quatro classes de
bacteriocinas produzidas por BAL. A Classe | refere-se
aos lantibidticos, que constitui um grupo de peptideos
pequenos, sintetizados nos ribossomos, que sofrem
extensa modificacdo poés-traducional. Estes contém
residuos de lantionina e B-metil lantionina, bem como outros
aminoacidos, como didehidroalanina e didehidrobutirina.
A Classe Il inclui os peptideos pequenos (de 4 a 6 kDa),
termoestaveis, sintetizados nos ribossomos, e que néo
sofrem extensa modificagdo pds-traducional, exceto a
clivagem do peptideo durante o transporte para fora da
célula. A Classe Il é dividida por Klaenhammer (1993) em
trés subgrupos: lla, llb e llc. As bacteriocinas de Classe
Il s&o peptideos termolabeis maiores que 30 kDa e as da
Classe IV compreendem complexos de bacteriocinas que

Tabela 1. Bacteriocinas e suas aplicacdes como conservadores de alimentos.

Alvo bacteriano
L. monocytogenes e

Bacteriocina

Produto Referéncia

Enterocina AS-48 Embutidos fermentados Ananou et al. (2010)

Salmonella entérica

L. monocytogenes, B. cereus
e S. aureus

Aeromonas

Sucos naturais de vegetais e

Enterocina AS-48 .
sucos de frutas comerciais

Grande et al. (2005)

Bacteriocina HKT-9 Vegetais Kumar et al. (2012)

hydrophlia e S. aureus
S. aureus

L. monocytogenes

L. monocytogenes

Enterocina AS-48
Nisina
BLS P34 de Bacillus sp. P34

Produtos lacteos
Presunto
Salsicha de frango

Mufioz et al. (2007)
Ruiz et al. (2010)
Sant’Anna et al. (2014)

Henge Tagg
e I - Lantibidticos Il - Peptideos ndo modificados

Propde classificagéo la - Linear lla - Tipo pediocina
Sl llb - Grupo heterogénio
| - Lantibidticos lc - Mut-componentes llc - Muti-componentes

1| - Peptideos néio modificados Van Belkum e Stiles / i
Il - Proteinas grandes termo-libeis Classe Il subdividida com Il - Peptideos grandes IV - Peptideos ciclicos

Gratia |V - Complexos de bacteriocinas base no nimero de residuos lla - Bgdeqocliucos
PrincipioV/ de cisteina lib —No lticos

Jacobetal.

Sugeremtermo Nes et al.
bacteriocinas Exchislo da Cotteret al. Cotteretal.
Classe |V Eliminaram classellc, llle IV; | - Peptideos modificados (11 subclasses)
reestruturaram a classe Il.
Il - Peptideos ndo modiﬂcadosldpicos
| - Lantibioticos (11 subclasses) ;‘g'g&gﬂ&:
lic - Peptideos Ciclicos

Il - Peptideos ndo modificados
lla - Tipo pediocina
llb - Dois peptideos

lic - Peptideos ciclicos
lld - Grupo heterogénio

Figura 1. Classificagbes cronolégicas das bacteriocinas.

Braz. J. Food Technol., Campinas v. 18, n. 4, p. 267-276, out./dez. 2015

lld - Os sem modificagdes, lineares, tipo ndo
pediocina, ou bacteriocinas de (nico peptideo
lld - Contém serina(s) na regido C-terminal,
modificacéo pés-traducional tipo sideréforo
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contém lipideos essenciais ou por¢coes de carboidratos
ligados a proteinas.

No sistema de classificac&o proposto por Nes et al.
(2007), os autores exclufram as bacteriocinas de Classe
IV, por n&o terem sido caracterizadas. Ja na classificagcéo
proposta por Van Belkum e Stiles (2000), as bacteriocinas
de Classe Il foram subdivididas com base no numero de
residuos de cisteina. Nesta classificac&o, as bacteriocinas
secretadas pela via pré-peptideo translocase (Sec) ndo
seriam classificadas como um grupo separado, devido
a diversidade de bacteriocinas secretadas por esta via.

Uma classificacéo simplificada em trés grupos
principais foi sugerida por Cotter et al. (2005), sendo
a Classe |, os lantibidticos (bacteriocinas que contém
lantionina); a Classe Il, os ndo lantibidticos (bacteriocinas
que ndo contém lantionina); a Classe lll, as bacteriolisinas
(peptideos liticos), e a Classe IV (bacteriocinas com
porcdes ndo proteicas) ndo foi inclusa na classificacéo.
Jé as bacteriocinas circulares, segundo tal classificacéo,
pertencem a Classe Il de peptideos ndo modificados, de
subclasse llc. Porém, tem-se sugerido uma nova classe
IV ouV, que agregue essas bacteriocinas, ja que estas se
distinguem das demais produzidas por Gram-positivas,
e por serem consideradas um grupo unico devido a sua
homogeneidade (GABRIELSEN et al., 2014).

Ponderando-se a necessidade de uma classificagdo
universal, Heng e Tagg (2006) construiram um esquema
de classificacdo que inclufa elementos adotados por
Klaenhammer (1993) e Cotter et al. (2005). Também
propuseram a subdivisdo da Classe | em la (lantibiéticos
lineares), Ib (globulares) e Ic (multicomponentes).

Com base na classificacao universal proposta por
Heng e Tagg (2006), Nes et al. (2007) também propuseram
duas classes para incluir bacteriocinas produzidas por
Enterococcus e Streptococcus. Porém, ndo detalharam a
Classe lll, que inclui peptideos termoléabeis que degradam
a parede de células-alvo, pois a inclusdo desta terceira
classe tem sido questionada. Segundo essa classificacao,
a Classe | inclui os lantibioticos e a Classe Il é subdividida
em lla (peptideos tipo pediocina), llb (bacteriocinas com
dois peptideos), llc (bacteriocinas sem peptideos-lider) e
IId (peptideos ciclicos). Autores como Kjos et al. (2011)
ja a abordaram para categorizar diversas bacteriocinas.

Considerando-se as inumeras divergéncias
com as classificagbes das bacteriocinas, uma nova
classificacao foi proposta recentemente por Cotter et al.
(2013). Essa nova classificacdo separa as bacteriocinas
produzidas por Gram-positivas das que sao produzidas
por Gram-negativas. As bacteriocinas de Gram-positivas
sdo divididas em apenas duas Classes, | e Il, excluindo
as Classes Il e IV propostas até entédo. A Classe Il seria
inclusa na Classe Il em uma nova subdivisdo llc e a
Classe IV n&o entraria na classificacéo, pois a designacao
de bacteriocinas corresponderia apenas aos peptideos
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pequenos ribossomalmente sintetizados, néo incluindo
outras proteinas antimicrobianas grandes.

Segundo a nova classificagao, a Classe |
corresponde as bacteriocinas que sofrem extensas
modificagdes pds-traducionais e a Classe Il engloba
as bacteriocinas que nao sofrem tais modificactes e
também as que sofrem modificacbes modestas, como
a formagado de pontes dissulfeto, a circularizacéo ou
a adicdo de N-formilmetionina. Ja as bacteriocinas de
Gram-negativas pertenceriam a dois grupos distintos,
um de peptideos pequenos, como as microcinas, e um
segundo de peptideos grandes, as colicinas.

As Classes | e Il de bacteriocinas de Gram-positivas
também teriam subdivisbes com base nas modificacdes
que sofrem apos a traduc&o. Em uma publicacao recente,
autores como Yang et al. (2014) ja adotaram essa nova
classificacéo.

Il 4 Biossintese e transporte

A producéo de bacteriocinas ocorre em todas
as fases de crescimento da bactéria produtora e cessa
no final da fase exponencial. Sua inducao muitas vezes
ocorre em condi¢cbes de estresse, como 0 aumento
populacional e a escassez de nutrientes, podendo ser
afetada pelo tipo de fonte de carbono, nitrogénio e fosfato
presentes no meio, ou até mesmo por cations surfactantes
e outros inibidores (RILEY, 2011; SAVADOGO et al., 2006).

A sintese das bacteriocinas envolve quatro genes:
(1) o gene responsavel pela produgao do pré-peptideo;
(2) 0 gene de imunidade especifica que confere a producao
de uma proteina de imunidade a célula produtora; (3) o
gene que codifica proteinas do transportador ABC,
responsavel por exteriorizar a bacteriocina, e (4) o gene
que codifica uma proteina acesséria essencial para a
exteriorizacdo da bacteriocina, cuja funcédo nédo esta
totalmente esclarecida. Esses genes estao organizados
em um ou dois operons (NES et al., 2007). Por exemplo,
as enterocinas A e B possuem genes organizados em
dois operons, referentes aos loci entA e eniB, baseado
no estudo de Nes et al. (2007). Em espécies como
S. thermophilus e E. faecium, a produgéo de bacteriocina
é regulada por indutores especificos, os peptideos
feromobnios. A regulacdo da expresséo de bacteriocinas
ocorre quando o peptideo feroménio, sintetizado nos
ribossomos como pré-peptideos, sofrem clivagem e sé&o
transportados extracelularmente. Quando os feromonios
atingem um limiar de concentracao especifico, se ligam
aos receptores da proteina quinase histidina (HPK)
presentes na membrana celular, fosforilando o residuo de
histidina e o regulador de resposta que se liga a regido
promotora do gene de bacteriocina, ativando a expressao
(BALCIUNAS et al., 2013; NES et al., 2007).

A maioria das bacteriocinas é sintetizada
inicialmente na forma de um pré-peptideo biologicamente
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inativo, que consiste em um peptideo-lider N-terminal
e um pro-peptideo C-terminal. Em geral, a ligacédo do
peptideo-lider mantém as bacteriocinas inativas antes
de serem exportadas da célula produtora (NISHIE et al.,
2012).

Nos lantibioticos (Classe I), o pré-peptideo possui
residuos de serina, treonina e cisteina, que sofrem
modificag&o poés-traducional, formando Lan/MelLan (AND;
HOOVER, 2003). Os pré-peptideos sao constituidos por
uma sequéncia-lider de 14 a 30 aminoacidos na regiéo
N-terminal, a qual é removida durante a maturagéo da
proteina. As etapas que envolvem a maturacéo sao:
1) Sintese do pré-peptideo; 2) clivagem subsequente
do mesmo num local de processamento especifico,
em que ha a remocao da sequéncia N-terminal, e
3) concomitantemente a clivagem, ocorre sua exportacao
para o exterior da célula (ENNAHAR et al., 2000).
Com base na biossintese, os lantibiéticos podem ser
subdivididos em dois grupos: no grupo |, o pré-peptideo
sofre desidratacéo pela enzima LanB e, posteriormente,
formagdo de uma ligagao tio-éter pela enzima LanC.
Em seguida, o pré-peptideo sofre modificacdes pela
protease serina LanP e é translocado em sua forma
madura através da membrana, pelas proteinas LanT do
transportador tipo ABC. Ja no grupo Il, o pré-peptideo é
extensivamente modificado por uma Unica enzima LanM
e 0 processamento é concomitante a translocacao pela
enzima LanT(P) (AND; HOOVER, 2003). Ap¢s a liberag&o
da bacteriocina, uma proteina histidina quinase (HPK)
detecta a presenca de bacteriocinas e se autofosforila.
O grupo fosfato é transferido a um regulador de resposta
(RR) que ativa a transcricdo de genes reguladores;
assim, proteinas de imunidade (Lanl) e as dedicadas
ao transportador ABC (LanFEG) sdo produzidas (AND;
HOOVER, 2003).

As bacteriocinas Classe Il sédo sintetizadas como
pré-peptideos tipo dupla glicina. Na regido N-terminal dos
pré-peptideos, ha dois residuos de glicina conservados,
que tém por funcdes: impedir a bacteriocina de ser
biologicamente ativa intracelularmente e fornecer o
sinal de reconhecimento para o transportador ABC.
Inicialmente, ocorre a sintese do pré-peptideo e também
de um fator de indugéo (IF); em seguida, os pré-peptideos
tipo dupla-glicina séo exportados através da membrana
citoplasmatica por um cassete transportador ligado a ATP
(ABC). O transportador ABC é uma protease, cujo dominio
proteolitico reside na regido N-terminal da proteina;
portanto, tem por funcé&o a remocgao da sequéncia-lider
e a translocacédo do peptideo maduro através da
membrana citoplasmatica. O transporte por ABC esta
envolvido na translocac&o de diferentes substratos,
como fons, carboidratos, aminoacidos, vitaminas,
lipideos e antibioticos, além de moléculas maiores, como
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oligossacarideos, oligopeptideos e proteinas de elevado
peso molecular (BIEMANS-OLDEHINKEL et al., 2006).

Apds aliberacéo da bacteriocina, a HPK detecta a
presenca do fator de inducéo e se autofosforila; o grupo
fosfato (P) é transferido para o regulador RR, que ativa a
transcricdo de genes regulados e a produgao da proteina
de imunidade, ocorrendo de maneira similar a Classe |
(AND; HOOVER, 2003).

A presenca ou auséncia da extensao N-terminal
no pré-peptideo determina o mecanismo de secrecao
das bacteriocinas da Classe II. Até agora, as enterocinas
L50A, L50B, Q e a bacteriocina LsbB sdo os Unicos
exemplos de bacteriocinas Classe Il que séo sintetizadas
sem extensdo N-terminal, sendo seus mecanismos de
secrecdo desconhecidos (HERRANZ; DRIESSEN, 2005).
Outras excecfes, como as bacteriocinas circulares,
pertencentes a Classe llc, distinguem-se das demais
por suas porcdes N e C terminal estarem covalentemente
ligadas (estruturalmente circularizadas); porém, também
séo sintetizadas na forma de pré-peptideos lineares,
que sdo clivados para sua ativacdo (GABRIELSEN et al.,
2014). A maioria das bacteriocinas de Classe Il contém
o sinal tipo dupla-glicina; porém, outras apresentam
um pré-peptideo do tipo Sec-dependente, transportado
pela via Sec-translocase, como, por exemplos, as
bacteriocinas divergicina A (Carnobacterium divergens),
acidocina B (Lactobacillus acidophilus), bacteriocina 31
(E. faecalis) e enterocina P (E. faecium) (CINTAS et al.,
1997; HERRANZ; DRIESSEN, 2005). Os pré-peptideos
do tipo Sec-dependente da bacteriocina 31, por
exemplo, possuem uma sequéncia com trés residuos de
aminoacidos béasicos (Arg/Lys-Lys-Lys) proximos a regido
N-terminal e ao sitio de clivagem Val-X-Ala (nas posicoes
23-21), o qual contém um residuo acido (Asp ou Glu) na
posicéo 22 (CINTAS et al., 1997).

O movimento dos pré-peptideos do tipo Sec através
da membrana plasmatica é mediado por um complexo
de proteinas multiméricas citosélicas e presentes na
membrana, chamado de translocase. A translocacéo
de proteinas para o exterior das células é acionada por
meio de hidrélise de ATP e por forga préton motora.
O esquema de transporte de bacteriocinas pela via Sec
translocase esta representado na Figura 2 (FELTCHER;
BRAUNSTEIN, 2012).

Il 5 Mecanismos de acao

A maioria das bacteriocinas interage com lipideos
anibnicos presentes na membrana plasmatica das
bactérias-alvo, sendo ativas principalmente contra
bactérias Gram-positivas, ja que estas s&o caracterizadas
por um elevado teor de lipideos aniénicos na membrana
(ZACHAROF; LOVITT, 2012; GUILHELMELLI et al., 2013).
A maioria das bacteriocinas age permeabilizando a
membrana por meio da formacgé&o de poros, 0 que promove
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Parede celular

DI

Membranaplasmaética ;; ;;

Citoplasma
.
/
Vd
/
Pré-peptideo
RegidoSec

IRA1

Bacteriocina
madura

Figura 2. Pré-peptideos sao sintetizados nos ribossomos com uma sequéncia Sec N-terminal; depois, sdo capturados por uma
chaperona SecB que os mantém desenrolados e os direcionam a proteina SecA. A proteina citoplasmatica SecA possui dois
dominios: um dominio motor que aciona a hidrélise de ATP e outro especifico, que interage com o pré-peptideo, o qual se ligaa uma
fenda entre os dois dominios. SecA auxilia na transloca¢ao dos pré-peptideos gradualmente pelo canal SecYEG. O pré-peptideo
se insere para manter o canal aberto e a proteina SecA também € inserida pela dupla hélice IRA1 (regulador intramolecular de
hidrélise de ATP1). Apds a translocacéo, a sequéncia Sec é removida do pré-peptideo por peptidases periplasmicas de sinal (SP)
e, consequentemente, ha a formacgéo da bacteriocina madura (FELTCHER; BRAUNSTEIN, 2012; LYCKLAMA; DRIESSEN, 2012).

a dissipagéo da forca proton motora (PMF) e a inibig&o
do transporte de aminoacidos. A PMF estéa envolvida em
diversos processos na membrana citoplasmatica, tais
como o acumulo de ions e metabdlitos, e a sintese de
ATP. Outras bacteriocinas podem inibir também bactérias
Gram-negativas; porém, estas necessitam transpor
a membrana externa da parede celular e alcancar a
membrana plasmatica da célula-alvo para atuarem.
Em contato com a membrana plasmatica, sdo capazes
de interferir na sintese de DNA, RNA e proteinas, como
algumas microcinas (Mcc), por exemplos: a MccB17
inibe a DNA-girase, a MccJ25 inibe a RNA polimerase e
a MccC7-C51 inibe a aspartil-RNAt sintase. Ha também
excecdes, como a MccE4492, que atua por meio da
formacao de poros (COTTER et al., 2013).

Os lantibiéticos possuem um amplo espectro
de agcdo e geralmente formam poros instaveis; porém,
algumas moléculas de ancoragem presentes na
membrana-alvo podem funcionar como receptores,
aumentando a condutividade e a estabilidade dos poros
(MOLL et al., 1999). Alguns membros da Classe |, como
anisina, ttm modo de acao duplo (Figura 3). Os lipideos
[, presentes na membrana-alvo, sdo os principais
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transportadores de subunidades de peptidoglicano do
citoplasma para a parede celular e a nisina se liga ao
lipideo I, impedindo a sintese correta da parede celular.
Além disso, o lipideo Il pode atuar como uma molécula
de ancoragem a que a nisina se liga para se inserir na
membrana, formando poros. Além da nisina, a lacticina
3147, lantibiético com dois peptideos, apresenta sua
atividade distribuida em dois peptideos, enquanto a
mersacidina se liga apenas aos lipideos I, sem formar
poros (COTTER et al., 2005).

As bacteriocinas de Classe Il séo termoestaveis
com espectro restrito de atividade, sendo os receptores
na membrana da célula-alvo que determinam sua
especificidade de ligacao. Em geral, possuem uma
estrutura helicoidal anfiflica, o que Ihes permite inserir na
membrana da célula-alvo, conduzindo a despolarizagéo
por dissipacdo da PMF; consequentemente, ha o
desequilibrio do contetdo intracelular (COTTER et al.,
2005; MOLL et al. 1999).

Bacteriocinas Classe Il ou bacteriolisinas, como a
lisostafina, podem funcionar diretamente sobre a parede
celular de bactérias Gram-positivas-alvo, causando sua
lise (COTTER et al., 2005).
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Figura 3. Modo de acéo de bacteriocinas sintetizadas por BAL.

Existem dois modelos que simulam o mecanismo
de acdo de peptideos liticos com caracteristicas
anfipaticas sobre a membrana plasmatica: os modelos
Wedge-like e Barrel stave, representados na Figura 4,
baseada no estudo de Moll et al. (1999) e Rosa e Franco
(2002). Estes diferem quanto a forma de insercédo da
bacteriocina na membrana da célula-alvo.

A nisina, uma bacteriocina Classe |, apresenta
pelo menos trés tipos de atividade antimicrobiana além
da formacdo de poros na membrana citoplasmatica:
€ capaz de inibir a germinacéo de esporos bacterianos,
a biossintese da parede celular e a atividade de enzimas
autoliticas (MOLL et al., 1999).

Um exemplo do mecanismo de ac¢ao das
bacteriocinas Classe Il é o da lactococcina: os monémeros
de lactococcina se ligam a um receptor de membrana
(manose-fosfotransferase - ManPTS), se inserem e dao
origem aos poros (COTTER et al., 2013). Porém, estudos
recentes identificaram que bacteriocinas ciclicas,
subclasse Ilc (garvicina ML) e bacteriocinas subclasse Ild
(lactococcina LsbB) possuem receptores de membrana
diferentes de Man-PTS (COTTER, 2014).

Bacteriocinas subclasse llc, como a enterocina
AS-48, a garvicina e a circularina, possuem uma estrutura
globular compacta composta por por¢des helicoidais
repetidas ao redor de um nucleo hidrofébico, caracteristica
que as tornam altamente estaveis e resistentes a alta
temperatura, maiores variacoes de pH e agéo proteolitica
(GABRIELSEN et al., 2012). Recentemente, estudos
relataram que a atividade antimicrobiana de bacteriocinas
ciclicas, como a garvicina ML, esta intimamente
relacionada ao receptor de membrana maltose ABC
transportador, que pode atuar como permease ou
molécula de ancoragem para a ligacdo e a atividade
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integridade da parede
l bacteriana e morte celular

do peptideo (COTTER, 2014; GABRIELSEN et al.,
2012). Ja bacteriocinas, como a lactococcina LsbB,
pertencente a subclasse Ild, possuem, como receptor,
metalopeptidades zinco-dependentes presentes na
membrana plasmatica das células-alvo (UZELAC et al.,
2013). A bactéria produtora de bacteriocina possui um
mecanismo de imunidade que a protege da agao de
suas proprias bacteriocinas, a fim de evitar a lise da
propria célula e de células analogas (BENZ; MEINHART,
2014). A protecéo é conferida por um peptideo de
imunidade expresso concomitantemente as bacteriocinas
(ABEE et al., 1995; BENZ; MEINHART, 2014). A proteina
de imunidade pode estar fracamente associada ou néo
associada as proteinas receptoras de membrana (manose
fosfotransferase - Man-PTS). Quando a bacteriocina é
produzida, a proteina de imunidade se liga ao receptor
evitando que a bacteriocina se ligue a este e forme poros
na membrana citoplasmatica, o que provocaria a lise
celular (NES et al., 2007).

Devido aos seus efeitos antimicrobianos,
frequentemente as bacteriocinas sdo confundidas com
antibiodticos, o que, muitas vezes, por prejulgamento, pode
inviabilizar seu uso em alimentos e na medicina. Porém,
existem algumas caracteristicas que as distinguem
dos antibidticos (ANANOU et al., 2007; COTTER et al.,
2013; GILLOR et al., 2008): i) s&do sintetizadas nos
ribossomos; ii) possuem um espectro bactericida restrito;
iii) atuam na formacédo de poros na membrana celular
efou interferem na biossintese de parede, proteinas,
DNA e RNA; iv) possuem toxicidade desconhecida em
células eucaridticas; v) as células produtoras possuem
imunidade as bacteriocinas que produzem; vi) sdo, em
geral, termorresistentes; vii) sdo inativas na presenca de
enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal.

273



http://bjft.ital.sp.gov.br

Aspectos gerais das bacteriocinas
OGAKI, M. B. et al.

Wedge-like
A

Barrel stave
©)

M

= Membrana celular P
Membrana celular

I -4 o

Bacteriocina Bacteriocina

Figura 4. (a) Modelo Barrel stave; varios mondmeros de bacteriocinas de classe Il atuam em conjunto, agregando-se lateralmente,
para formar poros na membrana. A presenca de um residuo de aminoacido no meio da sequéncia do peptideo facilita sua insercéo
na membrana, num estagio inicial de ligagdo. A molécula se liga ao receptor de ancoragem, a porc¢édo hidrofilica dos peptideos
em alfa-hélice fica voltada para a parede celular e a porg&o hidrofébica desses peptideos se liga as cadeias de acidos graxos
dos lipidios da membrana (MOLL et al., 1999; ROSA; FRANCO, 2002). (b) Modelo Wedge-like; bacteriocinas de classe | se ligam
a superficie da membrana citoplasmatica provocando sua desestabilizacdo, com consequente formagao de poros. PMF promove
a insercéo da porcdo C-terminal do peptideo na bicamada lipidica; no entanto, o peptideo ndo entra em contato com a parte
hidrofébica da membrana. Varios peptideos inseridos podem dar origem a um local de perturbacéo, causando a formacéo de
poros temporarios lipideo-proteina. Tais estruturas sdo intrinsecamente instaveis, devido as forgas hidrofébicas que irdo conduzir

os rearranjos dos lipidios na sua organizagao original em bicamada (MOLL et al., 1999).

I 6 Conclusao

Devido as caracteristicas singulares das
bacteriocinas, como, por exemplo, seu espectro
antimicrobiano, estas tém se tornado atrativas a industria
alimenticia, como bioconservantes de alimentos, e também
a industria farmacéutica, como uma alternativa aos
antibidticos de uso médico (devido a agdo antimicrobiana
em sitios-alvo, o que as distinguem dos antibiéticos
comumente usados) e também como compostos
anticancer. Consequentemente, tais aplicagbes acarretam
grandes investimentos na area de pesquisa em busca
de isolados que sejam potencialmente produtores e
também por novas bacteriocinas, que tenham aplicacao
biotecnolégica em diversas areas. Portanto, novas
pesquisas envolvendo esses peptideos sao de grande
relevancia.
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