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Resumo

Atualmente, a preocupagdo dos consumidores com os efeitos adversos de aditivos
sintéticos nos alimentos tem estimulado o consumo de alimentos naturais e organicos. A
adicao de compostos antimicrobianos no processamento de alimentos tem se tornado
uma poderosa ferramente. As bacteriocinas sdo uma atrativa op¢ao para a resolucao de
parte desse problema. Esses peptideos sdo, geralmente, termoestaveis e capazes de inibir
varios organismos patogé€nicos que podem contaminar alimentos processados. O
objetivo do trabalho foi identificar uma estirpe de Bacillus thuringiensis que produza
agentes antimicrobianos. Foi detectado um composto antimicrobiano produzido por B.
thuringiensis subsp. kurstaki S1905, que inicia a atividade antimicrobiana no fim da
fase exponencial e apresenta seu apice no meio da fase estacionaria. Esse composto
mostrou ser termotolerante, resistente a variagdes de pH, liofilizacdo e alguns solventes
organicos. A atividade antimicrobiana foi totalmente perdida quando tratada com
proteinase K, revelando sua natureza protéica. Um fragmento de DNA contendo o gene
da bacteriocina thuricina S1905 foi clonado e sequenciado, revelando que a sequéncia
codifica 3 peptideos idénticos de 40 aminoacidos com alta identidade com outras
bacteriocinas de B. thuringiensis e B. cereus. Andlises in silico desse peptideo
mostraram que ele possui massa molecular de 3147.6 Da, pl de 3.67 e uma grande
regido com possivel motivo transmembranico. Andlise de superficie eletrostatica
mostrou que essa ¢ uma bacteriocina anidnica € seu modo de acdo ainda ¢

desconhecido.
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Abstract

Consurmers concern about the unfavourable effects of sintetic additives on food is
making the consumption of organic and natural food increase. The addition of
antimicrobial compounds in food process has become a powerful tool. Bacteriocins are
an attractive option for the resolution of this problem. These peptides are, generally,
thermostable and can inhibit pathogens that can contaminate processed foods. The aim
of this work was to identifie a Bacillus thuringiensis strain that produces antimicrobial
compounds. The production of an antimicrobial compound was detected for the strain
S1905 of B. thuringiensis subsp. kurstaki, which starts the activity in the end of the
exponencial phase and reachs its maximum in the middle of the stationary phase. This
compound showed to be thermotolerant, resistant to pH variations, liophilization and
organic solvents. The inhibitory activity was totally lost after proteinase K treatment,
thereby revealing its proteinaceous nature. A DNA fragment containing the gene of the
bacteriocin thuricin S1905 was cloned and sequenced, revealing that this sequence
encodes three identical peptides of 40 amino acids each with high identity to anothers
bacteriocins of B. thuringiensis and B. cereus. In silico analysis of this peptide showed
that it has a molecular weight of 3147.6 Da, pl of 3.67 and a great hydrophobic region
with a possible transmembranic motif. The electrostatic surface’s analysis showed that

this peptide is an anionic bacteriocin and its mode of action is still unknow.
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1.0 Revisao Bibliografica

1.1 — Bacillus thuringiensis

Membros do género Bacillus sdo bactérias Gram positivas, aerdbicas ou
anaerobicas facultativas, esporogénicas, com divisdo celular mediana e em formas de
bastonete (DROBNIEWSKI, 1993; SNEATH e HOLT, 1986). Crescem em
temperaturas que variam entre 25°C e 37°C, apesar de existirem espécies que podem
viver em temperaturas muito altas ou muito baixas. Algumas espécies podem também
suportar extremos de acidez ou alcalinidade e assim podem viver entre os pH 2 e 10. A
grande heterogeneidade do grupo se reflete na grande variedade de nichos ecoldgicos

que as espécies de Bacillus podem ocupar.

O género Bacillus ¢ divido em trés grandes grupos dependendo da morfologia do
esporo (DROBNIEWSKI, 1993). B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B.
megaterium € B. cereus sorovar mycoides fazem parte do grupo 1. Sdo bacilos que
produzem esporos com formatos cilindricos ou elipsoidais. Inclusdes protoplasmaticas
como poli-beta-hidroxibutirato sdo encontrados em espécies de grandes células, mas
ndo em espécies com células pequenas. As espécies de células pequenas formam, assim,
um subgrupo que contém B. subtilis, B. pumilus e B. licheniformis (GORDON et al.,
1973). A maioria das espécies de Bacillus com importancia médica estdo no grupo 1. O
segundo grupo contém bactérias com esporangios inchados e esporos em forma de
elipse com posi¢ao central ou terminal. Estdo nesse grupo B. circulans, B. macerans, B.
polymixa, B. popillae, B. larvae, B. lentimorbus, B. alvei, B. stearothermophilus ¢ B.
brevis. O grupo 3 ¢ composto por espécies de B. sphaericus. O esporangio ¢ intumecido

com esporos esféricos com posi¢do terminal ou subterminal (DROBNIEWSKI, 1993).

Entre as bactérias Gram positivas que compdem a microbiota intestinal de
insetos existem aquelas que auxiliam no processo de digestdo dos alimentos, porém
outras sdo entomopatogénicas e sdao estudadas, principalmente, pelo potencial para o
controle de pragas agricolas e urbanas (PRIEST, 2000). Entre as bactérias com potencial
para o controle biologico de pragas destaca-se Bacillus thuringiensis (Bt), bactéria em
forma de bastonete que produz esporos e inclusdes cristalinas, estruturas responsaveis

pela atividade toxica desta espécie (GLARE e O’CALLAGHAM, 2000) (Figura 1).



Figura 1. Microscopia de contraste de fase de B. thuringiensis. Dentro das células estdo

presentes o esporo (branco) e o cristal protéico (preto).

B. thuringiensis apresenta duas fases durante o seu ciclo de vida, uma
caracterizada pelo crescimento vegetativo e outra pela esporulagdo. Durante a fase
vegetativa, as bactérias se multiplicam por fissdo bindria, enquanto na esporulagdo
ocorre a formacdo de esporos. Os esporos, quando encontrados em um ambiente
favoravel ao crescimento (meio com nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento e
temperatura em torno de 28°C e pH em torno de 7,0), podem germinar e iniciar o

crescimento vegetativo.

B. thuringiensis ¢ considerada uma bactéria cosmopolita por ter sido isolado de
todas as partes do mundo, de diversos ecossistemas e de diferentes substratos como
solo, 4agua, folhas e insetos mortos. Entretanto, seu requerimento nutricional vitaminico
e de aminoacidos, como o acido glutamico, sugere que as células vegetativas somente se
reproduzem no interior dos insetos hospedeiros (SOBERON e BRAVO, 2001;
MONNERAT e PRACA, 2006).

As inclusdes cristalinas de Bt contém proteinas denominadas delta-endotoxinas
que, atualmente, formam uma familia com mais de 340 membros, classificados em 55
grupos. Elas sdo produzidas pelas bactérias na forma de protoxina, porém, quando no

intestino do inseto, sdo transformadas em peptideos toxicos pela acdo do pH alcalino
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intestinal e de proteases. A toxina, assim ativada, causa lise das cé€lulas epiteliais e

morte dos insetos (ARONSON et al., 1986; MONNERAT e PRACA, 2006).

1.1.1 - Historico

O primeiro isolamento de Bt foi realizado pelo japonés Shigetane Ishiwata em
1901, a partir de larvas mortas do bicho-da-seda (Bombix mori). Uma década depois, em
1911, Ernst Berliner cunhou o nome Bacillus thuringiensis depois de isolar uma estirpe
a partir da lagarta da traga-da-farinha (Anagasta kuehniella) no distrito alemdo de
Thuringia (POLANCZYK e ALVES, 2003). Em 1915, Berliner descreveu a existéncia
de um cristal, porém a atividade deste foi descoberta somente anos depois (UCSD,
2008).

Em 1927, Mattes desenvolveu a primeira preparagdo comercial de B.
thuringiensis subsp. thuringiensis que era tOxica para varias espécies de Lepidoptera.
Por causa do dominio do uso produtos quimicos na agricultura, o Bt foi esquecido até
metade dos anos 50, quando Hannay e Fitz-James redescobriram a inclusdo paraesporal
e que o cristal era constituido de proteina. Em 1954, Angus provou que o efeito
inseticida era causado por causa da inclusdo paraesporal separando a toxina dos esporos
(KIM, 1993).

Até 1976 pesquisadores acreditavam que o Bt estava incluso em um restrito
grupo de microorganismos, com um pequeno espectro de acdo contra poucas espécies
de lepiddpteros e este era usado exclusivamente no controle de insetos pragas na
agricultura. Porém, em 1977, descobriu-se uma estirpe de B. thuringiensis subsp.
israelensis toxica para larvas de mosquitos e de borrachudos (Diptera) (KIM, 1993).
Desde entdo, estdo sendo realizados inumeros programas de selecdo, visando o
isolamento de estirpes toxicas a outros insetos e atualmente sdo conhecidas estirpes
toxicas a insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, entre outras

(POLANCZYK et al, 2003).



1.1.2 - Toxinas produzidas por B. thuringiensis

1.1.2.1 - o-exotoxina

A o-exotoxina, também conhecida por fosfolipase C, lectinase ou
fostatidilcolina fosfohidrolase, ¢ uma enzima que possui atividade citolitica quando atua
sobre os fosfolipideos presentes nas membranas de diversos tipos celulares (FAUST;
BULLA JR., 1982). Essa toxina ¢ termolabil, solivel em 4dgua e encontrada em
sobrenadantes de culturas. E extremamente toxica quando administrada via oral ou
intra-hemocélica. A a-exotoxina pode, também, apresentar toxicidade a ratos e outros
vertebrados, levando a degeneracdo e lise de hemdcitos (KRIEG, 1971; HANSEN e
SALAMITOU, 2000). O gene correspondente a essa toxina ja foi clonado e
sequenciado (LECHNER et al., 1989).

1.1.2.2 - B-exotoxina

A pB-exotoxina ou thuringiensina ¢ uma toxina termoestavel produzida por
algumas estirpes de Bt durante a fase vegetativa e secretada no meio de cultura. Existem
dois tipos de B-exotoxina. A toxina do tipo I ¢ um analogo de ATP composta de
adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico, com massa molecular de 701 Da
(FARKAS et al., 1969). Essa toxina atua inibindo a acdo da RNA polimerase, por meio
da competicdo pelo ATP, sendo altamente toxica para varias ordens de insetos, acaros,
nematodides e vertebrados, com efeitos mutagénicos e teratogénicos (SEBESTA et al.,
1981; HANSEN e SALAMITOU, 2000). A toxina do tipo II ¢ um analogo de UTP e
apresenta toxicidade superiror a do tipo I, principalmente para coledpteros (LEVINSON
et al., 1990). Desde de 1970, os produtos comerciais baseados em Bt produtores dessa
toxina foram substituidos por outros nao produtoras de pB-exotoxina (SEBESTA et al.,

1981; MONNERAT e PRACA, 2006).

1.1.2.3 - Vip

As protoxinas “Vip” (vegetative insecticidal proteins) sdao proteinas produzidas e

secretadas por algumas estirpes de Bt. Essas proteinas sao produzidas em etapas iniciais
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do processo de crescimento das bactérias em cultura, antecipando assim, sua obtengao.
Essa foi uma descoberta importante, pois, atualmente, ndo s6 se aproveita a mistura de
esporos e cristais obtidos apos o cultivo de Bt, como também ¢ possivel utilizar o seu

sobrenadante (MONNERAT e BRAVO, 2000).

As proteinas Vip foram excluidas da nomenclatura Cry por ndo formarem cristais
protéicos. Em concentracdes letais, a Vip3A causa paralisia e lise das células epiteliais
do intestino médio dos insetos. Essas manifestacdes fisicas da intoxicagdo provocada
pela Vip3A lembram aquelas das proteinas Cry (YU et al., 1997). Essa toxina apresenta
atividade somente contra larvas de lepidopteros. Sdo produzidas e secretadas por
algumas estirpes durante a fase vegetativa e de esporulagdo e apresentam massa

molecular a partir de 88,5 kDa (LOGUERCIO et al., 2002).

1.1.2.4 - 6- endotoxinas (proteinas Cry e Cyt)

Apresentam espectro de acdo restrito a uma determinada ordem de insetos e
podem ser definidas como uma inclusdo protéica paraesporal (CRICKMORE et al.,
1998; MAAGD et al., 2001). De acordo com HABIB e ANDRADE (1998) o cristal
pode ser de forma bipiramidal, cuboide, romboide, ovoide, esférico ou sem forma
definida. MONNERAT e BRAVO (2000) relataram que o processo de formagdao do
cristal estd ligado a esporulacdo, em que essa estrutura ¢ formada a partir do segundo

estagio de esporulacao e ¢ liberado no momento em que as células sao lisadas.

As proteinas Cry e Cyt pertencem a uma classe de proteinas bacterianas
conhecidas como toxinas formadoras de poros (TFP), soluveis em 4gua, o que permite
modificagdes conformacionais para permitir a inser¢do ou a translocacdo destas
proteinas na membrana celular do hospedeiro. Existem dois grupos de TFP: a-hélice
toxinas, em que a regido de a-hélice forma um poro através da membrana e B-barril
toxinas que ao se inserir na membrana formam um B-barril composto de monomeros de

grampos de folhas B-pregueadas (PARKER e FEIL, 2005).

O modo de agdo (figura 2) de Bt ocorre da seguinte forma: as proteinas toxicas
Cry, que sdo codificadas pelos genes cry e responsaveis pela atividade inseticida, sdo
sintetizadas durante a fase de esporulacdo e se acumulam na célula-mae, na forma de
inclusdo cristalina. No final do processo de crescimento a célula se rompe e o cristal é

5



liberado. Os cristais ao serem ingeridos por larvas de insetos susceptiveis sao
solubilizados no intestino médio (pH alcalino), liberando uma ou mais proteinas Cry.
Além disso € necessario um ambiente redutor ja que as pontes dissulfeto sdo abundantes
na metade C-terminal das proteinas de 130 kDa. O intestino médio da maioria das larvas
de insetos susceptiveis (lepidopteros, dipteros e alguns coleopteros) apresenta alto pH e

condigoes redutoras (KNOWLES, 1993).

Apods os cristais ingeridos por larvas susceptiveis terem sido dissolvidos no
ambiente alcalino do intestino, as protoxinas soliveis e inativas sdo clivadas por
proteases do hospedeiro originando proteinas ativas de 60-70 kDa (BRAVO et al.,
2005). As proteinas ativas se ligam aos receptores localizados nas microvilosidades das
células colunares do epitélio intestinal das larvas de insetos susceptiveis (de MAAGD et
al., 2001; BRAVO et al., 2005). A insercdo da toxina promove a formacao de poros na
regido apical das microvilosidades. A unido a estes sitios € uma etapa determinante da
especificidade das toxinas Cry, o que motivou diversos grupos de pesquisa a se
dedicarem ao entendimento desse processo (MONNERAT e BRAVO, 2000;
POLANCZYK et al., 2004).



Figura 2. Modo de agdo das toxinas Cry e Cyt. (A) Interacdo das toxinas Cry com
diferentes receptores moleculares em larvas de lepiddpteros (Caderina ou GCR). (1)
Solubilizacdo e ativacdo da proteina. (2) Ligagdo da toxina monomérica com o primeiro
receptor, mudanca conformacional da toxina e clivagem da hélice a-1. (3) Formacao
oligomérica. (4) Liga¢do da toxina ao segundo receptor (GPI-APN ou GPI-ALP) e
mudanga conformacional da proteina. (5) Inser¢do da estrutura oligomérica na
membrana e formagdo do poro. (B) Interacdo das toxinas Cry e Cyt em larvas de
dipteros. (1) Solubilizagdo e ativacdo das proteinas. (2) Inser¢do das toxinas Cyt na
membrana e ligacdo das proteinas Cry aos receptores (ALP ou toxinas Cyt). (3) Inducao
da oligomerizagdo das proteinas Cry. (4) Inser¢do da estrutura oligomérica na

membrana e formag¢do do poro (BRAVO et al., 2007).

Grande parte dos estudos feitos sobre 0 modo de agdo das toxinas Cry foram
realizadas, principalmente, em lepidopteros (KNOWLES e DOW, 1993). Os sintomas
que sdo observados ap6s a ingestdo dos cristais e dos esporos de Bt sdo: perda de apetite
e abandono do alimento, vomito, diarreia, paralisia do intestino, paralisia total e morte
(ARONSON et al., 1986). Quando infectadas por Bt, as larvas perdem agilidade e o
tegumento apresenta tonalidade marrom escura. Apds a morte, a larva apresenta cor

negra (HABIB e ANDRADE, 1998; MONNERAT e BRAVO, 2000).



1.1.3 - Importancia comercial

Os produtos a base de Bt constituem de 1% a 2% do mercado global de
inseticidas, estimado em 8 bilhdes de dolares por ano, representando 100 milhdes de
dolares em vendas anuais (NESTER et al., 2002). Os bioinseticidas a base de Bt
possuem como caracteristica boa estabilidade visto que ndo necessitam de condigdes
especiais de armazenamento. Existem, atualmente, aproximadamente 60 produtos a base

de Bt no mundo (CERON, 2004).

Produtos a base dessa bactéria tém sido utilizados hd mais de 50 anos e
proporcionam iniimeras vantagens, tais como especificidade ao inseto-alvo, efeito ndo
poluente ao meio ambiente, inocuidade aos mamiferos e vertebrados e auséncia de

toxicidade as plantas (MONNERAT e BRAVO, 2000; CARDENAS et al., 2001).

Os bioinseticidas a base de B. thuringiensis se classificam em produtos de
primeira geragdo (esporos e cristais), segunda geracdo (esporos € toxinas de estirpes
com introducdo de genes de d-endotoxina de outra estirpe), terceira geragcao (bactérias
recombinantes mortas, especialmente, Pseudomonas fluorescens) e quarta geragao

(quimeras de proteinas) (CERON, 2004).

O desenvolvimento de novos produtos a base de Bt ¢ muito importante, ja que
diferentes formulagdes e a descoberta de estirpes com diferentes toxinas, podem
aumentar a atividade toxica e um melhor resultado do produto em condi¢des ambientais

(MEDEIROS et al., 2006).



1.2 — Bacteriocinas
1.2.1 - Definicao

Bacteriocinas podem ser definidas como peptideos termoestaveis produzidos por
bactéria que possuem atividade toxica contra outras bactérias e para o qual a bactéria
produtora apresenta um mecanismo de imunidade especifico (COTTER et al., 2005).
Elas sdo sintetizadas pelos ribomossomos e, em sua maioria, S0 compostos catidnicos
que produzem poros nas cé€lulas-alvo, interferindo no potencial de membrana e assim,
causando a morte celular (OSCARIZ ¢ PISABARRO, 2001). Duas caracteristicas
distinguem os antibioticos das bacteriocinas: bacteriocinas sdo sintetizadas por
ribossomos e tem um espectro de acdo reduzido, toxico somente a bactérias
relacionadas geneticamente a produtora (RILEY e WERTZ, 2002b). A tabela 1 mostra

as diferengas entre antibioticos e bacteriocinas.

Tabela 1. Diferencas entre bacteriocinas e antibidticos (modificado de CLEVELAND et
al.,2001).

Caracteristica Bacteriocinas Antibidticos
Aplicagao Alimentos Clinico
Sintese Ribossomal Metabolito secundario

Espectro de acdo
Imunidade a célula
produtora
Resisténcia ou tolerancia
Interagoes
Modo de a¢ao

Toxicidade/efeitos
colaterais

Espectro pequeno
(normalmente)

Sim

Composi¢ao da membrana
Moléculas ancouradoras
Formagdes de poro

N3do conhecido

Espectro variado

Nao

Depende do modo de agdo
Alvo especifico
Variados

Sim




O termo substancia-tipo bacteriocina somente se aplica aos compostos
antimicrobianos que possuem natureza protéica € que ndo estdo completamente
caracterizados ou ndo apresentam todas as caracteristicas de bacteriocinas. Essas
substancias apresentam, geralmente, um espectro de agdo maior, atuando contra
algumas variedades de bactérias Gram positivas, Gram negativas e até contra algumas

espécies de fungos (DE VUYST e VANDAMME, 1994).

1.2.2 — Historico

Desde os tempos de Louis Pasteur e Robert Koch acreditava-se na necessidade
de se controlar microorganismos em nosso ambiente. A descoberta da penicilina, por
Alexander Fleming em 1929, resultou o uso de antibidticos terapéuticos por
comunidades médicas e veterinarias para o combate a organismos causadores de
doengas. Em 1676, Antonie van Leeuwenhoek documentou uma inibi¢do onde o
produto de um microorganismo inibiu o crescimento do outro (JOERGER et al., 2000).
Em 1877, Louis Pasteur e J.F. Joubert descreveram que a bactéria Bacillus anthracis
crescia normalmente em urina estéril. Porém quando se inoculava algum tipo de
bactéria ou ocorria algum tipo de contaminacao notava-se a inibicao do crescimento de

B. anthracis (REEVES, 1965).

Nesta época surgiram algumas propostas de terapias de reposicao para modificar
a microbiota intestinal. Vérias tentativas foram realizadas com o uso de bactérias
produtoras de acido latico e de algumas linhagens de E. coli, que eram capazes de inibir
o crescimento de, principalmente, Salmonella typhi. Em meados de 1916, chegou-se a
distribuir uma linhagem de E.coli (Mutaflor) para o tratamento de disenteria. Porém
esse tratamento foi descartado por ndo apresentar efetividade e nem identificar a

natureza da substancia envolvida (JACOB et al., 1953).

Em 1925, o cientista Andrei Gratia observou que algumas linhagens de E. coli
liberavam uma substancia que apresentava um efeito antagonico sobre outras colonias
do mesmo organismo. Foram descobertas 20 tipos de proteinas inibidoras de
crescimento, que foram denominadas de colicinas. Alguns anos depois, novas
observagdes mostraram que antimicrobianos do tipo colicina também podiam ser

produzidos por outras bactérias e ndo somente pelos coliformes. Assim, em 1953,
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JACOB et al. introduziram o termo mais genérico bacteriocinas para as proteinas

antibidticas do tipo colicina.

Nas ultimas décadas, a maioria das pesquisas limitavam-se as investigagdes de
colicinas (bacteriocinas produzidas por membros da familia Enterobacteriaceae).
Entretanto, existe uma intensificacdo de pesquisas com bacteriocinas de bactérias Gram
positivas, principalmente de bactérias acido-laticas (DE VUYST e VANDAMME,
1994; RILEY e GORDON, 1999).

1.2.3 - Ecologia das bacteriocinas

Evolutivamente, a habilidade de sintese de bacteriocinas mostra-se vantajosa.
Bacteriocinas podem servir como anti-competidores, possibilitando a entrada de uma
estirpe em uma comunidade microbiana ja estabelecida (LENSKI e RILEY, 2002;
RILEY e GORDON, 1999). Podem também apresentar um papel defensivo, evitando a
entrada de outras estirpes/espécies em um ambiente com estirpes/espécies ja

estabelecidas no nicho (RILEY e WERTZ, 2002b).

De acordo com RILEY (1998) o estudo de bacteriocinas em ambientes naturais,
tais como, de Lactobacillus plantarum em azeitonas verdes e Streptococcus mutans na
cavidade oral humana, indicou que existe uma vantagem competitiva entre estirpes
produtoras e sensiveis as bacteriocinas. As oportunidades de sobrevivéncia de um
organismo podem ser adquiridas eliminando um organismo competidor em seu nicho
ecoldgico, onde a competicdo pode ser intensa, levando em conta a diversidade de
espécies e o rapido crescimento das bactérias (DYKES, 1995). As bacteriocinas t€ém um

papel fundamental na dindmica populacional de bactérias (CHEN e HOOVER, 2003).

Recentemente, uma nova funcao foi proposta para as bacteriocinas de bactérias
Gram positivas, no qual esses peptideos exercem o quorum sensing (RILEY e WERTZ,
2002b). KAUFMANN et al. (2005), observaram que a N-homoserina lactona, um dos
autoindutores usados por Pseudomonas aeruginosa, ¢ também um agente bactericida. O
autoindutor foi efetivo contra todas as bactérias Gram positivas testadas. Porém, P.

aeruginosa, como outras bactérias Gram negativas, ndo foram afetadas por este
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composto. O grupo dos lantibioticos (classe I) sao classificados, atualmente, como um

grupo de autoindutores com func¢ao antimicrobiana (KLEEREBEZEM, 2004).

Os modelos propostos atualmente para a ecologia de bacteriocinas tém
considerado mais as realidades bioldgicas encontradas no meio ambiente (RILEY e
WERTZ, 2002b). Muitos microbiologistas e ecologistas tedricos se baseiam nas
comunidades de populagdes de E. coli produtoras de toxinas (colicinogénicas). O
modelo de pedra-papel-tesoura, proposto por KERR et al. (2002), leva em consideracdo
sistemas no qual ndo ocorram hierarquias competitivas, em comunidades com trés
espécies competidoras que apresentam uma relacdo similar ao jogo de pedra-papel-
tesoura: a estirpe produtora invade o espaco da estirpe sensivel; a estirpe sensivel
desloca a estirpe resistente e a estirpe resistente invade o espacgo da estirpe produtora.
Nesse padrdo de interagdo, os ganhos locais feitos por uma estirpe ¢ aproveitado, em
pouco tempo, por outra estirpe. O resultado dessa balanceada competicdo ¢ a
manuten¢do da diversidade. Isso pode ocorrer pelo fato de tanto a producdo da toxina
quanto a resisténcia apresentarem um custo energético. Entretanto o custo para a
resisténcia ¢ menor do que o custo para a producdo de toxina e, assim, se 0s custos para
a resisténcia forem muito baixos ou muito altos a comunidade pode chegar ao colapso.
A magnitude relativa desses custos sera, portanto, critica para as perspectivas de
coexisténcia. Quando as interacoes e as dispersdes deixam de ser locais, essa
competicdo balanceada deixa de existir (KERR et al., 2002). A tabela 2 representa o

modelo de pedra-papel-tesoura em relagdo ao custo energético.

Tabela 2. Modelo pedra-papel-tesoura de comunidades bacterianas (adaptado de RILEY
e WERTZ, 2002b).

Estirpe Ganha contra Perde contra
Produtora de toxina Sensivel Resistente
Sensivel Resistente Produtora
Resistente Produtora Sensivel
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CZARAN et al. (2002) adicionaram ao modelo de pedra-papel-tesoura outras
variaveis como diferentes sistemas de producdo de toxinas e a possibilidade de
ocorréncia de mutacdes e transferéncia horizontal dos genes (transformacdo) de um
elemento genético. Nesse estudo foi também considerado que o gasto energético para a
paroducdao da toxina ¢ maior do que para a producdo de resisténcia. Dois tipos de
modelos foram propostos: equilibrio de congelamento (“frozen state”) e

hiperimunidade.

O equilibrio de congelamento ocorre quando uma comunidade bacteriana nao
produtora de toxinas evolue e, através de mutagdes, passa a produzir toxinas. Essas
mutagdes fazem o sistema se transformar em padrdoes bem distribuidos de estirpes
monotoxicas. Todas as toxinas persistem no sistema, porém a maioria das coldnias
somente apresentam um gene da toxina e sua respectiva resisténcia. Apds varias
geragdes o padrdo espacial das colonias ainda € muito semelhante ao do inicio, ou seja,
congelado. Nao existe invasdo entre colonias vizinhas pois elas apresentam a mesma
toxina, e por isso, existe resisténcia entre as duas, ou porque o custo energético de

ambas é igual (CZARAN et al., 2002).

O equilibrio de hiperimunidade ocorre quando as simulagdes se iniciam de uma
comunidade onde a estirpe mais frequente possui algumas toxinas e os genes de
resisténcia desenvolvem um estado de equilibrio de hiperimunidade, que apresenta
baixa toxicidade, alta resisténcia e e padrdes dinamicos. Em uma comunidade que
apresenta uma estirpe mais frequente, que possui mais de um tipo de toxina e
resisténcia, a probabilidade de um equilibrio entre as colonias ¢ muito pequena. Assim,
os padrdes de colonias persistem por tempo suficiente para o surgimento de genes de
toxina e resisténcia através de mutacgdes, levando a um sistema de multipla toxicidade.
No estado de multipla toxicidade, a perda de genes de toxina e a manutencdo dos genes
de resisténcia parece ser vantajosa, levando em considera¢do os custos energéticos, ja
que a producdo ¢ mais dispendiosa do que somente a resisténcia. Portanto, as colonias
passam a apresentar poucos genes de toxinas e muitos genes de resisténcia (CZARAN

et al.,2002).
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1.2.4 - Organizacao estrutural dos genes e biologia molecular das bacteriocinas

Os genes responsaveis pela expressdo de bacteriocinas encontram-se,
geralmente, organizados em forma de “cluster”. Os clusters de bacteriocinas podem
estar localizados em cromossomos, plasmideos ou transposons. No grupo das bactérias
laticas a grande diversidade na produgdo de bacteriocinas ocorre devido ao fato dos
genes estarem associados a elementos de DNA moveis como transposons € plasmideos.
Essas caracteristicas podem ser exploradas para facilitar a producdo de bacteriocinas

heter6logas (COTTER et al., 2005).

Nos grupos dos lantibioticos (classe I) os operons contém genes que codificam o
pré-peptideo (LanA), enzimas de modificagdo estrutural (LanB, LanC,), proteases
responsaveis pela remocdo do peptideo lider (LanP), proteina transportadora do tipo
ABC (SCHNEIDER e HUNKE, 1998), proteinas de translocacao de peptideos (LanT),
proteinas regulatorias (LanR) e proteinas responsaveis pela imunidade (Lanl, FEG)
(CHEN e HOOVER, 2003). A figura 3 mostra, de forma resumida, a organizacdo e o

processamento das bacteriocinas de classe 1.

As bacteriocinas sdo sintetizadas, geralmente, como pré-peptideos inativos que
contém uma sequéncia N-terminal lider (COTTER et al., 2005). Em lantibidticos os
aminoacidos serina, treonina ¢ cisteina do pré-peptideo passam por extensas
modificacdes pods-traducionais para formar Lantionina/Metil Lantionina (CHEN;
HOOVER, 2003). A sequéncia lider, geralmente, ¢ clivada durante a exportagdo por um
transportador ou, em menor frequéncia, pelo proprio sistema de secre¢do da célula

(COTTER et al., 2005).

A formagdao do pré-lantibidtico ocorre em uma reacdo de dois passos pos-
traducionais (INGRAM, 1969;1970). Inicialmente, os aminoacidos serina e treonina sao
desidratados. As reagdes de modificagdes, os pré-lantibidticos modificados passam por
um processo proteolitico para liberar o peptideo lider, o que ativa a bacteriocina. Nos
lantibidticos, o peptideo lider é removido por uma protrease de serina (Lan P) e,
dependendo da localizagdo dessa proteina, o processo de clivagem pode ocorrer antes
ou depois do transporte do peptideo pelo transportador ABC (LanT) (CHEN e

HOOVER, 2003).
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Figura 3 — Diagrama esquematico da biossintese dos lantibidticos: (1) formagdo da pré-

bacteriocina; (2) a pré-bacteriocina ¢ modificada por LanB e LanC, translocada por
LanT e processada por LanP; (3) proteina quinase de histidina (HPK), na presenga da
bacteriocina, se autofosforila; (4) o grupo fosforil (P) ¢ transferido a um regulador de
resposta citoplasmatico (RR); (5) RR ativa a trasncricdo dos genes; e (6) a imunidade ¢

conferida por Lanl e LanFEG (modificado de CHEN e HOOVER, 2003).

Na classe II de bacteriocinas, os clusters contém um gene estrutural que codifica
o peptideo, seguido de um gene de imunidade e genes do transportador ABC e proteinas
acessorias (Figura 4). Nessa classe, as bacteriocinas sdo sintetizadas como um pré-
peptideo que contém N-terminal conservado e um sitio proteolitico com duas glicinas.
Ao contrario dos lantibioticos, as bacteriocinas da classe II niao sofrem extensivas
modificacdes pos-traducionais. Formado o pré-peptideo, este ¢ clivado para retirar o
peptideo lider a0 mesmo tempo em que ¢ transportado para o meio extracelular (NES et
al., 1996). Nessa classe também ocorre a formacao do fator de indugao (IF — “Induction

Factor), responsavel pela ativagao da transcri¢do dos genes (CHEN e HOOVER, 2003).
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Figura 4. Diagrama esquematico da biossintese de bacteriocinas da classe II: (1)

Formagao da pré-bacteriocina e do fator de inducdo (“Induction Factor” - IF); (2) A pré-
bacteriocina e o IF sdo processados pela proteina acessoria (“Acessory protein” — AP) e
translocados por um transportador ABC, assim liberando a bacteriocina madura e o IF;
(3) Proteina quinase de histidina (HPK) percebe a presenca de IF e se autofosforila; (4)
O grupo fosforil (P) ¢ transferido para o regulador de resposta citoplasméatico (RR); (5)
O RR ativa a transcri¢cdo de genes e (6) Proteina produtora de imunidade que se liga a

bacteriocina (modificado de CHEN e HOOVER, 2003).

1.2.5 - Imunidade e resisténcia a bacteriocinas

A imunidade as bacteriocinas ¢ definida como a producdo de proteinas que
conferem resisténcia a estes peptideos pela célula produtora. Existem vdrios
mecanismos pelos quais a bactéria pode apresentar resisténcia (VENEMA et al., 1995).
Os genes que codificam as proteinas de imunidade estdo geneticamente proximas de
outros genes como os de estrutura e processamento das bacteriocinas. Geralmente, esses

genes estdo localizados dentro de um mesmo operon (CLEVELAND et al., 2001).

Em lantibidticos acreditava-se que a imunidade era conferida por um gene de
imunidade, como o nisl, para a nisina e spal para subtilina. A imunidade a essas

bacteriocinas, porém, ¢ o resultado da influéncia de diferentes proteinas, ja que a
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delecao de outros genes altera a imunidade do alvo. Duas proteinas estdo envolvidas na
resisténcia a lantibidticos: Lanl e a LanFEG. Lanl, localizada na parte externa da
membrana atua, provavelmente, na prevengdo da formacdo de poros. A proteina
LanFEG atua de outra forma, removendo bacteriocinas que aderem a membrana
plasmatica, mantendo assim, o nivel de bacteriocinas na membrana abaixo do nivel
critico (CHEN; HOOVER, 2003). Estirpes de Lactobaccilus lactis ndo produtoras e
imunes a nisina, por exemplo, ndo apresentam o gene nisl, mas possuem sequéncias
similares a nisF, nisE e nisG. Acredita-se que esses outros genes garantam a resisténcia
a nisina, pois a delecdo de nisG torna a célula menos resistente a esta bacteriocina

(DUAN et al., 1996).

Na classe II, o fenomeno da imunidade ¢ mais simples. Um gene codifica a
proteina de imunidade que é geralmente uma proteina de 50 a 150 aminoécidos que esta
associada @ membrana citoplasmatica (CLEVELAND et al., 2001). Para a classe Ila
(bacteriocinas do tipo pediocina), as proteinas que conferem imunidade a bacteriocina
estdo localizadas na parte intracelular da bactéria (MEYER et al., 2009). Apesar de
serem hidrofilicas, algumas proteinas de imunidade podem estar associadas com a parte
interna da membrana celular (QUADRI et al., 1995; DAYEM et al., 1996). Entretanto,
ndo ha demonstracdo da interacdo direta entre proteinas de imunidade e as
bacteriocinas. Acredita-se que a interacdo indireta entre as proteinas de imunidade e a
bacteriocina ¢ feita por meio do receptor de bacteriocinas na membrana. Essa liga¢do
bloqueia a agdo da bacteriocina (FIMLAND et al., 2005). Apesar de haver inumeros
estudos com lactococcina A, uma proteina de imunidade da classe I, o mecanismo da
imunidade dessa classe de bacteriocinas ainda ¢ pouco conhecido (VENEMA et al.,

1995).

1.2.6 - Modo de acao

Bacteriocinas, principalmente da classe I, apresentam a inibi¢ao de células-alvo
através da formacgdo de poros que resultam na deplegdo do potencial transmembranico e,
possivelmente, o gradiente de pH, levando a uma consequente liberacdo de materiais

celulares (CLEVELAND et al., 2001). OREKEKE ¢ MONTVILLE (1992) mostraram
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que a nisina depende de alguns pré-requisitos, como o carater alcalino e negativo do

meio intracelular, para formar os poros.

Para a classe I, os receptores primarios sdo os lipideos anionicos. Nisina por
exemplo se liga a lipossomos anionicos € esta interagdo permite que a nisina possa se
difundir para outros lipossomos lentamente. A condutividade e estabilidade dos poros
podem ser aumentadas por moléculas adjacentes, como o lipideo II (precursor de
peptideoglicano). O lipideo II funciona como o principal transportador de subunidades
de peptideoglicano do citoplasma para a parede celular. Assim as bacteriocinas podem
agir de duas formas: ligando-se ao lipideo II e impedindo a correta sintese da parede
celular ou utilizando a molécula de lipideo II como uma molécula ancoradoura para
iniciar o processo de insercdo posterior a abertura do poro (Figura 5). Mersacidina, que
também ¢ um lantibidtico, se liga ao lipideo II, inibindo a sintese de peptideoglicano, ao
contrario da nisina que abre o poro na membrana. Células que tem uma deplecdo de
lipideos II sio menos sensiveis a nisina e epidermina (BROTZ et al., 1998). Lipideo 11
também ¢ receptor de reconhecimento da vancomicina (antibiotico) (CLEVELAND et
al., 2001). Bacteriocinas de classe Il também dependem de fosfolipideos anidnicos para
interagir com a membrana. Bacteriocinas da classe Ila induzem a permeabilizacdo da
membrana da célula-alvo, provavelmente, formando poros seletivos na membrana e,
assim, levam a deple¢do de ATP intracelular e a dissipagdo da for¢a proton motora

(DRIDER et al., 2006).
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Figura 5. llustracdo esquemadtica do modo de acdo de bacteriocinas da classe I
(modificado de COTTER et al., 2005).

Vérios modelos foram propostos para a formagao de poros na membrana. Existe
um debate sobre os tipos de poros formados pela nisina, onde a maioria apoia 0s
modelos de barril ¢ cunha (CLEVELAND et al., 2001). O modelo de cunha ocorre,
provavelmente, na classe dos lantibidticos, enquanto o modelo barril e carpete sdo
propostos para as bacteriocinas de classe Il (MOLL et al., 1999). No modelo de cunha a
bacteriocina se orienta paralelamente a superficie da membrana. Tanto ApH (diferenca
de pH) acido como o Ay (diferenga de potencial de membrana) negativo sdo capazes de
induzir a formagdo de poros. O C-terminal se insere na membrana e, assim, a
bacteriocina inteira se transloca pela membrana (WINKOWSKY et al, 1996). Na
nisina, as dobras da molécula podem permitir que a parte C-terminal se ligue a
membrana e, assim, ocorra a inser¢ao na membrana. Muitas moléculas de nisina podem
aumentar a desordem na bicamada lipidica formando poros entre proteinas e lipideos.
Essas estruturas sdo instaveis por causa de forgas hidrofobicas que podem orientar o

rearranjo da bicamada lipidica (MOLL et al., 1999).
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As bacteriocinas da classe II formam um feixe de peptideos a-hélices formando
um poro em forma de barril (modelo de barril). A presenca de um residuo de
aminodcido que rompe hélices pode facilitar a insercdo de um peptideo na membrana.
No modelo de barril um feixe de peptideos a-hélices hidrofilicos forma a parede interna
do poro. A parte hidrofobica dessas hélices fica em contato com as cadeias de acidos
graxos da membrana lipidica (MOLL et al, 1999) (Figura 6). A maioria das
bacteriocinas de classe II ¢ ativada (inclusive em escala nanomolar) induzindo a
permeabilizacdo e a consequente perda de moléculas da célula-alvo (COTTER et al.,

2005).

Classell

Parede celular ;

Figura 6. Modo de acdo de bacteriocinas da classe II (modificado de COTTER et al.,
2005).

O modelo carpete ¢ um modelo alternativo para explicar a formagao de poros em
bacteriocinas de classe II. Nesse modelo, peptideos sdo orientados pararelamente a
superficie da membrana e, consequentemente, interferem com a organiza¢do da
membrana sem formar um agregado de peptideos. Quando a quantidade de peptideos
for suficiente, a membrana colapsa temporariamente devido a uma forte mobilizagdo de

fosfolipideos, o que resulta em uma permeabilidade local (MOLL et al., 1999).
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1.2.7 - Bacteriocinas de bactérias Gram negativas e positivas, e Archaea
1.2.7.1 - Bacteriocinas de Archaea

As Archaea produzem um tipo de bacteriocina denominada archaeocinas. A
halocina, produzido por Halobacterias, ¢ o tnico tipo caracterizado. A primeira halocina
descoberta foi a S8, um peptideo hidrofébico composto de 36 aminoécidos (PRICE e
SHAND, 2000). Além da S8 outras bacteriocinas de Archaea foram caracterizadas, tais

como, a H4 e H6 (RILEY, 1998).

As halocinas apresentam, aparentemente, o mesmo papel das tradicionais
bacteriocinas em suas populacdes. As halocinas sao produzidas quando a célula entra na
fase estacionaria. Ao se encontrar em uma fase de recursos limitados, as células
produtoras de halocinas podem lisar as células sensiveis e, assim, enriquecer o meio
com nutrientes. A estabilidade das halocinas pode ajudar a explicar porque poucas

espécies habitam ambientes hipersalinos (PRICE e SHAND, 2000).

1.2.7.2 - Bacteriocinas de bactérias Gram negativas

Em bactérias Gram negativas, a bacteriocina mais estudada ¢ a colicina,
produzida por E. coli. Desde sua descoberta, as colicinas passaram a ser um modelo
para investigacdo de mecanismos da estrutura, funcdo, organizagdo genética, ecologia e
evolugdo de bacteriocinas (CASCALES et al., 2007). Todas as bacteriocinas de
bactérias Gram negativas, incluindo as colicinas, sdo proteinas de alta massa molecular,
no qual variam, dependendo da fung¢do entre, aproximadamente, 100 e 700 aminoacidos
(RILEY e WERTZ, 2002). Essas bacteriocinas sdo encontradas em um de dois tipos de
plasmideos colicinogénicos. O tipo A de plasmideo € pequeno (6 a 10 kb) e presente em
varias copias por célula. O tipo B sdo monocopias de plasmideo de 40 kb que carregam
varios genes e possuem a capacidade de conjugacdo (PUGSLEY e OUDEGA, 1987).
Os genes de colicinas apresentam organiza¢do em operon,compostos pelo gene do
peptideo, o gene de imunidade e o gene de lise. Este Gltimo codifica uma proteina
envolvida na liberacao de colicina pela lise da célula produtora. A produgdo de colicina
¢ mediada pelo regulon SOS e, assim, é produzida principalmente em condi¢des de

stress. A produgdo da toxina ¢ letal para o produtor e para células vizinhas que sdo
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sensiveis a colicina. O modo de acdo de bacteriocinas de bactérias Gram negativas
podem ocorrer através da formacao de poros ou pela atividade de nuclease contra DNA,

RNA ribossémico e RNA transportador (RILEY e WERTZ, 2002b).

Apesar das colicinas serem as bacteriocinas representativas do grupo das Gram
negativas, outras bacteriocinas como a piocina (Pseudomonas aeruginosa) e
bacteriocinas de Serratia marcesens também sao estudadas. Ambas sdo bem similares
as colicinas, porém mostram algumas diferengas. Os genes da piocina sdo encontrados
em cromossomos (SANO et al.,1990). Ja os genes das bacteriocinas de S. marcesens

podem ser encontrados em plasmideos ou em cromossomos.

A classificagdo de bacteriocinas de bactérias Gram negativas foram elaboradas
por KOLTER e MORENO (1992), que introduziram uma classificagdo que distingue
lantibidticos, nao lantibidticos termoestaveis, colicinas e microcinas. Colicinas ¢
microcinas sdo classificadas através de sua massa molecular e sdo compostos
produzidos por bactéris pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que sdo ativos

contra outras bactérias Gram negativas.

1.2.7.3 - Bacteriocinas de bactérias Gram positivas

Bacteriocinas de bactérias Gram positivas sdo mais abundantes e mais
diversificadas que as de bactérias Gram negativas. De fato, a maioria dos estudos sobre
atividade de bacteriocinas sdo feitos com bactérias Gram positivas. E provavel que o
crescente interesse em bacteriocinas de Gram positivas seja uma resposta a potencial
aplicacdo desses agentes na preservacdo de alimentos e no tratamento de infec¢des
bacterianas (JACK et al., 1995). As bacteriocinas de bactérias Gram positivas sao
similares a peptideos antimicrobianos produzidos por eucariotos e geralmente sdo
cationicos, anfipaticos, permeadores de membrana e variam de 2 a 6 kDa (HENG et al.,

2006).

As bacteriocinas de Gram positivas diferem das Gram negativas em dois
quesitos: (1) a producdo de bacteriocina ndo ¢é letal como ocorre com as Gram
negativas; (2) Bactérias Gram positivas desenvolveram um sistema de regulagdo

especifica (NES et al., 1996; RILEY ¢ WERTZ, 2002b).
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Bacteriocinas produzidas por bactérias laticas sdo as mais caracterizadas em
detalhes do grupo (CINTAS et al., 2001). Muitas espécies de bactérias laticas
(Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc) apresentam
antagonismos com outras bactérias, incluindo espécies patogénicas (McMULLEN e
STILES, 1996). Essas bactérias de acido latico sao utilizadas ha séculos na fermentagao
de alimentos, pois em parte elas conseguem impedir o crescimento de microorganismos
patogénicos e contaminantes (CHEIGH e PYUN, 2005). A bacteriocina mais conhecida
desse grupo ¢ a nisina. Nisina tem seu uso aprovado em mais de 40 paises por mais de
50 anos (CLEVELAND et al., 2001). Ela ¢ produzida pela bactéria Lactococcus lactis e
inibe o crescimento de bactérias Gram positivas como Bacillus, Clostridium,
Streptococcus, Staphylococcus, entre outras (RILEY e WERTZ, 2002; CHEN e
HOOVER, 2003).

Virios critérios de classificagao tem sido utilizados para agrupar esses diferentes
compostos antimicrobianos produzido por bactérias. Uma delas ¢ a classificagdao
proposta por KLAENHAMMER (1993), no qual o autor separa bacteriocinas em quatro
classes de acordo com sua massa molecular, termoestabilidade, sensibilidade
enzimatica, presen¢ga de aminoacidos modificados pos-traducionalmente e modo de

acao.

A classe I ¢ chamada de lantibidticos e tem como caracteristicas principais o
pequeno tamanho dos peptideos (<5 kDa, 19-38 aminoacidos), presenca dos
aminoacidos lantionina (Lan), a-metillantionina (MeLan), dehidroalanina e
dehidrobutirina. Essa classe também ¢ subdividida, por alguns autores, em tipo A e tipo
B, de acordo com a estrutura quimica e atividade antimicrobiana. Os lantibidticos do
tipo A sdo peptideos alongados com uma carga positiva que exercem a funcdo de
formacdo de poros em membranas. Exemplos de lantibioticos do tipo I sdo a nisina,
produzida por Lactobacillus lactis, e a epidermina, produzido por Staphyloccocus
epidermidis. Os lantibioticos do tipo B s3o peptideos globulares e pequenos, carregados
negativamente, ou que nao apresentam carga. Um exemplo de lantibidticos do tipo B é a
mersacidina, produzida pelo B. subtilis. E vélido lembrar que a subclassificacio dos
lantibidticos € complexa devido suas estruturas protéicas (CHEN e HOOVER, 2003;
COTTER et al., 2005).
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A classe II de bacteriocinas tem como caracteristica o tamanho pequeno (<10
kDa), termoestabilidade, peptideos sem o aminoacido lantionina (Lan) e a auséncia de
extensas modificagdes pds-traducionais (COTTER et al., 2005). Essa classe ¢ subdivida
em 3 grupos: Ila, IIb e Ilc. A classe Ila apresenta peptideos que possuem uma sequéncia
N-terminal consenso YGNGV(X)C(X)4sC(X)V(X)4sA (Drider et al., 2006). Este
subgrupo tem chamado aten¢do por sua toxicidade contra Listeria (ENNAHAR et al.,
2000b). A classe IIb contém bacteriocinas com dois peptideos diferentes. Estes
peptideos sdo Unicos e totalmente diferentes um do outro e a atividade depende da
presenca dos dois peptideos em quantidades iguais (OPPEGARD et al., 2007). A classe
Ilc consiste em bacteriocinas ciclicas, onde a por¢do N e C terminais sdo ligadas
covalentemente formando uma estrutura ciclica (COTTER et al., 2005). Bacteriocinas
que sao constituidas por um peptideo linear que nao apresentam similaridade com
bacteriocinas do tipo pediocina (classe Ila) fazem parte da classe IId (COTTER et al.,
2005).

As bacteriocinas de classe III nio estio completamente caracterizadas. E uma
classe que tem como representantes proteinas maiores (> 30 kDa) e termosensiveis.
Poucas bacteriocinas dessa classe foram caracterizadas. O seu mecanismo de agado ¢
diferente das outras, pois ela age por meio da lise da célula sensivel pela hidrolise da
parede celular. (COTTER et al., 2005). Ha ainda uma classe IV de bacteriocinas, na
qual os peptideos requerem a presenca de moléculas de lipideos ou carboidratos

(KLAENHAMMER, 1993).

1.2.7.4 - Bacteriocinas de Bacillus

A producdo de bacteriocinas ou substancias similares (BLIS —Substancias
inibitorias tipo bacteriocinas) foram descritas para varias espécies do género Bacillus,
tais como B. subtilis, B. coagulans, B. cereus, B. thuringiensis, B.megaterium, B.
cereus, B. stearothermophilum, B. licheniformis, B. thermoleovorans entre outros
(SHAFIA, 1966; BRADLEY, 1967; NOVOTNY e PERRY., 1992; BIZANI et al.,
2005; KAMOUN et al., 2005; CHERIF et al., 2006; HE et al., 2006, SEBEI et al.,
2007). Dentre essas, as mais estudadas sdo a subtilina (B. subtilis) e a coagulina (B.

coagulans 1) (CHERIF et al., 2006).
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Subtilina ¢ um peptideo catidnico com agao antibiotica produzido por Bacillus
subtilis. E um peptideo que faz parte da classe I de bacteriocinas, os lantibioticos, pois
apresenta extensas modificacdes pos traducionais (SCHULLER et al, 1989). A
subtilina madura contém uma séric de aminoacidos ndo usuais, tais como,
serina/treonina desidratadas e pontes de lantionina e tioéter(B-metil) (STEIN et al.,
2002). Subtilina tem alta atividade inibitdria contra varias espécies de bactérias Gram
positivas, tais como propionibacterias staphylococcus, clostridios, enterococcus e

streptococcus (KLEEREBEZEM, 2004).

Coagulina ¢ uma bacteriocina encontrada no sobrenadante de culturas de B.
coagulans, uma bactéria Gram e catalase positivas com capacidade de crescimento a 55
°C e de producdo de acido latico por meio de uma via homofermentativa. Ela é uma
bacteriocina anti-listérica que pertence a familia das pediocinas. Tem entre 3 e 4 kDa, ¢
produzida durante a fase log de crescimento bacteriano e apresenta estabilidade a

variacoes de pH e temperatura (HYRONIMUS et al., 1998).

1.2.7.5 - Bacteriocinas de Bacillus thuringiensis

As thuricinas, como sao normalmente denominadas as bacteriocinas produzidas
por B. thuringiensis, apresentam um variado espectro de agdo. Elas foram estudadas
devido a sua acdo bacteriolitica ou bacteriostatica, contra varias espécies de bactérias
como B. thuringiensis, Listeria monocytogenes, B. cereus, B. subtilis, Leuconostoc
mesenteroides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus —aureus, Klebsiella
pneumoniae, entre outra espécies de importancia alimentar e clinica (PAIK et al., 1997,
CHERIF et al., 2001; AHERN et al., 2003; Cherif et al., 2003; KAMOUN et al., 2005;
BARBOZA-CORONA et al., 2007; CHEMINI et al., 2007; CHERIF et al., 2008). As

thuricinas de B. thuringiensis caracterizadas sdo:
1.2.7.5.1 — Thuricina

A primeira bacteriocina de B. thuringiensis caracterizada foi a thuricina. A
thuricina é produzida pela bactéria B. thuringiensis thurigiensis HD-2. Essa bacteriocina
possui efeito inibitorio para 46 estirpes de B. thuringiensis € também para outras

espécies de bactérias Gram positivas. Ela ndo possui efeito inibitdrio para espécies de
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bactérias Gram negativas. E uma proteina de aproximadamente 9,5 kDa. Quando tratada
com quimotripsina, pronase, subtilisina, tripsina e calor a 96 °C perde ou reduz seu
efeito inibitorio. Quando submetido a tratamento com lisozima, fosfolipase C, papaina,
peptidase ou solventes organicos manteve a atividade inibitoria (FAVRET e

YOUSTEN, 1989).

1.2.7.5.2 — Tochicina

A segunda bacteriocina de B. thuringiensis descrita foi a tochicina, bacteriocina
produzida por B. thuringiensis tochigiensis HD868 (PAIK et al.,1997). Essa proteina foi
testada contra vérias subspécies diferentes de B. thurigiensis e todas foram inibidas pela
tochicina, exceto ela mesma. Ela também inibe Bacillus cereus e Leuconostoc
mesenteroides. Nao tem efeito inibitorio em espécies de bactérias Gram negativa como
Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia herbicola, Pseudomonas
syringae e Xanthomonas campestris ou efeito inibitorio em algumas espécies de fungos
como Saccharomyces uvarum, Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (PAIK et

al., 1997).

A producao de tochicina ¢ detectada no meio da fase log de crescimento e atinge
seu apice de produgdo no inicio da fase estacionaria. Essa queda de sintese pode estar
relacionada com a inducdo da esporulagdo. Ela possui tanto efeito bactericida como
efeito bacteriostatico. Quando tratada com proteinase K perde a atividade, sugerindo
que a tochicina seja de natureza protéica. Teste com outras enzimas como tripsina,
quimotripsina, lipase II e lipase VII ndo mostraram perda ou redugdo de atividade. Esse
composto ¢ estavel entre o pH 3.0 e 9.0. Suporta temperaturas de 90°C por 30 minutos.
Quando aquecida a 100°C por 30 minutos ou 120°C por 15 minutos perde a atividade.
O seu tamanho ¢ de aproximadamente 10,5 kDa, apesar dessa proteina nado ter sido

purificada ainda (PAIK et al., 1997).
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1.2.7.5.3 - Thuricina 7

Thuricina 7 ¢ a bacteriocina produzida por B. thuringiensis BMG 1.7. Ela nao ¢
detectada durante a fase exponencial e sim no final desta, alcancando o pico de

producdo no meio da fase estacionaria (CHERIF et al., 2001).

Essa bacteriocina ¢ sensivel a proteinase K e tem estabilidade nos pHs 3.0 a 9.0.
Quando submetida a temperatura de 90° C por 30 minutos apresenta atividade residual
de 90%. Tem aproximadamente 11,6 kDa e sua atividade ¢ bactericida. Entre as estirpes
testadas destaca-se a inibicdo de varias estirpes de B. thuringiensis, B. cereus, B.
mycoides, B. pseudomycoides e B. weihenssthepanensis. Inibe também o crescimento de

Streptococcus pyogenes e Lysteria monocytogenes (CHERIF et al., 2001).

1.2.7.5.4 — Entomocina 9

CHERIF et al. (2003) testou 41 estirpes de B. thuringiensis quanto a produgdo
de bacteriocina. B. thuringiensis entomocidus HD9 foi selecionada por ter inibido 32
das 41 estirpes testadas. Entomocina 9 inibiu 80 de 96 estirpes do grupo de B. cereus,
todas as estirpes testadas de espécies de Lactobacillus e Listeria monocytogenes, duas
estirpes de Lactococcus lactis, uma estirpe de Pseudomonas aeruginosa, uma estirpe de
Aspergillus nidulans e uma estirpe de Fusarium graminis. Nao foi detectada atividade
contra E. coli, S. aureus, Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea. A producdo dessa
bacteriocina comega no meio da fase exponencial, aproximadamente com 5h de

crescimento, e atinge o seu maximo no comeco da fase estacionaria.

Entomocina 9 ¢ sensivel a proteinase K, o que sugere que sua composi¢do seja
protéica. Ela ¢ termoestavel retendo aproximadamente 100 e 90% de atividade apos
incubagdo a 85 e 95° C por 30 minutos, respectivamente. Ela reteve mais de 72% de
atividade quando submetida a 121° C por 20 minutos. Incubacao em tampdes com pH
entre 3.0 e 9.0 e liofilizagdo do sobrenadante ndo afetam a atividade da proteina. Ela

tem aproximadamente 12.44 kDa e atividade bactericida (CHERIF et al., 2003).
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1.2.7.5.5 — Thuricina 439

Thuricina 439 tem efeito inibitério em algumas estirpes de B. thuringiensis ¢ B.
cereus e também em Listeria innocua 4202. Nao apresenta efeito inibitdrio em estirpes
de B. subtilis, B. coagulans, B. firmus, algumas espécies do género Clostridium,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus lactis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimurium e algumas espécies de Pseudomonas. Os fungos Aspergillus
niger e Penicillium roquefortii também nao sofrem inibicdo por essa bacteriocina. A
producdo de bacteriocina ocorre durante o término da fase exponencial, coincidindo
com o inicio da fase de esporulacdo. A atividade ¢ mantida durante a fase estacionaria.

A atividade da thuricina 439 ¢ bactericida (AHERN et al., 2003).

Proteinase K e pronase E eliminam o efeito inibitorio dessa bacteriocina. Até 80°
C nao ha perda de atividade. A perda total de atividade ocorre com incubagao a 121° C
por 15 minutos. O armazenamento em baixas temperaturas ndo altera a atividade da
bacteriocina. Thuricina 439 mantém sua atividade entre pH’s 2 ¢ 9 (AHERN et al.,

2003).

A purificacdo de culturas de B. thuringiensis B439 revela que existem 2 picos
principais denominados de thuricina 439A e 439B. A massa molecular, de acordo com
a espectdmetria de massa da thuricina 439A e 439B ¢ de 2919.9 Da e 2803.8 Da,
respectivamente. A sequéncia N-terminal das thuricinas 439A e 439B sdo iguais. Cada
fragdo apresenta 20 aminodcidos: GWVAXVGAXGTVVLASGGVYV, onde X ¢ um
residuo ndo determinado. Essa bacteriocina ndo apresenta similaridade com qualquer
bacteriocina sequenciada e ela ndo pode ser classificada em descrito na literatura

(AHERN ef al., 2003).

1.2.7.5.6 — Bacthuricina F4

Bacthuricina F4 ¢é a bacteriocina produzida por B. thuringiensis BUPM4. E ativa
contra algumas estirpes de Bacillus como B. thuringiensis kustarki HD1, B. cereus, B.
subtilis, B. ureus e B. licheniformes e ativa contra S. aureus, Brevibacterium flavum e

Klebsiella pneumoniae. Nao possui atividade contra E. coli, Enterobacter cloacae,

28



Pasteurella haemolytica, Pseudomonas stutzeri, Enterococcus faecalis, Staphylococcus

xylesus e Enterococcus faecium (KAMOUN et al., 2005).

A incubagdo de culturas de B. thuringiensis BUPM4 a diferentes temperaturas
por 30 minutos mostra que essa bacteriocina ¢ estavel até¢ 70° C. Pode preservar 20% de
sua atividade apds incubagdo a 90° C por 30 minutos. Quanto a variacdo de pH
consegue manter a atividade entre os pH’s 3 a 7. Acima de 7 a atividade diminui. Essa
bacteriocina também se mostrou estavel para a liofilizagdo. Proteinase K e alcalase
eliminam com a atividade da bacthuricina F4, enquanto a neutrase diminui a atividade
em 25%. A maior atividade dessa bacteriocina ¢ alcangada no meio da fase estacionaria

e ela apresenta efeito bactericida (KAMOUN et al., 2005).

O sobredante contendo bacthuricina F4 foi purificado através de HPLC (“High
Performance Liquid Cromatography”). Apos a purificacdo da amostra ela foi submetida
a espectometria de massa e essa analise revelou um pico principal com 3160.05 Da. A
andlise da composi¢do dos aminoédcidos revelou somente 22 aminodcidos, no qual
triptofano e cisteina nao foram detectados devido ao método utilizado. A sequéncia N-
terminal do peptideo foi obtida através de degradagdo de Edman. A sequéncia contém 8
aminoacidos: DWTXWSXL, onde X representa residuo ndo determinado (KAMOUN et
al., 2005).

1.2.7.5.7- Entomocina 110

CHERIF et al. (2008) testaram 120 estirpes de B. thuringiensis, obtidas de
amostras de diferentes cole¢des, quanto a producdo de bacteriocina. B. thuringiensis
entomocidus HD110 foi selecionada por causa de sua alta atividade de inibi¢do e sua
relacdo filogenética com outra estirpe produtora de bacteriocinas, B. thuringiensis
entomocidus HD9. Ela foi testada contra varias espécies de Bacillus. Apresentou
atividade contra B. thuringiensis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B.
weihenstephanensis, B. coagulans e B. megaterium. Outras espécies foram inibidas, tais
como Paenibacillus alvei, Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus larvae, Listeria
monocytogenes ¢ Lactococcus lactis. Nao apresentou atividade contra E. coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, S. aureus, Enterococcus faecalis e
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Streptococcus pyogenes . A produgao de entomocina 110 se inicia na fase exponencial e

alcanga seu apice no comeco da fase estacionaria (CHERIF et al., 2008).

Entomocina 110 quando incubada com proteinase K perde totalmente a
atividade. Quanto a termoestabilidade, entomocina 110 mantem 53% de sua atividade
ap6s 20 minutos de incubacao a 121° C. A incubagao dessa bacteriocina em pH’s 3.0 a
9.0 e com 10% (v/v) de solventes organicos (acetona, butanol, metanol e tolueno) nao
afetaram sua atividade. Experimentos demonstram que essa bacteriocina tem efeito
bactericida e bacteriolitico. A eletroforese de gel em poliacrilamida de Tris-Tricina
demonstra que esse peptideo apresenta uma massa molecular de 7,5 kDa (CHERIF et

al., 2008).

1.2.7.5.8 — Thuricina 17

B. thuringiensis NEB17 produz uma bacteriocina denominada thuricina 17. Essa
bacteriocina foi testada contra varios microorganismos. Ela ¢ eficaz contra varias
espécies de Bacillus, assim como Escherichia coli MM294, Brevibacillus brevis,

Geobacillus stearothermophilus, Paenibacillus polymyxa e Paenibacillus dendritiformis

(GRAY et al., 2006a).

O tratamento com 2 mg/mL de protease acaba com a atividade total da thuricina
17. Quando tratado com 1 mg/mL de proteinase K e protease, ocorre uma perda parcial
de atividade. Catalase e a-amilase ndo provocaram mudangas na atividade da thuricina
17. Entre os pH’s 1.0 e 9.0 a atividade ¢ mantida. Acima de pH 9.0 a atividade ¢
totalmente perdida. A atividade também ndo se altera at¢ 100° C. Quando incubado a
121° C por 5 minutos, thuricina 17 perde totalmente sua atividade (GRAY et al.,
2006a).

Além do efeito inibitério da thuricina 17, essa bacteriocina quando aplicada a
folha e raiz estimula diretamente o crescimento da planta, tanto em monocotiledoneas
como em dicotiledoneas. Essa bacteriocina aumenta o numero de nddulos, concentragao
de nitrogénio e o nitrogénio total fixado. Quando aplicado nas folhas na forma de spray
aumenta o tamanho da folha, aumenta as taxas de fotossintese, deixa a folha mais verde

e aumenta o acumulo de matéria seca (LEE, K.D. et al., 2009).
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Através de técnicas de PCR foi possivel a descoberta da sequéncia nucleotidica
da regido downstream e upstream do gene que codifica a thuricina 17. Existem 3 cdpias
do gene e cada copia codifica um peptideo de 39 aminoécidos no qual o peptideo sinal
com 8 aminoacidos ¢ clivado para liberar uma peptideo de 31 aminoacidos. A sequéncia
nucleotidica esta disponivel no GenBank (nimero de acesso : FJ159242) (LEE, K.D. et
al., 2009). A analise por espectometria de massa e degradacdo de Edman revelou a
sequéncia do N-terminal da thuricina 17 ¢: DWTCWSCLVVAACSVELL. Esse
peptideo possui uma massa de 3162.3 Da. GRAY et al. (2006b) sugerem uma nova
classe de bacteriocinas, a classe IId contendo bacteriocinas com o N-terminal
conservado (DWTXWSXL). Andlises de bioinformdtica mostram que entre os
aminoacidos 8 e 12 (LVVAA) hd uma alta hidrofobicidade, o que pode indicar a

possivel localizacdo de um segmento associado a membrana.

1.2.7.5.9 — Morricina 269, Kurstacina 287, Kenyacina 404, Entomocina 420 e
Tolworthcina 524

De um total de 50 estirpes mexicanas de B. thuringiensis, BARBOZA-
CORONA et al. (2007) encontraram somente 5 estirpes com atividades consideraveis:
B. thuringiensis morrisoni (LBIT 269), B. thuringiensis kurstaki (LBIT 287), B.
thuringiensis kenyae (LBIT 404), B. thuringiensis entomocidus (LBIT 420) e B.
thuringiensis tolworthi (LBIT 524).

Morricina 269 e kurstacina 287 comecam a ser produzidas no comecgo da fase
estaciondria e atingem seu apice no fim dessa fase, com 26h de crescimento. Kenyacina
404, entomocina 420 e tolworthcina 524 iniciam sua sintese no meio da fase
exponencial e atinge seu dpice no comeco da fase estaciondria, com 15h de crescimento

(BARBOZA-CORONA et al., 2007).

As bacteriocinas morricina 269 ¢ kurstacina 287 inibiram B. cereus 183, B.
cereus 001, B. thuringiensis (LBIT 52) e Vibrio cholerae. Elas ndo foram efetivas
contra B. subtilis, E. faecium, S. aureus e espécies de Listeria. Kenyacina 404,
entomocina 420 e tolworthcina 524 inibiram B. cereus 183, B. cereus 001, B.
thuringiensis (LBIT 52), B. subtilis, L. inoccua, E. faecium e V. cholerae. Todas as

bacteriocinas foram efetivas somente contra uma bactéria Gram negativa (V. cholerae).
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E. coli, Salmonella typhi, Shigella sonnei, Shigella flexneri € Pseudomonas aeruginosa

ndo foram inibidas (BARBOZA-CORONA et al., 2007).

Todas perderam atividade quando incubadas com proteinase K, o que indica sua
natureza protéica. Nenhuma perda da atividade foi relatada pelo tratamento com RNase,
lisozima e a-amilase. O tratamento com tripsina eliminou a atividade de kenyacina 404,
entomocina 420 e tolworthcina 524, enquanto morricina 269 e kurstacina 287 nao
sofreram alteragdo em sua atividade. Morricina 269 e kurstacina 287 sdo consideradas
termotolerantes por manter atividade até temperaturas de 80° C. Em pH 5.0 mantém a
atividade em 100%. Quando incubados em pH 9.0 perdem 60% da atividade. Kenyacina
404, entomocina 420 e tolworthcina 524 sdo consideradas termoresistentes por manter
atividade até temperaturas de 121° C. Quando incubadas em pH 5.0 mantém 100% da
atividade. Apresentam maior resisténcia a pH extremos. Em pH 11.0 apresentam 80%
de atividade residual. A analise da eletroforese em gel mostra que as cinco bacteriocinas
apresentam uma massa molecular de, aproximadamente, 10 kDa. O tratamento com [3-
mercaptoetanol revelou que esses cinco peptideos ndo apresentam pontes dissulfeto em
sua composi¢do, ja que mantiveram atividade apods este procedimento (BARBOZA-

CORONA et al., 2007).

1.2.7.5.10 — Thuricina S

B. thuringiensis entomocidus HD198 apresenta produgdo de um composto com
forte efeito inibitério. Apresenta inibi¢do contra B. cereus, B. megaterium, B.
thuringiensis, B. subtilis, Enterococcus cloacae, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus
lactis, Listeria monocytogenes, Pediococcus acidilactici, Streptococcus termophilus,
Pseudomonas  aeruginosa, Pseudomonas  fluorescens, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, espécies de Salmonella e Shigella flexneri. A presenca de
atividade no sobrenadante ¢ detectada no meio da fase exponencial (5 h) aumentando na
transicdo entre fase exponencial e estaciondria (9 h). A atividade se mantém sem

alteracdo até 40 h de incubacao (CHEMINI et al., 2007).

A incubagdo com proteinase K acaba com a atividade da thuricina S. Porém

papaina, tripsina e pepsina nao apresentaram efeito. Ela perde completamente sua
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atividade quando incubada a 121° C por 10 minutos. Essa bacteriocina ¢ estavel em

pH’s de 3.0 a 10.5 (CHEMINI et al., 2007).

A massa molecular dessa bacteriocina ¢ de 3137.61 Da. A sequéncia de
aminoacidos da thuricina S ¢ DWTXWSXLVXAACSVELL (GenBank: P84763).
Thuricina S ¢ similar a algumas bacteriocinas de B. thuringiensis. Ela apresenta
similaridade com oito aminoacidos da sequéncia N-terminal da bacthuricina F4 e com
18 aninodcidos da sequéncia N-terminal da thuricina 17. Apesar de apresentar
similaridades em suas sequéncias, essas bacteriocinas apresentam diferentes massas

moleculares e diferentes caracteristicas (CHEMINI et al., 2007).

1.2.7.5.11 — Thuricina H

Thuricina H ¢ a bacteriocina produzida por B. thuringiensis SF361, um isolado
retirado de mel (Dakota do Sul, EUA) e que apresenta alta atividade antimicrobiana
contra B. cereus F4552. Essa bacteriocina ¢ eficaz contra algumas estirpes de B. subtilis,
B.  thuringiensis, B. megaterium, Geobacillus stearothermophilus, Listeria
monocytogenes, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus € Carnobacterium piscicola. B. thuringiensis SF361 nao apresenta atividade

contra bactérias Gram negativas (LEE, H. et al., 2009).

O sequenciamento do N-terminal do peptideo thuricina H identificou uma
sequéncia com 18 aminodcidos, sendo 14 identificados e quatro ndo identificados,
DWTXWSXLVXAAXSVELL (X representa aminoacidos ndo identificados). A massa
molecular obtida por meio do aparelho nanoESI-qTOF MS desse peptideo ¢ de 3139.51
Da (LEE, H. et al., 2009).

Técnicas de PCR utilizando quatro oligonucleotideos mostra a sequéncia da
regido que codifica a thuricina H. Trés ORFs (thnAl, A2 e A3) sdo arranjadas em
sequéncia e os trés genes codificam a mesma bacteriocina, thuricina H. Na regido
upstream de thnAl existe a regido -35 e -10 e trés sitios de ligacdo de ribossomos estdo
localizados 8 pares de bases upstream de codon iniciador de cada cédpia da thuricina H.
As trés ORFs da thuricina H traduzem um prepeptideo de 40 aminodacidos,

METPVVQPRDWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS. A massa molecular
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calculada e o pl da thuricina H madura ¢ de 3147.61 Da e 3.7, respectivamente (LEE, H.
et al.,2009).

A andlise através de PCR com a utilizacdo de seis oligonucleotideos possibilitou
o sequenciamento de genes relacionados a bacteriocina thurincina H. Sete ORF’s de
genes flanqueadores foram determinados: ThnP (homologo do processador serina
protease de peptideo-sinal de B. subtilis ssp. subtilis 168); ThnB (homologo da
superfamilia radical SAM, uma oxiredutase Fe-S); ThnR (codifica um provavel
regulador transcricional e dois transportadores ABC); ThnT (proteina de secrecio ABC)
e Thnl (n3o apresenta similaridade com gene envolvido na sintese de bacteriocina)

(LEE, H. et al., 2009).

1.2.8 - Aplicacoes industriais

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados sobre os efeitos adversos de
aditivos quimicos nos alimentos. Por isso, o consumo de alimentos naturais e organicos
(sem aditivos quimicos) vem aumentando nos ultimos anos. Além disso, o crescimento
na demanda de alimentos minimamente processados e com longa vida de prateleira tem
estimulado a pesquisa em conservantes naturais e eficientes (CHEN e HOOVER, 2003;

COTTER et al., 2005; SETTANNI e CORSETTI, 2008).

Apesar da utlizagdo de antibioticos ser proibida em alimentos, a utilizagdo de
aditivos antagonicos com propriedades antimicrobianas e conservantes sdo ferramentas
na preservagdo de alimentos. Em comidas e bebidas, a adi¢do de compostos com funcdo
antimicrobiana no processamento dos produtos tem se tornado uma poderosa arma
dentro do arsenal existente para a conservacao de alimentos (CHEN e HOOVER, 2003).
As bacteriocinas sdo uma atrativa opgao para a resolucao de parte do problema. Elas sao
produzidas por organismos de “grau” alimenticio (bactérias encontradas comumente em
alimentos), geralmente termoestaveis e podem inibir varios organismos patogénicos que
podem contaminar alimentos processados. Entretanto, atualmente, somente nisina e

pediocina PA1/AcH tém mostrado eficiéncia em alimentos (COTTER et al., 2005).

A nisina, conhecida desde os anos 20, foi a primeira bacteriocina que se mostrou

promissora para o uso na preservacao de alimentos, principalmente em produtos
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derivados do leite. O uso dessa bacteriocina em escala comercial ocorre ha quase 50
anos pela industria alimenticia (BIZANI, 2004). Seu uso foi aprovado em 47 paises
(Tabela 3) (MORENO, 1995). No Brasil, a nisina foi aprovada pela Divisdo Nacional
de Alimentos (DINAL) do Ministério da Satde (Portaria n° 6, 1990) para ser utilizada
em preparados a base de queijos fundidos e em queijos fundidos, na dose maxima de
12,5 mg/kg. Essa mesma dose foi liberada pelo DETEN (Departamento de Técnicas
Normativas) do Ministério da Saude para requeijdo (Portaria n°® 34/1992) e queijo
pasteurizado (Portaria n°® 29/1996). Em 1998, a Divisao de Operagdes Industriais do
Departamento de Inspe¢ao de Produtos de Origem Animal, pertencente ao Ministério de
Agricultura e do Abastecimento, aprovou o uso de nisina em solucdo de 200 ppm
(0,02%) para o emprego em superficies externas de embutidos, mais especificamente de

salsichas do tipo A (ROSA e FRANCO, 2002).

Tabela 3. Utiliza¢do da bacteriocina nisina pelo mundo. (adaptado de CLEVELAND et
al.,2001; UA— unidade arbitraria)

Pais Alimento em que é Nivel maximo (UA/g)
permitido o uso da nisina
Argentina Queijo processado 500
Australia Queijo, queijo processado, Sem limite
tomate em conserva
Bélgica Quetijo 100
Chipre Queijo e vegetais em Sem limite
conserva
Estados Unidos Queijo  processado e 10000
pasteurizado
Franca Queijo processado Sem limite
Holanda Queijo industrial, queijo 800
processado, queijo ralado
Italia Queijo 500
México Nisina ¢ um aditivo 500
permitido
Peru Nisina ¢ um aditivo 500
permitido
Reino Unido Queijo, alimentos em Sem limite
conserva
Russia Queijo diet processado e 8000
vegetais em conserva
Unido Européia E234 também funciona Depende do produto e do
como preservativo natural pais
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Existem diversos critérios que devem ser seguidos quando se trata da aplicagdo
de bacteriocinas. O primeiro € que a estirpe produtora deve ser reconhecida como uma
estirpe segura (GRAS — “Generally Recognized As Safe”), ou seja, que ndo oferece
perigos aos seres humanos; Segundo, a bacteriocina deve possuir um amplo espectro de
inibicdo que inclua patdgenos, ou deve possuir inibicdo contra algum patdégeno
particular; Terceiro, a bacteriocina deve ser termoestavel; Quarto, ndo apresentar riscos
a saude; Quinto, a inclusdo de bacteriocinas no produto deve melhorar a conservagdo e

qualidade; e Sexto, deve apresentar acao altamente especifica (COTTER et al., 2005).

As bacteriocinas podem ser aplicadas em, pelo menos, trés formas diferentes: em
alimentos fermentados as bacteriocinas podem ser produzidas in sifu; bacteriocinas
purificadas ou semi-purificadas adicionadas diretamente no produto; ou um produto
previamente fermentado com a estirpe produtora da bacteriocina como um ingrediente

(CHEN e HOOVER, 2003; COTTER et al., 2005).

A busca por bacteriocinas que sejam eficientes em um determinado tipo de
alimento ou contra um alvo especifico ndo deve ser baseada somente na capacidade de
possuir um amplo espectro de acdo. Outras caracteristicas como pH 6timo, solubilidade

e estabilidade devem ser levados em consideracgao.

Em produtos a base de carne existe uma grande preocupacdo com a bactéria
Listeria monocytogenes, uma bactéria Gram positiva, ndo formadora de esporo,
anaerobica facultativa e amplamente distribuida no meio ambiente. Ela pode crescer em
um gradiente de pH de 4,1 a 9,6 e em temperaturas entre 0 °C e 45 °C. Possui a
capacidade de crescer em temperaturas de refrigeracao e condi¢cdes anaerdbicas, o que a
torna um risco para os alimentos (CHEN e HOOVER, 2003). L. monocytogenes ¢ a
causa de, aproximadamente, 25% das mortes causadas por agentes patoldgicos
associados a alimentos, nos Estados Unidos (MEAD et al., 1999). Ela esta relacionada a
diversas doencas como meningite, septicemia em adultos, infec¢do em mulheres
gravidas e bebés, pneumonia, endocardite, conjuntivite, uretrite, retardo mental
(principalmente em criangas) e psicose em adultos (GRAY e KILLINGER, 1966). Na
metade do ano de 2003, o FSIS (Servico de inspe¢do e seguranca dos alimentos), nos
EUA, anunciou a regra de que industrias de produtos de consumo imediato deveriam
tomar conhecimento dos problemas causados pela presenca de L. monocytogenes em

produtos consumiveis. Essa regra estimulou a implementagdo de tecnologias que podem
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matar ou inibir seu crescimento apds o cozimento ou o empacotamento (COTTER et al.,
2005). A tabela 4 mostra as culturas utilizadas em produtos para evitar o crescimento de

L. monocytogenes.

Desde que LAB sdo comumente encontradas em carnes, bacteriocinas dessas
bactérias t€m sido exploradas e isoladas. Varias bacteriocinas mostraram potencial para
a aplicacdo em alimentos, desde que sejam utilizadas em condi¢des apropriadas. Em
carne crua existe uma dificuldade de se aplicar nisina, devido a interferécia do alto pH
ou de componentes como fosfolipideos. J& que existe essa dificuldade, outras
bacteriocinas tém sido estudadas. As bacteriocinas enterocinas, sakacinas, leucocinas A
e carnobacteriocinas A e B (bacteriocinas de E. faecalis, Lactobacillus sake,
Leuconostoc gelidum e Carnobacterium piscicola respectivamente) promoveram uma
maior vida de prateleira para carne fresca (CLEVELAND et al., 2001). SCHILLINGER
et al. (1991) mostraram que a sakacina, bacteriocina produzida por Lactococcus lactis,
inibe o crescimento de uma estirpe de L. monocytogenes por uma semana em carne
picada. Lactobacillus sake também conseguiu inibir por alguns dias o crescimento de L.

monocytogenes em carne crua de porco.

Tabela 4. Uso de culturas protetoras, em produtos a base de carne, para o controle

de Listeria monocytogenes (adaptado de CHEN e HOOVER, 2003).

Produtos a base de carne Cultura protetora

Carnes
Carne picada Lactobacillus sake Lb 706
Tripa de porco recheada

Pacotes a vacuo

Bife em cubo tratado termicamente Lactobacillus bavaricus MN
Fermentados
Salsicha seca fermentada Staphylococcus xylosus DD-34

Pediococcus acidilactici PA-se
Lactobacillus bavaricus MI-401
Lactobacillus sake CTC 494
Pediococcus acidilactici PAC 1.0

Salsicha de frango Pediococcus acidilactici

Salame Lactobacillus plantarum MCS

Salsicha de peru Pediococcus acidilactici JBL 1095
Pacotes com modificagdes

Salsicha brasileira Lactobacillus sake
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Para a utilizacdo de alguma bacteriocina como conservante de alimentos ¢ de
extrema importancia a busca por informacdes como espectro de agdo, caracteristicas

bioquimicas e genéticas e sua efetividade nos sistemas alimentares (BIZANI, 2004).
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2.0 - Justificativa

As bactérias produzem compostos antimicrobianos durante seu crescimento, os
quais lhes conferem vantagens ecoldgicas como a inibi¢do do crescimento de bactérias e
outros microrganismos. Esses peptideos proporcionam uma maior eficdcia na invasdo
de nichos estabelecidos ou na protecao destes. Esses compostos peptidicos estdo sendo
aplicados com relativa eficiéncia na indGstria alimenticia, principalmente na
conservagao de produtos a base de leite e carnes. O potencial uso de bacteriocinas de B.
thuringiensis combinado com sua utilizagdo na agricultura pode ser uma caracteristica a
ser explorada em uma acao conjunta e mais completa no &mbito do controle bioldgico.
Sendo assim, o aprofundamento do estudo de bacteriocinas produzidas por B.
thuringiensis torna-se necessario e importante podendo ser no futuro mais uma
alternativa para o controle de doengas microbianas de culturas agricolas, contaminagao

de alimentos por agentes patologicos e promotores de crescimento em planta.

2.1 — Hipotese

A estirpe de B. thuringiensis S1905 produz compostos com fungdo

antimicrobiana capazes de inibir o crescimento de outras estirpes de Bacillus.

2.2 Objetivos

2.2.1 - Geral

Identificar a producao de agentes antimicrobianos de Bacillus thuringiensis.
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2.2.2 — Especificos

Identificar uma estirpe de B. thuringiensis que produza agentes antimicrobianos;
Determinar a toxicidade desse agente contra outros microrganismos;

Sequenciar o gene da bacteriocina de B. thuringiensis S1905.
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3.0 - Material e métodos

3.1 - Materiais

3.1.1 - Quimicos e fabricantes

Acetato de Potéssio Vetec
Acetona Synth
Acido Acético Vetec
Acido citrico Sigma
Acido tricloroacético Sigma
Acrilamida Promega
Agar Himedia
Agarose Invitrogen
Azul de Bromofenol Sigma
Bis — Acrilamida Promega
Brometo de Etidio Promega
Butanol Ecibra
-mercaptoetanol Pharmacia
Carbonato de Calcio Sigma
Cloreto de Césio Sigma
Cloreto de Sodio Sigma
Coomassie blue R 250 Sigma

Dextrose Getec



dNTP

EDTA

Etanol

Extrato de levedura

Fosfato de sodio

Fosfato de Potassio

Glicerol

Glicina

Glicose

Hidroxido de Sédio

Persulfato de Amonia

PMSF

Sacarose

SDS

Sulfato de Magnésio heptahidratado
Sulfato de Manganés heptahidratado
Sulfato de Zinco heptahidratado
TEMED

Tricina

Triptona

Tris base

Tris — HCI

GE
Sigma
Quimex
Acumedia
Sigma
Vetec
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Promega
Sigma
Vetec
Sigma
Vetec
Vetec
Vetec
Pharmacia
Sigma
BioLab
Invitrogen

Invitrogen
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3.1.2 - Materiais diversos

1 kb plus DNA ladder
100 bp DNA ladder
Filtro Millex 0,22 ym
Protein Ladder

Ultra Low Range Molecular Weight Marker

3.1.3 - Enzimas

EcoRI
Proteinase K
RNase

Taq Polimerse

Tripsina

3.1.4 - Plasmideo

pGEM T — easy

3.1.5 - Meios de cultura

Meio BDA — 200 g/L de Batata, 20 g/L de Dextrose e 20 g/L de Agar

Invitrogen
Promega

Millipore
Promega

Sigma

Promega
Sigma
Sigma
Pht

Sigma

Promega

Meio LB (Luria — Bertani) — 10g/L de triptona, 5 g/L. de extrato de levedura, 10 g/L de

NaCl, pH 7.0.
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Meio NYSM - 8 g/L de caldo nutriente, 1 g/L de extrato de levedura, 1 g/L de KH,POy,
0,1 g/l de CaCOs, 0,1 g/L MG,S0O4.7H,0, 0,01 g/L MnSO,4.7H,0, 0,01 g/L de
ZnSO4.7H20, pH 7.0.

3.1.6 - Solucoes utilizadas em manipulacdes protéicas

Corante Coomassie: 0,1% (p/v) Coomassie R250, 40% (v/v) de metanol, 10% (v/v) de

acido acético.

Soluc¢iao descorante: 40% (v/v) de metanol, 10% (v/v) de acido acético.

Tampao de amostra (4x): 0,5 M de Tris-HCI (pH 6,8), SDS 4%, B-mercaptoetanol
blue 0,2%, glicerol 24%.

Tampao de corrida (1x): 25mM de Tris-base; 0,192 M de glicina; SDS 0,1%.

3.1.7 - Solucdes utilizadas em manipulagoes com DNA

TBE (1 X): 89mM de Tris-base; 89mM de Acido Bérico; 2mM de EDTA pH 8.0.

Solucio corante: 10 pg/ml de Brometo de Etidio

Solucio de lise alcalina I : 50mM de glicose, 25mM de Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM de
EDTA (pH 8.0).

Solucio de lise alcalina II : 0.2 N de NaOH, 1% (p/v) de SDS

Solucio de lise alcalina III: 60 ml de acetato de potassio 5 M, 11.5 ml de &cido acético

glacial e 28.5 ml de H,O.

Tampao de amostra: Azul de bromofenol, sacarose, EDTA.

TE: Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0.
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3.1.8 - Estirpes de Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus

As estirpes de B. cereus , B. thuringiensis e B. sphaericus utilizados no trabalho
pertencem a Colecdo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. As estirpes utilizadas foram: B. cereus S1181, S1183; B. thuringiensis
S18, S39, S62, S75, S89, S93, S109, S130, S135, S141, S159, S202, S222, S253, S597,
S599, S601, S608, S612, S616, S617, S655, S700, S958, S1122, S1156, S1167, S1168,
S1170, S1180, S1184, S1185, S1206, S1261, S1265, S1268, S1270, S1271, S1296,
S1301, S1357, S1365, S1450, S1806, S1905, S1989, S2193, S2195; B. sphaericus
S2362, S242.

3.1.9 - Estirpes de outras bactérias Gram positivas, bactérias Gram negativas e
fungos

Todas as bactérias ATCC’s (“America Type Culture Collection”) utilizadas no
trabalho foram cedidas gentilmente do banco de bactérias do laboratério Exame. As
espécies de bactérias utilizadas foram: E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ¢ S. aureus ATCC 29213.

As bactérias E. coli DH5a, E. coli XL 1 blue e E. coli Top 10 foram obtidas das
companhias Sigma, Agilent e Invitrogen, respectivamente.

As quatro espécies de fungos Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Sclerotinia
sclerotium e Sclerotium rofsii foram cedidas gentilmente pelo laboratério de

Fitopatologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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3.2 - Avaliacio da producao de compostos antimicrobianos por estirpes de Bacillus

Dois modelos de experimento foram utilizados. No primeiro sete estirpes de
Bacillus thuringiensis (S1122, S1450, S1806, S1905, S1989, S2193 e S2195) e duas
estirpes de Bacillus sphaericus (S2362 e S242) foram crescidas em incubadoras
rotativas (200 rpm) em erlenmeyers de 50 mL na razdo 1% (v/v), contendo 15 mL de
meio NYSM (YOUSTEN, 1984) a 28° C por 72 h. Amostras foram coletadas e
centrifugadas a 14000 xg por 10 min a 4° C (Jouan BR4i, EUA). Apds a centrifugagao,
o sobrenadante foi filtrado em filtro Millex (Millipore, EUA) de 0,22 ym. Em seguida,
discos de papel filtro (Whtamann n® 1) de 1 cm de didmetro foram embebidos no
sobrenadante produzido pelas estirpes e colocados sobre a superficie de NYSM solido,
previamente distribuido em Placa de Petri, contendo 200 pyL da bactéria teste (KIMURA
et al., 998) (Figura 7) . Essas placas de Petri contendo as triplicatas foram mantidas a
28°C por 72 h, sendo avaliada a formacdo de halos em intervalos de 24 h. Todos os
sobrenadantes foram testados contra todas as estirpes de B. thuringiensis ¢ B.

sphaericus.

Crescunento de estupes Sobrenadante
. é 1 SR 1o 5 _) N L
(13mbL) Centrifugacic filtrado em nullipore

l

Papel filtro com

/ 1 cm de diametro

Figura 7. Modelo esquematico do experimento 1 de avaliagdio de compostos

antimicrobianos por estirpes de Bacillus.

No segundo experimento, as estirpes testadas para a producdo de compostos

antimicrobianos foram incubadas em 5 mL de meio NYSM a 28° C durante 16 h € as as
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bactérias-alvo foram crescidas durante 72 h. As bactérias testes foram inoculadas em
placas de Petri com meio NYSM solido. Discos de papel autoclavado com 0,5 cm de
diametro foram colocados sobre as culturas das bactérias testes e posteriormente
colocados sobre placas com meio NYSM solido contendo 1% de bactéria alvo (Figura
8). As placas contendo as triplicatas foram mantidas a 28 ° C por 72 h, sendo avaliada a
formacao de halos em intervalos de 24 h.

Essas estirpes de B. thuringiensis € B. sphaericus foram escolhidas por serem

utilizadas como padrao para Dipteros, Lepidopteros e Coleopteros.

Crescumento da estupes Bacterias riscadas Discos de 0.5 cm de

(SmL) NYSM por 16 h em placas de Petr1 papel autoclavado
colocadog sobre as
placas

Digcos colocados
nas placas
moculadag com
bacterias alvo

Figura 8. Modelo esquematico do experimento 2 de avaliagdio de produgdo de

compostos antimicrobianos por estirpes de Bacillus.

3.3 - Cinética de crescimento bacteriano

A estirpe S1905 de B. thuringiensis subsp. kurstaki, obtida da Colecdo de
Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foi
crescida em 600 mL de meio LB (Luria Broth) em erlenmeyer de 2 L durante 72 h, com
agitacao de 400 rpm a 28° C (3235 incubator shaker, LAB-Line, EUA). Para fazer o
pré-indculo, tiras de papel filtro com esporos da estirpe S1905 foram incubadas em
meio NYSM por 16h para a inoculagdo do meio na razdo de 1% (v/v). A cada intervalo

de duas horas, amostras eram coletadas do meio de cultura, o crescimento celular
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acompanhado pela observacao da densidade optica a 600 nm em um espectrofotometro
(HITACHI - U 200, Japao) e microscopio de luz, e o pH do meio acompanhado pelo
uso de tiras (Macherey-Nagel, Alemanha) até 72 h apoés a inoculacdo do meio. As
amostras foram analisadas em triplicata.

As amostras coletadas foram centrifugadas a uma velocidade de 15000 rpm a 4°
C por 15 min (Jouan BR4i de Rotor de angulo fixo, EUA). Os sobrenadantes foram
separados do pellet e posteriormente filtrados em filtros Millex de 0,22 pm. Os
sobrenadantes de todos os intervalos de tempo coletados foram armazenados a - 20° C

para andlises posteriores.

3.4 - Quantificacio e perfil de proteinas

As proteinas contidas no sobrenadante (proteinas soluveis) foram quantificadas
com o reagente de Bradford (BRADFORD, 1976) seguindo as instru¢des do fabricante
(BioRad). O perfil protéico, massa molecular e integridade das proteinas foram
analisadas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida SDS-PAGE a 12%
(Mini VE Hofer, GE) LAEMMLI (1970) e comparados com o marcador “protein
ladder” (Promega). Os géis foram corados e fixados em solu¢do de 40% de metanol,
10% de acido acético e Azul de Coomassie 0,1% por cerca de 16 h, sob leve agitagao.
Para descorar os géis foi utlizado uma solucao de 40% de metanol e 10% de acido
acético por 3 h, sob leve agitagdo. Os géis de sobrenadante, quando necessarios, foram

corados com prata, de acordo com BLUM et al. (1987).

3.5 - Deteccao da atividade antimicrobiana

O teste utilizado para a deteccdo de atividade antimicrobiana foi o “well
diffusion method” de JACK et al. (1995). O teste foi adaptado e realizado contra a
estirpe S2195 de B. thuringiensis. As placas de Petri foram compostas por duas camadas
de NYSM agar de 15 mL cada. A primeira com concentracio de 2,0% e a segunda com
0,7%. Ap0s a formacao da primeira camada mais concentrada trés ponteiras de 1000 yL
foram colocadas de “cabeca para baixo” umas distantes das outras para a formagao de
trés pogos com 9 mm de diametro cada. A segunda camada foi inoculada com a bactéria

alvo (S2195) na razdo 1% (v/v) em um tubo falcon de 50 mL e posteriormente
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plaqueada sobra a primeira camada de NYSM é&gar. Os pogos foram preenchidos com
80 WL de sobrenadante filtrado de S1905. As placas foram incubadas a 30° C por 24 h
antes dos halos de inibi¢ao serem medidos em milimetros. Os halos foram avaliados
estatisticamente pelo programa SigmaStat usando a anélise de ANOVA. A menor zona
de inibicdo detectavel nas placas foi de | mm. Assim foi definido que uma unidade de
atividade ¢ igual a 1 mm” de zona de inibicdo da bactéria alvo (DELGADO et al.,
2005).

Sabendo o pico de atividade do sobrenadante de B. thuringiensis S1905, este foi
testado contra varios microorganismos diferentes (Tabela 5). Os meios utilizados para o
crescimento de bactérias foram NYSM e LB. Todas as bactérias foram testadas pelo
método do “well diffusion method” O meio utilizado para o crescimento de fungos foi o
BDA. O método utilizado para testar a sensibilidade dos fungos fitopatogénicos foi o
“agar disk diffusion assay” (KIMURA et al.,, 1998), no qual discos de papel
autoclavado, embebidos com sobrenadante da estirpe S1905 de B. thuringiensis, sao

colocados sobre culturas de fungo.

Tabela 5. Espécies de bactérias e fungos testados para a determina¢do do espectro

antimicrobiano.
Estirpes testadas Incubacao
Meio de cultura Temperatura (° C)
Gram positivas
Bacillus thuringiensis aizawai S616 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis aizawai S1357 NYSM! 28
Bacillus thuringiensis alesti S655 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis alesti S1268 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis alesti S1296 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis argentiniensis S1168 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis canadiensis SI1271 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis darmstadiens S612 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis darmstadiens S1167 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis darmstadiens S1184 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis entomocidus S1156 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis entomocidus S1185 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis entomocidus S1270 NYSM' 28
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Estirpes testadas

Bacillus thuringiensis fukuokaensis S608
Bacillus thuringiensis galleriae S597
Bacillus thuringiensis galleriae S958

Bacillus thuringiensis galleriae S1206
Bacillus thuringiensis indiana S18
Bacillus thuringiensis israelensis S89
Bacillus thuringiensis israelensis S159
Bacillus thuringiensis israelensis S222
Bacillus thuringiensis israelensis S1806
Bacillus thuringiensis israelensis S1989
Bacillus thuringiensis kenyae S109
Bacillus thuringiensis kenyae S599
Bacillus thuringiensis kenyae S617

Bacillus thuringiensis kumatokoensis S1457

Bacillus thuringiensis kurstaki S49
Bacillus thuringiensis kurstaki S93
Bacillus thuringiensis kurstaki S1450
Bacillus thuringiensis kurstaki S1905
Bacillus thuringiensis kurstaki S2193
Bacillus thuringiensis kurstaki S2195
Bacillus thuringiensis morrisoni S180
Bacillus thuringiensis morrisoni S1265
Bacillus thuringiensis morrisoni S1301
Bacillus thuringiensis muju S1170
Bacillus thuringiensis muju S1180
Bacillus thuringiensis ostriniae S700
Bacillus thuringiensis ostrinae SI1261
Bacillus thuringiensis pakistani S1365
Bacillus thuringiensis sotto S615
Bacillus thuringiensis sotto S1165
Bacillus thuringiensis sotto S1192
Bacillus thuringiensis tenebrionis S1122
Bacillus thuringiensis thuringiensis S39
Bacillus thuringiensis thuringiensis S601
Bacillus thuringiensis tochigiensis S202
Bacillus thuringiensis tochigiensis S253

Bacillus thuringiensis tohokuensis S141

Incubagao

Meio de cultura
NYSM!

NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM!
NYSM!
NYSM'
NYSM!
NYSM'
NYSM'
NYSM!
NYSM'
NYSM!
NYSM!
NYSM'
NYSM!
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYsm!!
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'
NYSM'

Temperatura (° C)

28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
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Estirpes testadas Incubacgao

Meio de cultura Temperatura (° C)
Bacillus thuringiensis tolworthi S62 NYSM! 28
Bacillus thuringiensis tolworthi §75 NYSM' 28
Bacillus thuringiensis tolworthi S135 NYSM! 28
Bacillus thuringiensis xianguongies S1178 NYSM! 28
Bacillus cereus S1181 NYSM' 28
Bacillus cereus S1183 NYSM! 28
Bacillus sphaericus S242 NYSM' 28
Bacillus sphaericus S2362 NYSM! 28
Staphylococcus aureus ATCC 29213 LB’ 30
Staphylococcus aureus ATCC25923 LB’ 30
Gram negativas
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 LB’ 30
Escherichia coli DH5a LB' 30
Escherichia coli XL 1 blue LB' 30
Escherichia coli Top 10 LB' 30
Escherichia coli ATCC 25922 LB’ 30
Escherichia coli ATCC 35218 LB’ 30
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LB 30
Fungos
Fusarium solani BDA’ 25
Fusarium oxysporum BDA’ 25
Sclerotinia sclerotiorum BDA’ 25
Sclerotium rolfsii BDA’ 25

(1) Banco de Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia; (2) Laboratorio EXAME; (3) Laboratério de Fungos

Fitopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.6 - Efeito de enzimas proteoliticas, pH, temperatura e liofilizacao sobre o efeito
antimicrobiano.

Enzimas proteoliticas foram testadas em sobrenadante filtrado da estirpe S1905
de B. thuringiensis. Amostras de 1 mL foram tratadas a 37° C por 1 h na concentragao
final de 2 mg/mL com as enzimas proteinase K (Sigma) e tripsina (Sigma). Para
inativagdo das enzimas foi adicionado PMSF 5 mM e inibidor de tripsina para

proteinase K e tripsina respectivamente. Agua destilada, d4gua destilada com enzima e
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sobrenadante sem enzima foram usados como controles. O efeito de varios solventes
organicos foi avaliado apos a incubag@o do sobrenadante por 1 h a 25° C com 10% (v/v)
de acetona, butanol, etanol e metanol.

Para o teste de termoestabilidade, amostras de sobrenadante filtrado da estirpe
S1905 de B. thuringiensis foram incubadas em diversas temperaturas: -80° C por 30
dias, - 20° C por 30 dias, 4° C por 30 dias, 30° C a 90° C por 30 min e 120° C por 15
min. Com o resultado foi possivel calcular a Atividade Residual (A.R.) do sobrenadante

apos a incubagdo em diferentes temperaturas, pela utilizacao da formula:

AR. (%)=Ht—9X 100
Hc-9
A.R.: Atividade Residual; Ht: Halo apos tratamento; Hc: halo controle e 9: tamanho do
poco (cm).

A atividade do composto antimicrobiano foi testada em diferentes pH’s.
Solugdes tampao com pH entre 2 e 10 foram feitas para o teste (Tabela 6). O
sobrenadante (200 pL) foi incubado com 200 YL da solu¢do tampao por 2 h a 35° C.
Para fazer as solucgdes especificas para cada pH, as substancias foram calculadas e
dissolvidas em 4gua deionizada e seus pHs ajustados para o valor especifico com HCI
ou NaOH. Agua destilada, agua destilada com solugdo tampéo e sobrenadante filtrado

de S1905 foram usados como controle.

Tabela 6. Solugdes tampao para o teste em pH.

pH da solucio Soluc¢io tampao Molaridade (mM)
2.0e3.0 Glicina 10
4.0¢e5.0 Citrato 10

6.0,7.0e 8.0 Fosfato 10
9.0¢10.0 Tris 10

O sobrenadante filtrado de S1905 também foi testado contra condi¢des de

liofilizagdo (Christ Alpha 2-4 LD plus, EUA). O material liofilizado foi testado pelo
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método “well diffusion method” em variadas concentragdes contra a estirpe S2195 de B.
thuringiensis. Esse material foi avaliado nas concentragdes de 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20
mg e 25 mg ressuspendidos em 1 mL de dgua deionizada (“millique) estéril. Antes de
serem aplicadas nas placas, as solugdes foram filtradas em filtro millex (Millipore) de

0,22 um.

3.7 - Clonagem e sequenciamento do gene da bacteriocina

Para a extragdo de DNA total e plasmidial, a bactéria S1905 foi crescida durante
16 h em meio NYSM. A extragdo do DNA total foi feita de acordo com SAMBROOK ¢
RUSSEL (2001) com algumas modifica¢des: (1) Um volume de 3 mL de cultura foi
centrifugado a 200 rpm por 5 min a 4° C (Jouan BR4i de rotor de angulo fixo, EUA). O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200 L de 4gua deionizada; (2)
A solugdo foi congelada por 1 h a - 20° C e posteriormente, fervida a 100° C por 10
min; (3) Nessa solugdo, foram adicionados 100 YL de solugao gelada de lise alcalina I,
seguido de homogeiniza¢do através do vortéx (Fisher Vortez GS560E, EUA); (4)
Duzentos ML de solugdo de lise alcalina II foram adicionados. O tubo de eppendorf foi
fechado e o conteudo da solugdo misturado invertendo o tubo cinco vezes; (5) Cento e
cinquenta UL de solucdo de lise alcalina III foram adicionados e a amostra invertida sete
vezes para a dispersdao da solugdo. A amostra foi colocado no gelo por 3 — 5 min; (6) a
amostra foi centrifugada a 12000 xg a 4° C por 5 min e o sobrenadante transferido para
um eppendorf novo e estéril; (7) os acidos nucléicos foram precipitados pela adi¢ao de 2
volumes de etanol absoluto ao sobrenadante a temperatura ambiente. A soluc¢do foi
homogeinizada através do vortéx e mantida a temperatura ambiente por 2 min; (8) os
acidos nucléicos precipitados foram coletados pela centrifugacdo da solugao a 12000
rpm (Jouan BR4i de rotor de angulo fixo) por 5 min a 4° C; (11) o sobrenadante foi
descartado e o tubo foi colocado de forma invertida para a retirada do sobrenadante
restante; (9) etanol 70% foi adicionado ao pellet e a solugdo centrifugada a 12000 xg
por 2 min a 4° C; (10) o sobrenadante foi retirado totalmente do tubo e (11) o pellet foi
ressuspendido em 50 YL de TE (Tampao TrislOmM — EDTA 1ImM em pH 8.0)
contendo 20 pg/mL de Dnase free — free Rnase A. A solugdo foi homogeinzada e
armazenada a - 20° C. A extracdo de DNA plasmidial foi realizada de acordo com

SAMBROOK e RUSSEL (2001).
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A regido génica que contém o gene da bacteriocina da estirpe S1905 de B.
thuringiensis foi, primeiramente, amplificada por PCR (Polymerase Chain Reaction),
usando os oligonucleotideos (Tabela 7) obtidos de LEE, K.D. et al. (2009). Os
oligonucletotideos NEB-F2 e NEB-R foram desenhados a partir dos codon de
preferéncia para B. thuringiensis € B. weihenstephanensis para a detec¢ao das regioes
“downstream” e “upstream” do gene que codifica a thurcina 17. A andlise da regido
downstream do gene da thuricina 17 revelou uma homologia com o gene albA de B.
subtilis, que codifica uma bacteriocina de 448 aminodcidos e, assim, essa regido de
homologia foi utilizada para desenhar o primer reverso NEB17albAup. Os problemas de
ambiguidade na sequéncia foram solucionados a partir de outro primer, thurl7dn. O
programa de PCR utilizado para a amplificagdo foi de desnaturacdo inicial a 94° C/5
minutos, 30 ciclos de 94° C/ 1 min, 53° C/1 min e 72° C/1 min com extensao final de
72° C/5 minutos. O PCR foi realizado em termociclador (Techne TC412HD2D, UK). A
reagdo de PCR foi composta de 100 ng de DNA + 0,4 pM de cada oligonucleotideo
(Invitrogen, EUA) + 2,5 U de Taq Polimerase (pht, Brasil) + 0,2 mM de dNTP (GE,
EUA) + tampao 1X em 25 PL de reagdo. Apds a reagao de PCR, as amostras foram
submetidas a uma eletroforese em gel de agarose a 1,0%, corados em solugdo com
brometo de etideo e descorados. Os fragmentos mais amplificados foram eluidos do gel,
utilizando-se o kit ilustra DNA and gel band purification (GE, UK) seguindo as

recomendacoes do fabricante.

Tabela 7. Lista dos oligonucleotideos utilizados no trabalho. Todos os oligonucleotideos foram sintetizados
pela Invitrogen (EUA).

Temperatura de

Oligonucleotideo Sequéncia Utilidade anelamento (° C)
NEB - F2 5’GTATGTGCAGCATGTTCTGTAG3’ PCR 53
NEB - R 5’AACAAGACCAACATGTCC3’ PCR 53
NEB 17albAup 5’GTGGCGGTTTTATTTATCGS’ PCR 53
Thurl7dn 5’TAAAACATAGGGAGTTATACTTAG3’ PCR 53
Universal 5S’GTAAAACGACGGCCAGT3’ Sequenciamento -
Reverso 5S’GGAAACAGCTATGACCATG3’ Sequenciamento -
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O fragmento amplificado foi, inicialmente, clonado no vetor pGEM-T easy®
(Promega, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante, e amplificado em E. coli
DH5a (Invitrogen) de acordo com SAMBROOK e RUSSEL (2001). Os clones
positivos foram confirmados por andlise de PCR, usando-se os oligonucleotideos e o
programa descritos anteriormente. O sequenciamento dos clones positivos foi realizado
pela Macrogen (Coréia). O sequenciamento foi realizado nas duas fitas de DNA
utilizando os oligonucleotideos Universal e Reverso (Tabela 8) de acordo com os
protocolos utilizados pela empresa. As sequéncias foram avaliadas e alinhadas através
do software BioEdit Sequence Alignment Editor. Essas sequéncias foram submetidas a

analise por BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e pelo “ORF (Open Reading

Frame) Finder” (www.ncbi.blm.nih.gov/projects/gorf). A proteina obtida pelo ORF
FINDER foi submetido a analise no BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Os clones positivos foram digeridos com enzima de restrigdo EcoRI, segundo as
instrugdes do fabricante (Promega, EUA). O resultado da digestdo foi separado por

eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

3.8 - Analises in silico, modelagem e SDS-PAGE de bacteriocina

O peptideo maduro da bacteriocina thuricina S1905 foi analisado por meio de
softwares de Dbioinformatica. O software ProtParam, localizado no sitio

(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html), computa varias propriedades fisico-

quimicas que podem ser deduzidas a partir da sequéncia protéica. Esse software pode
deduzir o peso molecular, pl tedrico e a composi¢do de aminoacidos.
O peptideo também foi analizado no Peptide Cutter

(http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter/), que pode deduzir potenciais sitios de

clivagem, através de quimicos ou proteases, da proteina estudada. Esse programa utiliza
as seguintes substancias: Arg-C proteinase, Asp-N endopeptidase, Asp-N endopeptidase
+ N-terminal Glu, BNPS-skatole, caspases (1-10), quimotripsina de alta e baixa
afinidade, clostripaina, CNBr (Brometo de cianogénio), enteroquinase, granzima B,
fator Xa, acido formico, endopeptidase glutamil, hidroxilamina, acido isodobenzdico,
endoproteinase Lys C, endoproteinase Lys N, dacido 2-nitro-5-tiocianobenzodico,
pepsina, endopeptidase de prolina, proteinase K, peptidase de Staphylococcal, protease

do virus do tabaco, termolisina, trombina e tripsina.
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Na deducao de regides hidrofobicas foram utilizados os softwares TMHMM

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM) e ProtScale

(www.expasy.ch/tools/protscale.html). O TMHMM (“TransMembrane prediction using

Hidden Markov Models”) ¢ um programa programa utilizado para a predi¢cao de hélices
transmembranicas baseado no modelo de Markov. No ProtScale utilizamos o método de
Kyte & Doolitle (1982) e a janela selecionada para a visualizagdo foi a de tamanho 7.
Nessa janela ¢ possivel visualizar regides hidrofobicas e hidrofilicas.

O alinhamento das bacteriocinas de B. thuringiensis foram conduzidas pelo

software ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Esse software

permite o alinhamento de multiplas sequéncias e mostra as similaridades, identidades e
diferencgas entre elas.

A predi¢ao de estrutura de proteinas através de uma sequéncia de aminoacidos
tem sido um dos problemas mais desafiadores da biologia computacional nos ultimos
anos (BAKER; SALI 2001). Historicamente, a predicdo de estrutura de proteinas ¢
dividido em trés categorias: modelagem comparativa, “threading” e ab initio. As duas
primeiras constroi modelos pelo alinhamento de sequéncias em “templates”de estruturas
conhecidas (WU et al., 2007). Quando esses “templates” sdo identificados, modelos
com alta-resolu¢do podem ser obtidos através dessa metodologia. Se os templates ndo
existirem nos arquivos do PDB (“Protein Data Bank™), os modelos devem construidos
do inicio, ou seja, por modelagem ab initio. Essa ¢ a categoria mais dificil entre as
predicdes de estruturas protéicas (WU et al., 2007).

Como ndo existe nenhum peptideo com similaridade significante com as
bacteriocinas de B. thuringiensis a modelagem por ab initio foi escolhida. A modelagam
da thuricina S1905 foi primeiramente submetido no software I-TASSER

(http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER/) (ZHANG, 2007; 2008; WU, 2007). O

I-TASSER prediz os modelos com conformagdes possiveis e calcula qual deles ¢ o mais
provavel. Para essa andlise utilizou-se“C-score”, que estima a qualidade dos modelos
preditos. O valor desse indice varia, geralmente, entre -5 e 2, sendo o modelo com valor
mais alto ¢ o mais confiavel. A validagdo do modelo foi realizada no software
PROCHECK

(http://www]l .jesg.org/tmp/prod/validation/6865/procheck/procheck.html). A superficie

eletrostatica foi predita pelo software Swiss-Prot PDB Viewer (SPDBV) e nele foram
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destacados os aminoacidos mais importantes, no qual a cor vermelha representa carga
negativa, azul representa carga positiva e branco, carga neutra.

O gel de SDS-PAGE (BioRad Mini Protean Tetra Cell) de tris-tricina foi
utilizado para a deteccdo de proteinas de baixa massa molecular (SCHAGGER e
JAGOW, 1987) Apds a eletroforese, o gel foi fixado durante 16 h em solugdo de 25%
de propanol e 10% de acido acético, corado com Coomassie Blue e, posteriormente,
descorado em solucdo descorante. Poucas bandas foram visualizadas e, assim, o gel foi
corado com prata de acordo com BLUM et al. (1987). O marcador utilizado no gel foi o

Ultra Low Range Molecular Weight Marker (M.W. 1,06-26,6) (Sigma).
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4.0 - Resultados e Discussao

4.1 — Avaliacio da producido de compostos antimicrobianos por estirpes de Bacillus

No experimento onde discos de papel autoclavados foram embebidos com o
sobrenadante filtrado das culturas, S1905 (B. thuringiensis subsp. kurstaki) foi a mais
efetiva em inibir estirpes de B. thuringiensis e B. sphaericus. Esta estirpe inibiu somente
estirpes de B. thuringiensis e apresentou uma maior inibi¢do durante as primeiras 24 h
apés o plaqueamento. As estirpes inibidas por S1905 nas primeiras 24 horas foram
S1450, S1806, S1989, S2193 e S2195 (Tabela 8). Apos 48 h de plaqueamento o nimero
de estirpes inibidas diminuiu e somente as estirpes S1450, S1806, S2193 e S2195
continuaram com inibicdo considerdvel. Com 72 h de plaqueamento o numero
continuou diminuindo e somente duas estirpes apresentaram inibigdo pela estirpe
S1905: S1450 e S2195. Algumas outras estirpes também apresentaram a producdo de
algum composto antimicrobiano: S242, S1450, S1989, S2193 e S2362.
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Tabela 8. Analise do efeito inibitorio do sobrenadante de cultura das estirpes de B.
thuringiensis € B. sphaericus. Na 1* coluna estdo as bactérias alvo e nas linhas o
sobrenadante das bactérias testes (+ inibi¢cdo; - sem inibicdo). Bactérias : S242 (B.
sphaericus); S1122 (B. thuringiensis tenebrionis); S1450 (B. thuringiensis kurstaki),
S1806 (B. thuringiensis israelensis); S1905 (B. thuringiensis kurstaki); S1989 (B.
thuringiensis israelensis); S2193 (B. thuringiensis like); S2195 (B. thuringiensis
kurstaki like) e S2363 (B. sphaericus).

24 h
242 1122 1450 1806 1905 1989 2193 2195 2362
242 - - - - - - - -
1122 - - - -
1450 - - - -
1806 - - - -
1905 - - - -
1989 - - - -
2193 - - + -
2195 + - - -
2362 - - - - - - - - -
48 h
242 1122 1450 1806 1905 1989 2193 2195 2362
242 - - - - - - - - -
1122 - - - -
1450 - - - -
1806 - - - -
1905 - - - - - - - - -
1989 - - - -
2193 - - + -
2195 + - - -
2362 - - - - - - - - -
72 h
242 1122 1450 1806 1905 1989 2193 2195 2362
242 - - - - - - - - -
1122 -
1450 + - - - + - - - -
1806 - - - - - - - - -
1905 + - - - - - - - -
1989 - - - - - - + - -
2193 - - + - - - - - -
2195 + - - - + - - - +
2362 - - - - - - - - -

+ o+ o
1
1
1

+ o+ o
1
1
1

+ o+ o
1
1
1

+ o+ o
1
1
1

No segundo experimento para a detecgcdo de estirpes produtoras de compostos
antimicrobianos a estirpe S1905 também se mostrou eficaz para a inibi¢do de outras
estirpes de B. thuringiensis. Ap6s 72 h do plaqueamento, sete das nove estirpes
testadas foram inibidas por S1905: S242, S1122, S1450, S1806, S1989, S2193, S2195.
Em todos os intervalos de 24 h de leituras das placas houve inibicao de seis estirpes,
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sendo que S242, S1122, S1450, S1989 e S2193 foram inibidas em todos os intervalos
de tempo. Outra estirpe que produziu algum composto antimicrobiano foi a estirpe

S2195 causando inibi¢do na estirpe S2193 (Tabela 9).

Tabela 9. Andlise de presenga de atividade nas estirpes de B. thuringiensis e B.
sphaericus. A 1* coluna representa as estirpes alvo e as linhas, as estirpes produtoras
(+ inibigdo; - sem inibicdo). Bactérias : S242 (B. sphaericus); S1122 (B. thuringiensis
tenebrionis); S1450 (B. thuringiensis kurstaki); S1806 (B. thuringiensis israelensis);
S1905 (B. thuringiensis kurstaki); S1989 (B. thuringiensis israelensis), S2193 (B.

thuringiensis like); S2195 (B. thuringiensis kurstaki like) e S2363 (B. sphaericus)

24 h

242
1122
1450
1806
1905
1989
2193
2195
2362

242

1806

1905

+

+ o+ +

+ o+ o

1989 2193 2195 2362

48 h

242
1122
1450
1806
1905
1989
2193
2195
2362

+ o+ +

+ o+ +

72 h

242
1122
1450
1806
1905
1989
2193
2195
2362

+ + +

+ o+ +
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4.2 - Cinética de crescimento bacteriano

A estirpe S1905 foi incubada em meio LB a 28° C em shaker por 48 h. O pH do
meio de cultura antés da inoculagdo foi igual a 7.0. Através do microscopio Optico foi
observado poucas células vegetativas com 4 h de crescimento. Nesse momento o pH se
manteve em 7.0. A partir das 6 h, as células vegetativas entraram em processo de
divisdo acelerado aumentando o niimero de células do meio de cultura. O pH, com 6 h
de crescimento, caiu para 6.0. Pelo acompanhamento da densidade Optica, nota-se que
nesse periodo se inicia a fase exponencial ou log de crescimento bacteriano. O pH 6.0 se
manteve até 8 h apds inoculagdo do meio. Com 10 h, o pH do meio foi para 5.0. A fase
estaciondria se inicia com aproximadamente 16 h de crescimento. Nessa fase, o pH do
meio voltou a subir para o valor de 7.0. Os esporangios apareceram com 26 h de
crescimento. Nesse momento, o pH do meio foi de 8.0. A formacao de esporos aumenta
com o passar das horas e com 40 h, praticamente todas as células apresentaram esporos
formados. Com, aproximadamente, 42 h de crescimento, se iniciou a liberagdo dos
esporos. O pH do meio se manteve igual a 8.0 até o fim do crescimento da bactéria

(Figura 9).

PH
=
I Q9 G. O

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T O
@ 2 4 6 § 1012141618 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Tempo (h)

Figura 9. Cinética de crescimento da bactéria B. thuringiensis S1905 e pH do meio ao
longo do crescimento: (@) O.D. 600 nm; (A) pH.
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4.3 - Quantificacao de proteinas do sobrenadante

A quantificacdo de proteinas do sobrenadante mostra que as maiores
concentragdes de proteinas ndo coincidiram com os picos de halos de inibi¢ao. Ela subiu
exponencialmente com quatro horas e depois apresentou poucas variagdes com um pico
em 40 h de crescimento (Figura 10).
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Figura 10. Quantifica¢do de proteinas secretadas durante o crescimento de células de
B. thuringiensis S1905.
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O perfil protéico do sobrenadante filtrado da estirpe S1905 esté representado na
figura 11.
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Figura 11. Perfil protéico do sobrenadante filtrado de B. thuringiensis S1905. A) 1 -
Marcador protein ladder (Promega), 2 —2h;3—-4h;4—-6h;5—8h;6—10h; 712 h;
8 — 14 h; e 9 — 16 h. B) 1 - Marcador protein ladder (Promega); 2 — 18 h; 3 — 20 h; 4 —
22h;5-24h;6—-26h; 7—28h; 8 =30 h; e 9—32 h. C) 1 - Marcador protein ladder
(Promega); 2 -34h;3-36h;4-38h;5-40h;6-42h; 7—-44h; 8 —46h; e 9—48 h.

Até oito horas de crescimento ndo foi detectada producdo de proteinas de baixa
massa molecular. A partir das 10 h notou-se a produgdo de proteinas na faixa de 50 kDa
e na fase estaciondria apareceram as primeiras proteinas com baixa massa molecular
(~10kDa). Depois das 14 h formou-se um padrdo protéico com vdarias proteinas

variando entre 110 e 10 kDa.
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4.4 - Deteccio de producio de agentes antimicrobianos das culturas de B.
thuringiensis S1905

Os sobrenadantes foram extraidos e testados contra S2195 e um grafico de
inibi¢do foi gerado (Figura 12).
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Figura 12. Producdo do composto antimicrobiano por B. thuringiensis S1905
cultivado em meio LB liquido. (m) atividade do composto antimicrobiano expresso em
UA (Unidade Arbitraria) e testado através do método de “well diffusion™; (e)
crescimento da estirpe S1905 acompanhado por espectrofotometro em O.D. de 600

nm.

A producdo do composto antimicrobiano foi detectada no fim da fase
exponencial, com 12 h de crescimento. O pico de atividade ocorre no meio da fase
estacionaria, com aproximadamente 24 h de crescimento. A atividade do composto
diminui bastante até¢ 40 h de crescimento. Com 42 h o composto ja ndo apresenta mais
atividade antimicrobiana. Isso pode acontecer devido a esporulagdo, que tem seu inicio
nesse periodo de 40 h, aproximadamente. E possivel que a queda na atividade esteja
associada com a esporulagdo, pois esse comportamento também foi observado na
cereina (bacteriocina produzida por B. cereus GN105) e na tochicina (bacteriocina de B.

thuringiensis tochigiensis) (NACLERIO et al., 1993; PAIK et al., 1997).
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Essas caracteristicas sdo corroboradas por outras bacteriocinas de B.
thuringiensis. A producgdo de thuricina 7 ¢ detectada no fim da fase exponencial e seu
pico de atividade ocorre no meio da fase estacionaria (CHERIF ef al., 2001). Na estirpe
B439 de B. thuringiensis, a producdo de thuricina 439 (A e B) se inicia no fim da fase
exponencial e se mantém durante a fase estacionaria (AHERN et al.,, 2003).
Bacthuricina F4 alcanga sua maior atividade no meio da fase estacionaria (KAMOU et
al., 2005). Nas bacteriocinas Morricina 269 e kurstacina 287, a produgdo se inicia no
comeco da fase estacionaria e alcanca seu pico com 26 h de crescimento (BARBOZA-
CORONA et al., 2007). Algumas bacteriocinas de B. thuringiensis, como a tochicina,
entomocina 9, entomocina 110 e thuricina S, tem sua produc¢ao iniciada no meio da fase
exponencial e seu pico no inicio da fase estaciondria (PAIK et al., 1997; CHERIF et al.,
2003; CHERIF et al., 2006, CHEMINI et al., 2007).

O sobrenadante de B. thuringiensis S1905 foi testado contra outras estirpes de 5.

thuringiensis e outras espécies de microorganismos (tabela 10).

Tabela 10. Microorganismos testados pelo composto antimicrobiano da estirpe S1905
de B. thuringiensis. (+ inibi¢ao; - sem inibicao).

Esti testad Incubacao
stTpes festadas Meiode  Temperatura Inibicao
cultura ° O
Gram +
Bacillus thuringiensis aizawai S616 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis aizawai S1357 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis alesti S655 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis alesti S1268 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis alesti S1296 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis argentiniensis S1168 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis canadensis SI1271 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis darmstadiens S612 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis darmstadiens S1167 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis darmstadiens S1184 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis entomocidus S1156 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis entomocidus S1185 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis entomocidus S1270 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis fukuokaensis S608 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis galleriae S597 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis galleriae S958 NYSM 28 -
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Estirpes testadas

Incubagao

Meiode  Temperatura Inibigdo
cultura ©)

Bacillus thuringiensis galleriae S1206 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis indiana S18 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis israelensis S89 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis israelensis S159 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis israelensis S222 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis israelensis S1806 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis israelensis S1989 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis kenyae S109 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis kenyae S599 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis kenyae S617 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis kumamotoensis S1457 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis kurstaki S49 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis kurstaki S93 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis kurstaki S1450 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis kurstaki S1905 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis kurstaki S2193 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis kurstaki S2195 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis morrisoni S130 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis morrisoni S1265 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis morrisoni S1301 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis muju S1170 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis muju S1180 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis ostriniae S700 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis ostriniae S1261 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis pakistani S1365 NYSM 28 +
Bacillus thurigiensis sotto S615 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis sotto S1165 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis sotto S1193 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis tenebrionis S1122 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis thuringiensis S39 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis thuringiensis S601 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis tochigiensis S202 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis tochigiensis S253 NYSM 28 -
Bacillus thuringiensis tohokuensis S141 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis tolworthi S62 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis tolworthi S75 NYSM 28 +
Bacillus thuringiensis tolworthi S135 NYSM 28 +
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Incubagao

Estirpes testadas Meiode  Temperatura Inibigdo

cultura ©)

Bacillus thuringiensis xianguongies S1178 NYSM 28 -
Bacillus cereus S1181 NYSM 28 +
Bacillus cereus S1183 NYSM 28 +

Bacillus sphaericus S242 NYSM 28 +
Bacillus sphaericus S2362 NYSM 28 +
Staphylococcus aureus ATCC 29213 LB 30 -
Staphylococcus aureus ATCC25923 LB 30 -
Gram -
Escherichia coli DH5a LB 30 +
Escherichia coli XL 1 blue LB 30 -
Escherichia coli Top 10 LB 30 -
Escherichia coli ATCC 25922 LB 30 -
Escherichia coli ATCC 35218 LB 30 -
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 LB 30 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LB 30 -
Fungos
Fusarium solani BDA 25 -
Fusarium oxysporum BDA 25 -
Sclerotinia sclerotiorum BDA 25 -
Sclerotium rolfsii BDA 25 -

De acordo com a tabela acima diversos subtipos de B. thuringiensis foram
inibidos pelo composto produzido por S1905. No total de 54 estirpes de B. thuringiensis
testadas, 35 foram inibidas. A bactéria S1905 ndo foi inibida pelo seu proprio composto.
Duas estirpes de B. cereus e duas estirpes de B. sphaericus foram testadas e todas
inibidas pelo composto. Somente uma bactéria Gram negativa foi inibida, Escherichia
coli DHS a. As outras bactérias patogénicas Gram positivas e Gram negativas nao
sofreram inibi¢des. Os fungos fitopatogénicos também ndo apresentaram nenhum sinal
de inibicdo durante seu crescimento. A capacidade de inibir, principalmente, bactérias
relacionadas geneticamente com o produtor, caracterizando um espectro de agdo
reduzido, € uma das principais caracteristicas das bacteriocinas, e pode estar relacionado

aos aspectos evolutivos (RILEY e WERTZ, 2002b).
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As bacteriocinas de B. thuringiensis inibem, principalmente, o crescimento de
bactérias Gram positivas. Thuricina e tochicina somente inibem espécies de bactérias
Gram postivas. A tochicina inibe estirpes de B. thuringiensis, B. cereus e Leuconostoc
mesenteroides (FAVRET e YOUSTEN, 1989; PAIK et al., 1997). Thuricina 7 s6
apresentou inibi¢do para bactérias Gram positivas, como B. thuringiensis, B. cereus, B.
mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenssthepanensis, Streptococcus pyogenes €
Listeria monocytogenes (CHERIF ef al., 2001). Entomocina 110 inibe algumas espécies
do género Bacillus, como B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. coagulans, entre
outros. Inibe também bactérias do género Paenibacillus, Listeria monocytogenes e
Lacotococcus lactis (CHERIF et al., 2006). Thuricina 439 (A e B) somente apresentou
atividade contra B. thuringiensis, B. cereus e Listeria innocua (AHERN et al., 2003).

As bacteriocinas entomocina 9 (CHERIF et al., 2003), bacthuricina F4
(KAMOUN et al., 2005), thuricina 17 (GRAY et al., 2006), thuricina S (CHEMINI e¢
al., 2007), morricina 269, kurstacina 287, kenyacina 404, entomocina 420 e
tolworthcina 524 (BARBOZA-CORONA et al., 2007) além de inibir o crescimento de
bactérias Gram positivas, inibem também o crescimento de bactérias Gram negativas,
tais como Pseudomonas aeruginosa, , Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Salmonella choleraesius, Salmonella enteritidis, Shigella
flexneri, Vibrio cholerae e Escherichia coli. Duas espécies de fungos foram inibidos

pela entomocina 9: Aspergillus nidulans e Fusarium graminis (CHERIF et al., 2003).

4.5 - Efeito de enzimas proteoliticas, pH, temperatura, solventes organicos e
liofilizacao sobre o efeito antimicrobiano.

Para o teste de efeito de enzimas proteoliticas, aproximadamente 370 UA/ml de
bacteriocina foram testados quanto a sensibilidade a proteinase K e tripsina, e a
atividade residual foi mensurada através do “well diffusion method” contra a estirpe
S2195 de B. thuringiensis. A bacteriocina foi sensivel a proteinase K na concentragiao
de 2 mg/ml, mas nao foi sensivel a tripsina na concentra¢do de 2 mg/ml, indicado que o
composto seja de natureza proteica.

Muitas bacteriocinas de B. thuringiensis sdo sensiveis a proteinase K: tochicina
(PAIK et al., 1997), thuricina 7 (CHERIF ef al., 2001), entomocina 9 (CHERIF et al.,
2003), bacthuricina F4 (KAMOUN et al., 2005), entomocina 110 (CHERIF et al.,
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2006), morricina 269, kurstacina 287, kenyacina 404, entomocina 420 e tolworthcina
524 (BARBOZA-CORONA et al., 2007), thuricina 439 (AHERN et al., 2003),
thuricina S (CHEMINI et al, 2007) e thuricina 17 (GRAY et al., 2006). Somente
thuricina, kenyacina 404, entomocina 420 e tolworthcina 524 sdo inibidos por tripsina
(FAVRET e YOUSTEN, 1989; BARBOZA-CORONA et al., 2007).

A sensibilidade a proteinase K indica que os compostos sdo de natureza protéica.
Essa protease cliva a proteina em inimeros pontos, demonstrando pouca especificidade.
As bacteriocinas que nao apresentam sensibilidade a tripsina, provavelmente nao
apresentam sitio litico para essa protease. O sitio de clivagem da enzima tripsina ¢
altamente especifico para cadeias laterais positivas dos residuos de lisina e arginina
(LEHNINGER et al., 2004).

No teste com solventes organicos, o composto antimicrobiano de S1905 somente
foi inativado na presenca de butanol. Acetona, metanol e etanol ndo ocasionaram perda
ou reducdo na atividade do composto. O butanol ¢ um composto com quatro carbonos
em sua cadeia e pouco soluvel em agua. A perda de atividade do composto pela adigdo
de butanol sugere que o composto seja, em grande parte, de natureza hidrofébica.
Etanol, metanol e acetona sdao todos solventes polares hidrofilicos. Eles reagem com a
parte hidrofilica do composto antimicrobiano, ndo inibindo a atividade desse. A
entomocina 110, apds tratamento com etanol, metanol, butanol, acetona e tolueno

manteve com sua atividade normal (CHERIF et al., 2006).
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No teste de termosensibilidade, o composto foi incubados em diferentes

temperaturas e o resultado ¢ apresentado na tabela 11.

Tabela 11. Atividade residual do composto antimicrobiano de S1905 apos incubagao
em diferentes temperaturas.

Temperatura (° C) Atividade Residual (%)
- 80 100
-20 100
4 100
Temperatura ambiente 100
30 100
40 90
50 70
60 35
70 15
80 0
90 0
120 0

A partir de 40° C, o composto apresentou perda parcial da atividade. Apos 80°
C, a atividade € totalmente perdida. A atividade também se mantém para temperaturas
baixas. Esse composto manteve a atividade quando incubado a -80° C, -20° C e 4° C.
As caracteristicas de termoestabilidade também sdo vistas em outras bacteriocinas de B.
thuringiensis. Morricina 269 e kurstacina 287 s3o consideradas termotolerantes e
mantém sua atividade até 80° C (BARBOZA-CORONA et al., 2007). Na thuricina 439
(A e B) ndo hé perda de atividade até 80° C e esta desaparece quando incubada a 120° C
por 15 minutos (AHERN et al., 2003). A thuricina S, quando incubada a 121° C por 10
min, perde completamente su atividade (CHEMINI ef al., 2007). Bacthuricina F4 ¢
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estavel até 70° C e quando incubado a 90° C, mantém 20% da atividade residual. Esta
bacteriocina também mantém 100% de atividade quando incubada a - 80° C, -20° C e 4°
C por 48h (KAMOU et al., 2005; WOO-JIN ef al., 2008). A thuricina 17 mantém 100%
de sua atividade quando submetidos a -20° C e 4° C (GRAY et al., 2006; WOO-JIN et
al., 2008).

As outras bacteriocinas de B. thuringiensis descritas na literatura sdo mais
resistentes do que as citadas anteriormente. A tochicina (bacteriocina de B. thuringiensis
subsp. tochigiensis) suporta temperaturas de até 90° C (PAIK et al., 1997). A thuricina 7
também apresenta termoestabilidade quando incubada em temperaturas elevadas. Essa
bacteriocina mantém 90% de sua atividade quando incubada a 90° C (CHERIF et al.,
2001). Entomocina 9 e entomocina 110 mantém atividade residual de 72% e 53%,
respectivamente, quando incubadas a 121° C por 20 min (CHERIF et al., 2003;
CHERIF et al., 2006). As bacteriocinas kenyacina 404, entomocina 420 e tolworthcina
524 sdo consideradas termoresistentes por manterem a atividade até temperaturas de
121° C (BARBOZA-CORONA et al., 2007). A thuricina 17 ndo sofre alteragdo em sua
atividade quando incubado a 100° C (GRAY et al., 2006).

No teste de pH, a atividade do composto de S1905 foi estavel entre os pH 2.0 e
7.0. Em pH’s 8.0, 9.0 e 10.0 ndo foi detectada atividade. Outras bacteriocinas de B.
thuringiensis também apresentam essas caracteristicas. A bacthuricina F4 ¢ estavel entre
os pH’s 3.0 e 7.0. Ap6s 7.0 a atividade diminui (KAMOU et al., 2005). Morricina 269 e
kurstacina 287 apresentam 100% de atividade em pH 5.0. Porém em pH 9.0 sua
atividade diminui 60% (BARBOZA-CORONA et al., 2007). As outras bacteriocinas de
B. thuringiensis sdo mais tolerantes em relacdo ao pH. Tochicina, thuricina 7,
entomocina 9 e entomocina 110 mantém sua atividade estavel entre os pH’s 3.0 ¢ 9.0
(PAIK et al., 1997; CHERIF et al., 2001; CHERIF et al., 2003; CHERIF et al., 2006).
Kenyacina 404, entomocina 420 e tolworthcina 524 sdo mais resistentes a pH extremos.
Essas bacteriocinas conseguem manter 80% de sua atividade em pH 11.0 (BARBOZA-
CORONA et al., 2007).

O sobrenadante de S1905 foi submetido ao processo de liofilizagdo. Quando
liofilizado, o sobrenadante de S1905 manteve sua atividade. Varias concentragdes foram
testadas em placa através do “well diffusion method” e um grafico foi gerado (Figura
13). A medida que a concentragdo do sobrenadante aumenta, o tamanho do halo

também aumenta, sugerindo que o sobredante suporta as condigdes de liofilizacdo. As
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bacteriocinas bacthuricina F4, entomocina 9 e thuricina 7 também nao apresentam
modificacdes em suas atividades apos a liofilizacdo de seus sobrenadantes (CHERIF et

al., 2001; CHERIF et al., 2003; KAMOU et al., 2005;).
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Figura 13. Andlise do efeito da liofilizagdo sobre o sobrenadante de B. thuringiensis
S1905 através do “weel diffusion method”.

4.6 - Clonagem e sequenciamento do gene da bacteriocina

A partir de codons preferenciais de B. thuringiensis € B. weihenstephanensis os
oligonucleotideos NEB-F2 e BEB-R foram desenvolvidos para o sequenciamento da
regido upstream e downstream do gene da thuricina 17. Pelo fato destes
oligonucleotideos apresentarem maultiplos sitios de ligacdo, os oligonucelotideos
NEB17albAup e Thurl7dn foram desenhados.

Esses oligonucleotideos foram utilizados para o sequenciamento do gene da
bacteriocina de B. thuringiensis S1905. O resultado esperado era a amplificagdo de
copias do gene da bacteriocina da estirpe S1905, baseando-se no fato de que as
bacteriocinas de B. thuringiensis sdo conservadas.

Os produtos de amplificagdo do gene ThnS71905 por PCR podem ser observados
na figura 14. A amplificagdo pelo par de oligonucleotideos NEB - F2 e NEB — R gerou
varios fragmentos, onde o fragmento com maior amplificagio apresentava,
aproximadamente, 450 pb. Nas colunas T, e P; observa-se a presenga de multiplos sitios
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de ligacao de oligonucleotideo. Esse resultado ¢ semelhante ao de LEE ef al. (2009). A
amplificagdo pelo segundo par de oligonucleotideos (NEB 17albAup e Thurl7dn) gerou

um fragmento de, aproximadamente, 1000 pb.

M T, P, ¢, ¢, T, P,

bp

300

500

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1,0% com produto de amplificacdo
indicando a presenca de gene de bacteriocina por PCR do DNA de B. thuringiensis
S1905. Oligonucleotideos NEB — F2 ¢ NEB — R (pocos Ty, Py e C;), e NEB17albAup
e Thurl7dn (pogos C,, T, € P2): M — marcador 100 bp DNA ladder (Promega); 1 —
DNA total; 2 — DNA plasmidial; 3 - Controle sem DNA; 4 — Controle sem DNA; 5 —
DNA total; 6 — DNA plasmidial.

Na figura 14, pode ser observado que os fragmentos amplificados a partir do
DNA total e plasmidial, aparentemente, possuem o mesmo tamanho. Isso sugere que o
gene ThnS1905possa estar localizado em algum plasmideo da estirpe S1905 de B.
thuringiensis. Recentemente, KAMOUN et al. (2009) identificou o gene associado a
bacthuricina F4 em um plasmideo.

Os fragmentos de 450 pb e 1000 pb foram excisados do gel e eluidos.
Posteriormente esses fragmentos foram clonados em vetor pPGEM — T easy, originando

o plasmideo pGEMThnS1905A e pGEMThnS1905B (450 pb e 1000 pb,

73



respectivamente). A confirmagdo da inser¢do por amplificacio a partir dos
oligonucleotideos descritos previamente ¢ os plasmideos pPGEMThnS1905A e B podem
ser observados na figuras 15A, 15B e 15C, respectivamente. A andlise da restricdo com

a enzima EcoR1 pode ser observada na figura 16.

A)
1 2 3 4 = 0 - b 9 10 11 12 13 NI
B)
EFcoRI1
ThnsS1905A
PGEMThnS1905A
3.55kb EcoR1
LacZ
.
Rexsténciaa
Anmpieilina
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Figura 15: A) Eletroforese em gel de agarose 1,0% da amplificacdo por PCR a partir
do DNA dos clones recombinantes de E. coli DH5a: M — marcador 100 bp DNA
ladder (Promega); 1 — controle sem DNA e com oligonucleotideos NEB — F2 ¢ NEB —
R; 2 — 6 — DNA de clones com fragmento amplificados pelos oligonucleotideos NEB —
F2 e NEB — R; 8 — controle (sem DNA) dos oligonucleotideos NEB 17 albAup e
Thurl7dn; 9 — 13 —-DNA de clones com fragmentos amplificados pelos
oligonucleotideos NEB 17 albAup e Thurl7dn. B) Mapa do plasmideo
pGEMThnS1905A.C) Mapa do plasmideo pGEMThnS1905B.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 0,8% com digestdo dos plasmideos
pGEMThnS1905A ¢ B: M — marcador 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen); 1-3 —
resultado da digestdo com EcoRI do plasmideo contendo o fragmento amplificado
pelo oligonucleotideo NEB — F2 ¢ NEB — R; 4-6 — resultado da digestdo com EcoRI
do plasmideo contendo o fragmento amplificado pelos oligonucleotideos
NEB17albAup e thurl7dn. As setas indicam, de cima para baixo, o fragmento de DNA
correspondente ao plasmideo pGEM linear e os fragmentos liberados pela digestao dos
plasmideos recombinantes.

Os clones positivos foram sequenciados com os oligonucleotideos universal e
reverso. As sequéncias foram analisadas no software BioEdit e um contig foi obtido. O
contig revelou que a sequéncia dos dois clones estavam sobrepostas. Assim, a sequéncia
menor foi descartada e os demais trabalhos foram realizados, somente, com a maior
sequéncia. A sequéncia do fragmento amplificado de 1.007 pares de bases (pb)
corresponde ao possivel gene 7hnS1905 pode ser observada na figura 17.

A andlise pelo programa ORF FINDER (disponivel no site
www.ncbi.nih.nlm/gov) revelou a existéncia de 3 ORFs (thnS1, thnS2 e thnS3)
dispostas em tandem na sequéncia e todos os trés genes codificam a mesma
bacteriocina, thuricina S1905 (Figura 16). Na regido upstream de thnS1 foram preditos
a regido promotora — 10 e trés provaveis sitios de ligacdo do ribossomo, localizados 8

pb antes de cada codon iniciador (ATG) dos trés genes estruturais. Um provavel sitio de
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terminacao de transcri¢ao rho independente (677-723) foi identificado apos a sequéncia

thnS3 (Figura 18).

Figura 17. Sequéncia completa do gene da thuricina S1905. Em vermelho estdo demarcadas as sequéncias
correspondentes aos oligonucleotideos Thurl7dn e NEB 17 albAup que se anelam nas posi¢des 1-24 e 934-952,
respectivamente. Em azul claro estdo marcadas as sequéncias correspondentes aos oligonucleotideos NEB-F2 e

NEB-R que se anelam nas posigdes 568-589 ¢ 990-1007, respectivamente.
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Figura 18. Sequéncia completa do gene da thuricina S1905 com as andlises do ORF
Finder. Em sublinhado estdo as regides -10 do promotor e as trés regides de ligacdo a
ribossomo. Em laranja estdo demarcadas as sequéncias que codificam a thuricina S1905
(thnS1, thnS2 e thnS3). Os nucleotideos em cor verde representam um sitio de
terminagdo de transcricdo com estrutura em “stem loop”.
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As sequéncias thnS1, thnS2 e thnS3 codificam o mesmo pré-peptideo de 40
aminoacidos, METPVVQPRDWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS. Eles
consistem em um peptideo-sinal (METPVVQPR) de 9 aminoicidos e uma
bacteriocina de 31 aminoacidos (DWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS).
Apesar de codificar o mesmo pré-peptideo, as sequéncias thnS1, thnS2 e thnS3
apresentam diferencas na sequéncia nucleotidica. Existem diferencas pontuais que nao
alteram a sequéncia protéica nas posi¢des 30, 48, 72, 85, 102, 105 e 120. As diferencas

podem ser observadas em detalhe na figura 19.

thns1 ATGGAAACACCAGTAGTACAACCAAGGGACTGGACTIGITGGAGTTIGTITTAGTATGIGCA 60
thnsy AIGGAARACACCAGTAGTACAACCAAGGGATTGGACTIGITGGAGTTGCTTAGTATGIGCA €0
ATGGAAACACCAGTAGTACARCCAAGGGATTGGACTTIGTTGGAGTTGCTTAGTATGIGCA 60

Fhkhkkhkhhkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhd Rk hkhkhh Rk h ko k khk Ak k kR

thn33

thns1 GCATGTITCIGIGGAATTATTARATTTAGTITACTGCGGCARACAGGGGCTAGTACTGCARGC 120
mns2 GCAIGTITCIGIGGAATTATTARATTTAGITACTGCGGCAACAGGGGCTAGTACTGCARGC 120
sz GCATGTITCIGTAGAGTTATTARATCTAGTITACTGCGGCARCCGGAGCTAGTACTGCAAGT 120

Rk kR k hk Rk hk Rk kkk Ak kA Ak Ak hkh ok ok ok Ak kR Ak k Ak Rk k R

thns1 TAA 123
thns2 TAA 123
thns3 TAA 123

ok

Figura 19. Alinhamento das trés ORF’s do gene da thuricina S1905 através do software
CLUSTALW?2 (disponivel no site www.ebi.ac.uk/clustal W).

O fragmento de 1007 pb de 7hnS1905 foi submetido a analise por BLAST e seu
resultado revelou alta identidade com trés sequéncias do GenBank: ThnS1905 apresenta
97% de identidade com o plasmideo pBc239 de B. cereus; 98% de identidade com a
sequéncia da thuricina H, uma bacteriocina de B. thuringiensis SF361; e 99% de
identidade com o gene da thuricina 17, bacteriocina de B. thuringiensis NEB17.

A andlise da sequéncia da bacteriocina thuricina H revelou que a regido do
promotor -10 e os sitios de ligacdo dos ribossomos sdo exatamente iguais aos da
sequéncia ThnS1905. A distancia entre o sitio de ligagdo de ribossomo e o codon de
inicio de cada thuricina S1905 (thnS1, thnS2 e thnS3) também ¢ idéntica, 8§ pb. A
presenga de um sitio de terminagdo de transcrigdo com uma estrutura em forma de

“stem loop” também ocorre na sequéncia da thuricina H, e essa estrutura apresenta a
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mesma sequéncia da estrutura encontrada na thuricina S1905 (LEE, H. ef al., 2009). A

organizag¢do estrutural dos trés genes estio representados na figura 20.

> > |

2Rzl  thrEZz 2l 73

Figura 20. Organzagao genética dos genes estruturais da thuricina S1905. A seta fina no
inicio representa o promotor e a estrutura em forma de pirulito representa o sitio de
terminacdo da transcrigdo. As setas em preto simbolizam as trés sequéncias que
codificam, cada uma, o peptideo thuricina S1905.

A analise por BLASTP revelou semelhanca com trés proteinas hipotéticas com
funcdes desconhecidas: proteina hipotética BCQ PI102 (B. cereus Ql), proteina
hipotética bthur 0007 54080 (B. thuringiensis subsp. monterrey BGSC 4AJ1) e proteina
hipotética BCAH 1134 C0273 (B. cereus AH1134). A proteina hipotética de B.
thuringiensis monterrey BGSC 4AJ1 ¢ 100% idéntica a proteina completa thuricina
S1905. As outras apresentam 100% de identidade, porém ndo se estende por toda a
proteina. Resultado semelhante ocorreu para a thuricina H quando analisada pela mesma
ferramenta (LEE, H. et al., 2009).

Sequéncias de quatro bacteriocinas de B. thuringiensis ¢ uma de B. cereus
mostraram alta identidade com a sequéncia da thuricina S1905: bacthuricina F4
(DWTXWSXL), thuricina S (DWTXWSXLVXAACSVELL), thuricina 17
(DWTCWSCLVVAACSVELL), thuricina H (DWTCWSCLVCAACSVELL-
NLVTAATGASTAS) e cereina MRX1 (DWTCWSCLVCAACCSVELL), onde X
corresponde a aminoacidos ndo identificados (KAMOUN et al., 2005; GRAY et al.,
2006a; CHEMINI et al., 2007; SEBEI et al., 2007; LEE, H. et al., 2009).

4.7 - Analises in silico, modelagem e SDS-PAGE de bacteriocina

O peptideo maduro da thuricina S1905 contém 31 aminoécidos, sendo composta
por uma glicina (G), um 4cido glutdmico (E), uma asparagina (N), um aspartato (D),

dois triptofanos (W), trés valinas (V), quatro treoninas (T), quatro serinas (S), quatro
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leucinas (L), quatro cisteinas (C) e seis alaninas (A). A sua massa molecular tedrica
calculada ¢ 3147.6 Da e o seu pl teorico, 3.67.

A massa molecular tedrica da thuricina S1905 (3147.6 Da) ¢ levemente diferente
da massa de outras bacteriocinas de B. thuringiensis € de B. cereus: Bacthuricina F4
(3160.05 Da), thuricina S (3137.61 Da), thuricina 17 (3162.3 Da), thuricina 439 A ¢ B
(2919.9 Da e 2803.8 Da, respectivamente), thuricina H (3139.51 Da) e cereina MRX1
(3137.93 Da) (AHERN et al., 2003; KAMOUN et al., 2005; GRAY et al., 2006a;
CHEMINI et al., 2007; SEBEI et al., 2007; LEE, H. et al., 2009). A massa molecular
calculada da thuricina S1905 apresenta o mesmo valor do que a massa calculada da
thuricina H. O pl teodrico € bastante semelhante, sendo o pI da thuricina H de 3.67 (LEE,
H. et al., 2009).

O software Peptide Cutter analisou a thuricina S1905 e gerou a tabela abaixo
(Tabela 13). As enzimas Endopeptidase Asp-N + N-terminal Glu, BNPS-Skatole,
quimiotripsina de alta e baixa afinidade, 4cido formico, endopeptidase glutamil, acido
benzodico, 4cido 2-nitro-5-tiocianobenzdico, pepsina (ph 1.3), pepsina (pH>2),
proteinase K, peptidase I de Staphylococcal e termolisina apresentaram potenciais sitios
de clivagem na thuricina S1905. As outras enzimas ndo apresentaram sitios de clivagem
nessa bacteriocina. Esse resultado estd de acordo com os resultados obtidos nos testes
com enzimas proteoliticas. Incubag¢do com proteinase K inibiu a atividade da thuricina
S1905, enquanto a incubagdo com tripsina ndo alterou a atividade do composto (ver

secdo 5.5).
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Tabela 12. Potenciais sitios de clivagem por enzimas ou substancias quimicas para a

sequéncia da thuricina S1905.

10

DWTCWSCLVC AACSVELLNL VTAATGASTA S

Nome da substiancia

Numero de clivagens

Posicio dos sitios de clivagem

Endopeptidase Asp-N + N-

Terminal Glu
BNPS-Skatole

Quimotripsina de baixa
afinidade

Quimotripsina de alta
afinidade

Acido Férmico
Endopeptidase glutamil
Acido benzéico

Acido 2-nitro-5-
tiocianobenzoico

Pepsina (ph 1.3)
Pepsina (ph>2)

Proteinase K

Peptidase I de Staphylococcus

Termolisina

1

11

19

12

15

2:5

2:5;8;17;18; 20

2:5

1
16
2;5

3,6;9;12

1;2;4;5;7,8;16; 17, 18; 19; 20

7;8;16;17; 18; 19; 20

2:;3;5:8;9;11;12; 15; 17; 18; 20;
21; 22; 23; 24; 25; 27; 29; 30

16

7, 8;10; 11; 14; 17; 19; 20; 22; 23;

26; 29

O software TMHMM deduziu que a regido transmembranica da bacteriocina
thuricina S1905 esta localizada entre os aminoéacidos 5 e 27 (WSCLVCAACSVELL-
NLVTAATGA) (Figura 21). A porcao N-terminal do peptideo, localizada entre os

aminoacidos 1 e 4 (DWTC), representa a parte intracelular do peptideo, enquanto a
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por¢ao C-terminal, localizada entre os aminoacidos 28 e 31 (STAS), representa a parte

extracelular do peptideo.

12
1 L
L
£ 08~
= o6}
fapd
-§ 04 L 4
a‘ +
U 2 1 4 4 4 4+ + + + + + 4+ + + 4 + + 1 _-i—_'
o L .
3 10 15 20 25 30
Anunoacidos

Figura 21. Analise da bacteriocina thuricina S1905 pelo software TMHMM. Em azul
estdo representados os aminoacidos correspondentes a parte intracelular do peptideo.
Em vermelho estdo destacados os aminoacidos presentes na regido transmembranica e,
em rosa, os aminoacidos presentas na parte extracelular desse peptideo. Eixo y
representa a probabilidade, de 0 a 1, da predicdo estar certa.; eixo x representa os
aminoacidos da sequéncia analisada.

A andlise da hidrofobicidade do peptideo por meio do método de Kyte &
Doolittle revelou uma alta regido hidrofobica entre os aminoacidos 7 e 12, que
correspondem nos aminoacidos CLVCAA (Figura 22). Abaixo de zero estao localizados
os aminodcido hidrofilicos, localizados entre os aminoacidos 1-4 e 28-31, o que
corrobora com a analise do software TMHMM na figura 16. GRAY et al. (2006b)
também analisaram a thuricina 17 quanto a hidrofobicidade pelo método de Kyte &
Doolittle. Nessa bacteriocina também existe uma regido com alta hidrofobicidade entre
os aminodcidos 8 e 12, correspondente aos aminoacidos LVVAA, o que reforca o

conceito de hidrofocbicidade para a regido N-terminal desse peptideo.
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Figura 22. Analise de hidrofobicidade através do método Kyte & Doolittle.O tamanho
da janela escolhida foi sete. A analise foi realizada em software localizado no servidor
EXPASY. Eixo y representa o score obtido para cada aminoacido. Scores acima de 0
representam regioes hidrofobicas e valores acima de 1.5 representam regides muito
hidrofébicas.

A andlise pelo software CLUSTALW?2 permitiu o alinhamento das sequéncias
de bacteriocinas de B. thuringiensis. Trés sequéncias foram analisadas: thuricina 17,
thuricina H e thuricina S1905. A figura 18 ilustra os aminodcidos idénticos e
conservados. Entre essas trés sequéncias os aminoacidos sdo todos conservados, com
excecao da valina na posicao 10 da sequéncia. Thuricina 17 apresenta valina enquanto a
thuricina H e a thuricina S1905 apresentam a cisteina. Bacthuricina F4, thuricina S e
cereina MRX1 ndo foram colocadas no alinhamento por apresentar aminoacidos nao
sequenciados ou somente parte da sequéncia total do peptideo. Porém todos esses
peptideos contém seus N-terminais idénticos (DWTCWSCL) aos das thuricinas
apresentadas na figura 23.

munenas1005 DIWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS 31
il DWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS 31
muiana1”  DIWTCWSCLVVAACSVELLNLVTAATGASTAS 31

FhE Rk d FhA kA A A Ak A Ak kK

Figura 23. Alinhamento das bacteriocinas de B. thuringiensis através do CLUSTALW?2.
Os asteriscos representam os aminoacidos conservados.
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GRAY et al. (2006b) sugeriram a criagcio de uma nova sub-classe de
bacteriocinas baseado no fato da thuricina 17 apresentar o seu N-terminal semelhante ao
com o da bacthuricina F4. Thuricina 17, thuricina H, bacthuricina F4, thuricina S,
thuricina S1905 e cereina MRX1 apresentam suas sequéncias muito conservadas. E essa
conservacao pode ocorrer dentro de duas espécies distintas, ja que cereina MRX1 ¢ uma
bacteriocina de B. cereus. As bacteriocinas de B. thuringiensis e B. cereus podem
apresentar essa conservacdo por fazerem parte do mesmo grupo dentro do género
Bacillus. Apesar dessa similaridade ha uma bacteriocina de B. thuringiensis que
apresenta uma sequéncia distinta dessas outras bacteriocinas: thuricina 439. Na figura
24 observa-se o alinhamento das bacteriocinas thuricina S1905, thuricina H, thuricina

17 e thuricina 439.

Thutiemna $1905 DWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS 31
Thupeina H DWICWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS 31
Thuema 1™ DWICWSCLVVAACSVELLNLVIAATGASTAS 31
Thuricina 439 GWVAX----VGAXGTVVL-—-——- ASGGVV-- 20

* * :* *:*.

Figura 24. Alinhamento de quatro bacteriocinas de B. thuringiensis através do software
CLUSTALW?2. (*) aminoécidos idénticos; (:) aminoacidos conservados; (.) aminoacidos

semi-conservados.

Observa-se que existem cinco aminoacidos idénticos: triptofano, duas alaninas,
glicina e leucina. Ainda apresentam dois aminoacidos conservados e oito aminoacido
semi-conservados. A thuricina 439 ndo apresenta o N-terminal DWTCWSCL e, assim,
nao pode ser colocada no mesmo grupo das outras bacteriocinas de B. thuringiensis.

Analisando as bacteriocinas thuricina H e thuricina S1905 observa-se a presenca
de quatro cisteinas (em cinza), o que indica a possibilidade de formacao de duas pontes
dissulfeto. De acordo com FIMLAND et al. (2000) essas estruturas conferem maior
estabilidade ao peptideo. Nessas bacteriocinas os residuos de cisteina sdo separados por
dois outros aminoacidos criando a formula CXXCXXCXXC. HAFT (2009) analisou

bacteriocinas de B. anthracis, B. cereus e B. licheniformes e encontrou quantidade
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similares de cisteina e de espacamento entre esses residuos. Em B. anthracis o residuo
de cisteina sempre vem seguido de duas glicinas enquanto em B. licheniformes a
cisteina vem seguida de triptofano e serina. Nas bacteriocinas thuricina H, thuricina 17,
thuricina S1905 e cereina MRX1, o primeiro residuo de cisteina ¢ seguido de triptofano

e serina (Figura 25).

Thuricina H DEITCEYSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS
Thuricina S1905 DEITCEYSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS
Thuricina 17 DI TCEYSCLVVAACSVELLNLVTAATGASTAS

Figura 25. Andlise das bacteriocinas thuricina H, thuricina S1905 e thuricina 17.

Em preto estdo marcados os residuos de triptofano. Esses residuos podem ser
importantes na interagdo do peptideo com a membrana. Em bacteriocinas da classe Ila
(tipo pediocinas) os residuos de triptofano contribuem para o correto posicionamento e
estruturacdo da ligacdo na membrana e para a atividade antimicrobiana por ser um
residuo aromatico e hidrofobico (FIMLAND et al., 2005).

O software I-TASSER gerou cinco modelos da thuricina S1905. O modelo com
o valor mais alto do “C-score” (- 0,84) foi escolhido. A figura 26 representa o modelo
tridimensional da thuricina S1905, destacando as duas moléculas de triptofano e as duas
pontes dissulfeto formados pelas quatro cisteinas, estruturas importantes para a fungao
desse peptideo. Esse modelo foi analisado pelo software PROCHECK gerando o grafico
de Ramachandran (Figura 27).
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N - terminal

- (:‘1:«' 10-13

<« (C-terminal

Figura 26. Estrutura tridimensional (modelo teorico) do peptideo thuricina S1905. O
modelo foi produzido por modelagem ab initio através do software I-TASSER. No
modelo estdo destacados o N- e o C- terminal, as moléculas de triptofano (Trp) e as

pontes dissulfeto (Cis, em amarelo).

Neste grafico a alanina estd fora de sua predicao. Isso ocorre por que a cistéina
10 impede a alanina de formar a estrutura em forma de hélice. Entre os templates
utilizados, o que apresentou o melhor alinhamento foi a proteina pardaxina. Essa
proteina ¢ produzida por glandulas de muco em peixes e tem fungdo ictiotoxica
(PORCELLI et al., 2004). Ela interage com membrana celulares e causa morte por

formacdo de poro ou de canais 16nicos.
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Figura 27. Plot de Ramachandran para o modelo teérico do peptideo thuricina S1905. O
grafico foi gerado a partir do software on line Procheck. As regides vermelhas
representam regides mais favordveis e as amarelas, permitidas. Os pontos pretos

representam os aminoacidos.

O grafico de Ramachandran (figura 27) apontou o modelo teérico como sendo
favoravel. O residuo da regido ndo permitida ¢ a alanina 11. Ela est4 nessa regido, pois a
cisteina 10 impede a formacao de sua hélice e, portanto, esse aminoacido ndo esta na
sua orientagao favoravel.

O grafico de superficie eletrostatica ¢ representado na figura 28. Nela podemos
ver que, praticamente, o peptideo inteiro apresenta carga negativa, ou seja, ¢ anionico.
Peptideos antimicrobianos, na maioria das vezes, sdo cationicos (KLAENHAMMER,
1993; JACK et al., 1995). Assim, thuricina S1905 representa uma exce¢ao a maioria das

bacteriocinas.
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Figura 28. Superficie eletrostatica da thuricina S1905. A regido marcada em azul

representa carga positiva; em vermelho, carga negativa; em branco, carga neutra.

r

O modo de agdo de peptideos antimicrobianos anidnicos ndo ¢ conhecido
(SHELBURNE et al., 2007). Sabe-se que a presenga de zinco no meio € necessaria para
a atividade maxima de peptideos anidnicos. BROGDEN ef al. (2003) sugeriram que o
zinco pode formar uma ponte catidnica que atrai esses peptideos para a carga negativa
da superficie microbiana. Em subtilosina A, bacteriocina anionica de B. subtilis,

acredita-se que a atividade depende da interagdo com receptores na membrana, similar
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ao que ocorre com o peptideo nisina (WIEDEMANN et al., 2001). Experimentos em
modelos de membrana com fluorescéncia ¢ NMR (Ressonancia Magnética Nuclear)
sugerem que a ligacdo com a membrana externa, resultando em uma permeabilizacdo na
membrana, também ¢ um mecanismo possivel (THENNARASU et al., 2005). Esses
tipos de mecanismos diferem dos utilizados por peptideos catidnicos, no qual ocorre
uma interagdo direta com a membrana celular, causando a morte da bactéria
(RAMAMOORTHY et al., 2006).

CHEMINI et al. (2010), por meio de um corante fluorescente, provou que a
thuricina S interage com a membrana plasmatica para dissipar o potencial
transmembranico. Também foi demonstrado, nesse estudo, que essa bacteriocina age
como uma bacteriocina formadora de poro, ja que esse peptideo permite a entrada na
célula do corante ndo permedvel de iodato de propidio

Sabendo a massa molecular da thuricina S1905, foram analizadas amostras de
sobrenadante filtrado e sobrenadante liofilizado em gel de poliacrilamida com tris-

tricina. Os perfis das proteinas do sobrenadante filtrado e liofilizado podem ser

Da '
26,600 .
17,000 ‘
14,200
6,500 ‘ -
3,496 | -

Figura 29. SDS-PAGE com tris-tricina do sobrenadante filtrado e liofilizado de cultura
de B. thuringiensis S1905. Vinte microlitros de sobrenadante filtrado e 5 mg de
sobrenadante liofilizado foram aplicados nos pogos 1 e 2, respectivamente. M —
marcador Ultra Low Range Molecular Weight Marker (Sigma); 1 — sobrenadante
filtrado; 2 — sobrenadante liofilizado. A seta indica o possivel peptideo thuricina S1905.

visualizados na figura 29.
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Observa-se na figura 27a presenca de peptideos abaixo do marcador de 3,496
Da. A seta indica o possivel peptideo que representa a thuricina S1905, que apresenta
uma massa molecular de 3,147 Da. Esse peptideo esta presente em ambos sobrenadante
filtrado e sobrenadante liofilizado.

As varias caracteristicas das bacteriocinas de B. thuringiensis e B. cereus foram
analisadas e uma tabela foi organizada com a maioria das caracteristicas dessas

bacteriocinas e suas respectivas referéncias (Tabela 13).
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Conclusoes gerais € Perspectivas

o De sete estirpes de B. thuringiensis e duas de B. sphaericus obtidas do Banco de
Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, B.
thuringiensis subsp. kurstaki S1905 mostrou ter uma maior espectro de agdo do que as

outras estirpes de B. thuringiensis e B. sphaericus testadas.
. A producdo do composto antimicrobiano, possivelmente causado pela thuricina

S1905, se inicia no fim da fase exponencial e alcan¢a seu apice no meio da fase

estacionaria.

. O composto antimicrobiano inibe estirpes de B. thuringiensis, B. cereus € uma

estirpe de E. coli.

. O composto antimicrobiano ¢ termotolerante e mantém a atividade em até

temperaturas de 70 °C por 30 min.
o O composto antimicrobiano apresenta estabilidade entre os pH’s 2.0 e 7.0.

o O gene da thuricina S1905 foi identificado como sendo um gene de bacteriocina

por apresentar 98% de identidade com o gene a thuricina H € 99% com a thuricina 17.

. O gene da thuricina S1905 codifica trés peptideos iguais:

METPVVQPRDWTCWSCLVCAACSVELLNLVTAATGASTAS.

. A purificagdo e o sequenciamento protéico devem ser realizados, para
comprovar que a atividade do sobrenadante de B. thuringiensis S1905 seja causada pela

thuricina S1905.
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o Testes com fungos e bactérias patogénicas deverdo ser realizados para
determinagdo da atividade dessa bacteriocina contra microorganismos de importancia

clinica.
o Experimentos de crescimento de plantas deverdo ser realizados, j& que a

thuricina 17 apresenta a fung@o de efetor de crescimento em plantas e a thuricina S1905

tem alta identidade com esse peptideo.
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