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RESUMO

As bacteriocinas sdo proteinas ou peptideos bacterianos sintetizados por
ribossomos, com atividade inibitéria contra diversos micro-organismos e apresentam
grande potencial de uso terapéutico. Estudos realizados nas ultimas décadas vém
demonstrando a influéncia favoravel das bacteriocinas na capacidade de colonizacao
e sobrevivéncia de suas cepas produtoras. O emprego de bacteriocinas produzidas
por bactérias in situ como probidticos para modular a composi¢cdo da microbiota
humana, visando eliminar ou inibir o crescimento de cepas patogénicas, tem se
mostrado promissor. Além disso, considera-se a possibilidade de combater bactérias
patogénicas por meio de combina¢des com atividade sinérgica de bacteriocinas com
antimicrobianos convencionais. Neste trabalho de revisdo bibliografica foram
apresentados as principais caracteristicas estruturais e funcionais das bacteriocinas,
as metodologias utilizadas para caracteriza-las, suas potencias aplicacbes

biotecnoldgicas e os desafios em torno de seu emprego.
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1. Introducéo

Um dos grandes marcos do século XX foi a descoberta de antibidticos pelo
médico inglés Alexander Fleming, o qual revolucionou a medicina, visto que
possibilitou o tratamento de infeccbes bacterianas que até entdo seriam letais ou
muito debilitantes. Entrentanto, o uso continuo e excessivo de antimicrobianos na
saude e na agricultura tem impulsionado a selecdo evolutiva de organismos
resistentes. Atualmente encaramos um problema crescente de saude publica mundial
devido ao surgimento de bactérias patogénicas resistentes aos tratamentos
farmacoldgicos disponiveis.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica como "alarmante" a
situacdo criada pelo uso indiscriminado de antibitticos, e estima que cerca de 10
milhdes de pessoas morrerdo de infeccbes causadas por bactérias resistentes até
2050 se nada for feito para tentar reverter a atual situacdo. Além do ritmo preocupante
do desenvolvimento de resisténcia pelos micro-organismos, O progresso na
descoberta de novos antibacterianos diminuiu significativamente nas uUltimas décadas.

Entre as estratégias disponiveis para solucionar este problema, a descoberta
e o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos sao considerados. As novas
alternativas incluem compostos derivados de plantas, bacteri6fagos e peptideos
antimicrobianos conhecidos como bacteriocinas. As bacteriocinas sao proteinas ou
peptideos bacterianos sintetizados por ribossomos, com atividade inibitéria contra
diversas bactérias e apresentam grande potencial biotecnologico. Neste trabalho de
revisdo bibliografica foram apresentadas as principais caracteristicas estruturais e
funcionais das bacteriocinas, suas potencias aplicacbes terapéuticas, as

metodologias utilizadas para caracteriza-las e os desafios em torno de seu emprego.

2. Definigéo e Classificagéo de Bacteriocinas

O estudo das bacteriocinas data de 1925, quando André Gratia observou a
inibicdo de uma cepa de Escherichia coli sobre o crescimento de outras cepas da
mesma espécie. A investigacdo foi continuada por Fredericq, Hamon, Péron, entre
outros, e, embora a inibicho de uma cepa bacteriana por outra tenha sido, as

bacteriocinas se distinguiram dos outros antimicrobianos conhecidos na época e,



portanto, receberam um nome distinto por Jacob, Lwoff, Siminovitch e Wollman em
1953 (Reeves, 1965).

Bacteriocinas sdo peptideos com atividade antimicrobiana sintetizados
ribossomicamente e liberados no meio extracelular. Essas moléculas séo sintetizadas
por bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e arquéias e constituem um grupo
heterogéneo de peptideos com relacdo ao tamanho, estrutura, modo de acéo,
poténcia e aspecto antimicrobiano, mecanismos de imunidade e alvos celulares. As
bacteriocinas apresentam acao bactericida ou bacteriostatica (Cotter et al., 2013;
Garcia-Gutierrez et al., 2019).

Devido a natureza heterogénea das bacteriocinas, diferentes critérios para
classifica-las tém sido descritos. A forma de classificacdo mais aceita € baseada em
diferencas estruturais. Entretanto, diferentes classes e subclasses tém sido propostas

ao longo dos anos (Figura 1).

Cotter et al. propdem Cotter et al. prop6em separar as
Jacaob et al. uma classificagdo em bacteriocinas produzidas por
criam o termo apenas duas classes, bactérias Gram-positivas das que
“bacteriocina” excluindo as Classes llI sdo produzidas por Gram-negativas

e IV de Klaenhammer

1953 2005 2013 -
1925 1993 2006
Gratia observa e Klaenhammer propde classificar as Heng e Tagg propdem unir elementos
descreve a agdo bacteriocinas em quatro classes; a das classificagbes de Klaenhamer e de
de uma Classe Il é subdividida em trés Cotter et al.; também rearranjam as
bacteriocina subclasses subdivisbes da Classe Il, subdividem as

Classes | e lll em subclasses e criam
uma nova Classe IV

Figura 1. Linha do tempo demonstrando as diferentes classificacdes das bacteriocinas baseada em
diferencas estruturais propostas ao longo dos anos em ordem cronoldgica (adaptado de Ogaki et al.,
2015)

Em 1993, Klaenhammer separou as bacteriocinas em quatro classes:
* Classe I: referente as bacteriocinas de peso molecular < 5kDa, termoestaveis, que
sofrem modificacbes pos-transcricionais e que contém aminoacidos incomuns

(lantionina, 3-metil lantionina). Essas bacteriocinas sdo chamadas de lantibidticos.
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* Classe Il: referente as bacteriocinas de peso molecular <10 kDa, termoestaveis e
gue nao sofrem modificacdes pos-transcricionais. A Classe Il seria subdividida em
lla (tipo-pediocina), lIb (composta de dois peptideos) e lic (outras bacteriocinas).

* Classe llI: referente as bacteriocinas de peso molecular > 30kDa e termolabeis.

» Classe IV: referente a complexos de bacteriocinas que contém lipideos ou
carboidratos na suas estruturas.

Em 2005, Cotter e colaboradoes excluiram as Classes Il e IV da classificacao
de Klaenhammer (1993) e propuseram dividir as bacteriocinas em apenas duas
classes principais:

* Classe I: referente aos lantibioticos.

* Classe II: referente as bacteriocinas ndo-lantibiéticos. A Classe Il seria subdividida
em lla (tipo-pediocina), IIb (dois peptideos), llc (ciclicos) e lld (outros).

Em 2006, Heng e Tagg propuseram uma classificacdo que, além de unir
divisbes de classes adotadas por Klaenhammer (1993) e Cotter e colaboradores
(2005), subdividiria as bacteriocinas da Classe | em la (lantibidticos lineares), Ib
(globulares) e Ic (multicomponentes) e as bacteriocinas da Classe Il em llla
(bacterioliticas) e lllb (ndo-bacterioliticas). Eles também propuseram rearranjar as
bacteriocinas da Classe Il em lla (tipo-pediocina), llb (outros) e llc (multicomponente)
e agrupar os peptideos ciclicos em uma Classe IV.

Em 2013, Cotter e colaboradores propuseram separar as bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-positivas das que sao produzidas por Gram-negativas:
» Classe I referente as bacteriocinas produzidas por Gram-positivas que sofrem

extensas modificacdes pds-traducionais.

» Classe Il referente as bacteriocinas produzidas por Gram-positivas que nao sofrem
modificacdes pos-traducionais ou que sofrem modificagbes modestas, como a
formacao de pontes dissulfeto, a circularizagao ou a adicdo de N-formilmetionina.

* Microcinas: referente as bacteriocinas produzidas por Gram-negativas de peso
molecular <10kDa.

* Colicinas: referente as bacteriocinas produzidas por Gram-negativas de peso
molecular >10kDa.

A classificacdo das bacteriocinas continua sendo bastante debatida e
controversa, sendo comum designacdes diferentes para uma mesma bacteriocina,
dependendo do autor. Cerca de onze subclasses de lantibioticos ja foram sugeridas.

Alguns autores atribuem as bacteriocinas contendo ligacdes entre um enxofre de um
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residuo de cisteina e um a-carbono (e.g., turicina CD e subtilosina A) a uma subclasse
chamada de sactibidticos. Outros atribuem as bacteriocinas caracterizadas por sua
estrutura distinta como lago ou looping (e.g., microcina J25) como lasso-peptideos
(Hassan et al., 2012; Cotter et al., 2013; Garcia-Gutierrez et al., 2019).

Apesar da falta de consenso em relacédo a classificacéo, para este trabalho
foram elaboradas duas tabelas agrupando e descrevendo as bacteriocinas de acordo
com as classificagfes mais comumente observadas em artigos cientificos publicados

nos ultimos anos (Tabelas 1 e 2).

10



Tabela 1: Classificagdo das bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram-positivas de acordo com

tamanho, composi¢cdo e modificacdes moleculares (Hassan et al., 2012; Cotter et al., 2013; Perez et
al., 2014, Collins et al., 2017; Garcia-Gutierrez et al., 2019; Simons et al., 2020).

Peso molecular <5kDa,;
termoestaveis; modificacdes
pés-transcricionais; presenca
de amino&cidos incomuns
(lantionina, 3-metil lantionina);
chamados de lantibidticos

e.g., nisina, epidermina,
gallidermina, mutacina 1140,
subtilina, lacticina 3147, turicina
CD, nukacina ISK-1

Peso molecular >30kDa;
termolabeis

Peso molecular <10 kDa;
termoestaveis; auséncia de
modifica¢des pos-
transcricionais

Bacterioliticas; chamadas de
bacteriolisinas

Estrutura linear com pontes
dissulfeto entre dois residuos
de cisteina,; forte atividade
antilisterial; sequéncia
conservada (YGNGVXC) na
regido N-terminal; chamadas
de tipo-pediocina;

e.g., lisostafina

e.g., pediocina PA-1,
enterocina A, enterocina P,
leucocina A, leucocina C,
sakacina P

Formados por dois peptideos N&o-bacterioliticas
que agem sinergicamente;

e.g., helveticina J

e.g., lactococina G, lactococina

Q, plantaricina EF, plantaricina
JK, salivaricina P

Estrutura circular; catidnicos;
hidrofébicos;

e.g., enterocina AS-48,
garvicina ML, lactociclicina Q,
leucociclicina Q

Bacteriocinas que néo se
encaixam nas outras
subclasses (estrutura linear;
formados por um peptideo;
néo-tipo-pediocina;)

e.g., lactococina A, lactococina
B, enterocina B, garvicina KS,
lacticina Q, leucocina Q,
leucocina N, liqgueniocina 50.2
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Tabela 2: Classificacdo das bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram-negativas de acordo com

tamanho, composi¢cdo e modificacdes moleculares (Hassan et al., 2012; Cotter et al., 2013; Perez et
al., 2014; Collins et al., 2017; Garcia-Gutierrez et al., 2019; Simons et al., 2020)

Microcinas

Colicinas

Tipo-Colicinas

Piocinas/Tipo-cauda de
fagos

Peso molecular
<10kDa

Subclasse |

Peso molecular <5kDa;
modifica¢des pos-
traducionais;
codificadas em
plasmideos;

e.g., microcina C7,
microcina J25,
microcina B17,
microcina D93

Subclasse Il

Peso molecular >10
kDa; produzidas por
Escherichia coli;

e.g., colicina A, colicina
B, colicina E1, colicina
K, colicina 5

Peso molecular >10
kDa; produzidas por
outras espécies;

e.g., klebicina KpneM,
klebicina KpneM2,
klebicina KvarM, S-

piocina

Peso molecular >10
kDa; cilindricos;
formadores de poros
na membrana celular;

e.g., piocina S6, R-
piocina, F-piocina

Peso molecular entre 5
e 10kDa; modificagcbes
pés-traducionais
minimas ou
inexistentes;
codificadas em
Cromossomos;

e.g., microcina E492,
microcina V, microcina
L, microcina H47,
microcina 24

2.1.

Aplicacéo industrial de bacteriocinas

Com base em estudos bioquimicos e genéticos, varias bacteriocinas ja foram

caracterizadas, como,

por

exemplo,

lactocinas,

epideminas,

lactococcinas,

plantaricinas, pediocinas, enterocinas, mersacidina entre outras. As bactérias acido-
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lacticas sdo membros da microbiota normal de muitos alimentos e conhecidas por
produzirem uma gama de bacteriocinas. Deste modo, um dos principais setores
impactados pelas bacteriocinas é a industria agroalimentar, onde elas vém sendo
utilizadas e exploradas para o controle e prevencao do crescimento de certos micro-

organismos em alimentos (Cotter et al., 2005; Simons et al., 2020).

2.1.1. Nisina

A nisina é uma bacteriocina classificada como um lantibiotico, produzida por
um grupo de bactérias Gram-positivas, o qual inclui espécies de Lactococcus e
Streptococcus. Nas Ultimas décadas, a nisina foi amplamente utilizada como um
biopreservativo alimentar. Ela foi aprovada pela Organizagcdo Conjunta das Nacoes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura/Organizacdo Mundial da Saude (FAO/OMS)
em 1969 como um aditivo alimentar seguro, e pela Food and Drug Administration
(FDA) em 1988, recebendo uma designacao de "geralmente considerada segura”
(GRAS) para uso em queijos processados. Esta é a unica bacteriocina aprovada como
conservante de alimentos em mais de 40 paises, incluindo o Brasil. No entanto, o
interesse na nisina comecgou a se expandir para além da indastria alimenticia, visto
gue diversos estudos tém revelado um grande potencial de aplicacdo da nisina na
terapia (Shin et al., 2016).

2.1.2. Pediocina PA-1

Até o momento, a nisina foi a Unica bacteriocina licenciada como conservante
de alimentos. No entanto, o potencial da pediocina PA-1 ja foi explorado
comercialmente utilizando suas cepas produtoras e/ou seus fermentados contendo a
pediocina PA-1. Tendo em vista sua associacdo tipica com a fermentacdo de
alimentos e sua longa tradicdo como bactérias de qualidade alimentar, as bactérias
acido-lacticas produtoras de pediocina PA-1 sdo designadas como "geralmente
reconhecidas como seguras" (GRAS) e, portanto, os beneficios desta bacteriocina ja
vém sendo utilizados dessa maneira. Embora a pediocina PA-1 ndo tenha um
espectro antimicrobiano tdo amplo quanto o da nisina, ela apresenta uma atividade
particularmente forte contra Listeria monocytogenes, uma bactéria patogénica de

preocupacao significativa na industria alimenticia. (Rodriguez et al., 2002)
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2.1.3. Outras bacteriocinas

Além das preparacgfes disponiveis comercialmente de nisina e pediocina PA-
1, outras bacteriocinas, como a enterocina AS-48, uma bacteriocina circular, e a
lacticina 3147, um lantibidtico de dois peptideos, tém apresentado um potencial futuro
como aditivos alimentares. A capacidade da enterocina AS-48 e da lacticina 3147 em
controlar bactérias deteriorantes e de inativar cepas patogénicas presentes em
diversos produtos alimenticios de origem animal e vegetal tem sido amplamente
evidenciada. (Galvez et al., 2007; Suda et al., 2012; Grande Burgos et al., 2014).

3. Genética e biossintese das bacteriocinas

Os determinantes genéticos para a expressdo das bacteriocinas estédo
presente sno cromossomo ou em plasmideos. Varios agrupamentos de genes
envolvidos na biossintese de bacteriocinas ja foram descritos, observando-se
caracteristicas em comum entre as varias classes. O operon de genes dos
lantibidticos (classe 1) inclui genes que codificam o peptideo precursor, proteinas
responsaveis pela imunidade inata, um transportador ABC, enzimas de modificagéo,
um sistema regulatério de dois componentes e o gene regulador da expresséo (Figura
2). O cluster de genes de bacteriocinas tipo-pediocina (classe lla) inclui genes que
codificam o peptideo precursor, proteinas responsaveis pela imunidade inata, um
transportador ABC, uma proteina para translocacdo extracelular e o sistema
regulatorio de trés componentes, composto por um peptideo indutor, uma proteina
histidina quinase associada a membrana e um regulador de resposta citoplasmatica.
O cluster de genes de bacteriocinas circulares (classe lIc) inclui genes que codificam
0 peptideo precursor, uma proteina responsavel pela imunidade inata, um
transportador ABC e uma proteina de membrana pertencente a familia de proteinas
DUF95, que se presume estar envolvida na circularizagdo da bacteriocina, apesar da

falta de evidéncia experimentais (Perez et al., 2018; Garcia-Gutierrez et al., 2019).
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mutR  mutA mutA? mutB mutC mutD mutP mutT  mutF mutE mutG

Figura 2. Exemplo da organizagdo do operon de genes envolvidos na biossintese do lantibiético
mutacina | de Streptococcus mutans. Em bordd: gene regulatério; vermelho: proteina precursora
(codifica o pro-peptideo); laranja: proteinas de modificacdo; verde: um gene adicional; amarelo:

relacionado com transporte e processamento, e azul: imunidade (adaptado de Kamiya et al., 2011).

A maioria das bacteriocinas séo sintetizadas pelos ribossomos como peptideos
precursores compostos por um peptideo lider/sinal N-terminal e um pro-peptideo
principal C-terminal. O peptideo lider N-terminal pode servir como uma protecao para
a cepa produtora contra a acao antimicrobiana do propeptideo C-terminal, sendo
clivado apenas quando o peptideo precursor for secretado para o exterior da célula;
ou ele pode desempenhar um papel importante na maturacao e transporte do pro-
peptideo C-terminal, servindo como um sitio de reconhecimento para enzimas
envolvidas nesses processos ou garantindo que o pro-peptideo C-terminal esteja em
uma conformacao adequada para interagir com essas enzimas. No entanto, algumas
bacteriocinas atipicas séo sintetizadas sem uma extensdo N-terminal, sendo
chamadas de "bacteriocinas sem lider" (por exemplo, enterocina L50, garvicina KS,
lacticina Q). Essas bacteriocinas ndo passam por nenhuma modificacdo poés-
traducional e se tornam ativas logo apds a traducédo (Perez et al., 2018; Garcia-
Gutierrez et al., 2019; Simons et al., 2020).

As cepas produtoras de bacteriocinas sdo protegidas da atividade de seus
préprios produtos por sistemas de imunidade. Esses sistemas variam, mas
geralmente dependem da producdo de uma Unica proteina que bloqueia a entrada da
bacteriocina na membrana ou que protege um alvo especifico. Os genes que
codificam essas proteinas sdo geralmente encontrados nos clusters de genes da

bacteriocina (Bastos et al., 2015).
4. Atividade antimicrobiana das bacteriocinas frente a outras bactérias
O espectro de acao e a poténcia da atividade antimicrobiana das bacteriocinas

sdo bastante diversificados e variam entre e dentro das varias classes. Algumas

bacteriocinas apresentam um espectro restrito, tendo atividade contra cepas
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estreitamente relacionadas as cepas produtoras, enquanto que outras apresentam um
espectro amplo, contra uma variedade de géneros diferentes. As cepas produtoras de
bacteriocina sdo protegidas da atividade de seus préprios produtos por sistemas de
imunidade; consequentemente, uma cepa produtora de bacteriocina normalmente nao
€ sensivel a acdo de sua bacteriocina produzida. Bacteriocinas produzidas por
bactérias Gram-positivas geralmente apresentam melhor atividade contra bactérias
Gram-positivas, e bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas apresentam
melhor atividade contra bactérias Gram-negativas. A membrana externa das espécies
Gram-negativas geralmente as protege das bacteriocinas produzidas por espécies
Gram-positivas. Entretanto, sob condi¢cdes de estresse, como ambientes &cidos,
altamente salinos, contendo quelantes ou com alta variacdo de temperatura, certas
bactérias Gram-negativas tornam-se sensiveis a bacteriocinas produzidas por
espécies Gram-positivas. (Cotter et al., 2013; Bastos et al., 2015; Garcia-Gutierrez et
al., 2019; Meade et al., 2020; Simons et al., 2020).

5. Mecanismos de a¢cédo descritos para as bacteriocinas

Bacteriocinas possuem diferentes mecanismos de acdo. Esses mecanismos
podem ser divididos em: (i) aqueles que funcionam essencialmente no envoltorio
celular, interferindo na integridade deste, e (ii) aqueles que funcionam essencialmente
no interior da célula, interferindo com a expressdo génica e sintese proteica. A
interferéncia na integridade da membrana celular bacteriana pode ser o resultado da
interacdo direta da bacteriocina com a membrana ou com uma molécula de docagem,
como o componente Lipidio Il, o sistema Manose Fosfotransferase (Man-PTS) ou
algum outro receptor especifico. Subsequentemente ocorrera a permeabilizacdo da
membrana e formacdo de poros, induzindo vazamento de ions e metabdlitos,
despolarizacdo do potencial da membrana, desregulagdo osmética e, finalmente, lise
celular. As bacteriocinas que interagem com o Lipidio Il, além de produzirem poros na
membrana celular, inibem a sintese da parede celular. E importante considerar que
as bacteriocinas que interagem com o Lipidio Il ligam-se a sitios diferentes que a
vancomicina, e assim mantém atividade contra patbgenos Gram-positivos resistentes
a vancomicina. A interferéncia na expressao génica e sintese proteica resulta da

inibicdo ou degradacdo de enzimas intracelulares essenciais nos metabolismos de
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acidos nucleicos e proteinas (Cotter et al., 2013; Bastos et al., 2015; Perez et al., 2018;
Garcia-Gutierrez et al., 2019; Meade et al., 2020; Simons et al., 2020).

Observa-se caracteristicas em comum dentro das varias classes: muitos
lantibidticos atuam interagindo com o Lipidio Il, embora haja algumas excecdes. As
bacteriocinas tipo-pediocina (classe lla) atuam interagindo com o sistema Man-PTS.
As bacteriocinas circulares (classe lic) atuam ingeragindo diretamente com a
membrana celular, provocando sua permeabilizacdo. Acredita-se que o fato das
bacteriocinas circulares terem forte carga positiva facilite sua interacao eletrostatica
com a membrana bacteriana de carga negativa sem a necessidade de um receptor.
As colicinas atuam interagindo com receptores especificos na superficie das células-
alvo, mas tém diferentes modos de acgédo: (i) inibir a sintese de proteinas e/ou (i)
danos na molécula de do DNA (Cotter et al., 2013; Bastos et al., 2015; Perez et al.,
2018; Garcia-Gutierrez et al., 2019; Meade et al., 2020; Simons et al., 2020).

6. Identificagdo, purificagéo e caracterizagdo das bacteriocinas

E possivel obter bacteriocinas produzidas por bactérias provenientes de
diversos ambientes. As bacteriocinas descobertas nos ultimos anos foram isoladas
principalmente de bactérias presentes em solos, alimentos fermentados, intestinos de
animais e fezes humanas. Os métodos primordiais e mais utilizados para a triagem de
cepas potencialmente produtoras de bacteriocinas baseiam-se na identificacdo da
atividade antimicrobiana de seus sobrenadantes livres de células e de seus extratos
purificados. Para os testes de difusdo em disco ou em pocos, inocula-se as cepas
indicadoras no meio agar de cultura e aplica-se nos discos ou nos pog¢os presentes
no meio os extratos purificados ou os sobrenadante obtidos por centrifugacdo. Para
ambos meétodos, a atividade antimicrobiana é avaliada pela medicdo da zona de
inibicdo de crescimento em torno do ponto de aplicagao da bacteriocina. Pode-se fazer
também um teste de sobreposicdo, em que se cultiva em meio agar de cultura a cepa
produtora e, subsequentemente, sobrepde-se agar semi-soélido inoculado com a cepa
indicadora no meio, estimando a atividade pela inibicdo do crescimento da cepa
indicadora. Outra op¢do € inocular a cepa indicadora no meio liquido de cultura
juntamente com o sobrenadante e avaliar o crescimento por densidade Optica. Essas
técnicas apresentam limitacdes, ja que a bactéria pode ndo ser capaz de crescer no

meio de cultura disponivel ou o crescimento in vitro pode néo fornecer as condicdes
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adequadas para induzir a biossintese da bacteriocina. Contornando essas limitacées,
atualmente muitos estudos realizam testes de triagem in silico usando softwares
como BAGEL e BACTIBASE, os quais permitem a identificacdo de clusters de genes
de bacteriocinas putativos por meio de um banco de dados. Esses softwares
escaneiam o genoma bacteriano em busca de bacteriocinas putativas derivadas de
fases de leitura aberta (open reading frames ou “ORF”) e analisam em torno dos
ORFs em busca de proteinas/enzimas putativas envolvidas na sintese, transporte e
imunidade. (Collins et al., 2017; Zou et al., 2018; Garcia-Gutierrez et al., 2019).

Os métodos de purificacdo escolhidos dependem das caracteristicas
moleculares da bacteriocina, como massa molecular e carga elétrica. Os principais
métodos usados envolvem precipitacdo com sulfato de amonio, troca catidnica,
cromatografia de filtracdo em gel (GFC) e cromatografia em fase liquida de alto
desempenho (RP-HPLC) (Collins et al., 2017; Zou et al., 2018; Garcia-Gutierrez et al.,
2019).

A massa molecular da bacteriocina empregada para a caracterizagdo pode ser
determinada por eletroforese em gel de tricina dodecilsulfato de sédio-poliacrilamida
(Tricine-SDS-PAGE), dessorcao a laser assistida por matriz/espectrometria de tempo
de ionizacdo de massa de voo (MALDI-TOF-MS) e espectrometria de massa por
cromatografia liquida com ionizacéo por eletrospray (LC-ESI-MS). A caracterizacao
da estabilidade térmica, enzimatica e ao pH da bacteriocina € importante para
assegurar sua funcao nas diferentes condi¢des, como durante testes in vitro e in vivo
e em circunstancias clinicas. Para isso, os extratos purificados ou os sobrenadante
sao ajustados a diferentes valores de pH, tratados com diferentes enzimas e mantidos
em diferentes temperaturas; em seguida, avalia-se novamente a atividade
antimicrobiana da bacteriocina (Collins et al., 2017; Zou et al., 2018; Garcia-Gutierrez
et al., 2019).

O conjunto de todas estas caracteristicas auxilia na identificacéo e classificacao

das bacterianas.

7. Atuacéo das bacteriocinas sobre a microbiota

A microbiota € definida como a comunidade de micro-organismos que habitam
um ecossistema. Entre 0os micro-organismos que compdem esta comunidade, estao

principalmente as bactérias, seguidas dos fungos, virus e alguns protozoarios. As
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comunidades microbianas e seus metabdlitos sdo benéficos ao hospedeiro, visto que
Sao necessarios para a homeostase imunologica e para prevenir muitas doencas ao
hospedeiro. A alta densidade celular da microbiota humana resulta em contato direto
entre células da mesma espécie e de espécies diferentes, estimulando interacdes
microbianas cooperativas e antagonicas. Nesses ambientes, a producdo de
bacteriocinas pode fornecer um mecanismo pelo qual seus produtores obtém uma
vantagem competitiva sobre as cepas vizinhas sensiveis. Esta vantagem tem sido
associada a producéo de bacteriocinas e € promovida por meio de trés mecanismos
distintos: (i) auxiliando na colonizacéo e sobrevivéncia da cepa produtora; (ii) inibindo
diretamente o crescimento de cepas invasoras; e (iii) atuando como peptideos
sinalizadores (moléculas de quorum-sensing). Dessa forma, as bacteriocinas podem
ser consideradas como elementos reguladores, que equilibram a relagdo entre
bactérias no mesmo ambiente (Dobson et al., 2012; Hegarty et al., 2016; Garcia-
Gutierrez et al., 2019).

Kommineni e colaboradores (2015) desenvolveram um modelo de colonizacao
do intestino de camundongo por Enterococcus faecalis para avaliar a importancia do
plasmideo conjugativo pPD1 expressando a bacteriocina 21 na coloniza¢do. Apos a
suplementacao na dieta dos camundongos com E. faecalis contendo pPD1, observou-
se gue estas cepas superaram em proporgdo as cepas indigenas, e que o pPD1 foi
transferido por conjugacdo para outras cepas de E. faecalis no intestino. Em
comparacao, suplementou-se na dieta cepas de E.faecalis com plasmideo pD1 nédo-
funcional, sem expressdo de bacteriocina 21, e observou-se que estas cepas nao
apresentaram vantagem sobre as cepas indigenas na colonizacdo e que ainda
apresentaram persisténcia prejudicada no trato gastrointestinal em comparac¢do com
as cepas indigenas e as cepas contendo pPD1 funcional. Os autores ressaltam que
esse resultado € possivelmente devido ao fardo excessivo de manter um grande
plasmideo n&o-funcional. Portanto, estes achados sugerem que o0 plasmideo
conjugativo pPD1 expressando a bacteriocina 21 oferece ao E. faecalis uma
colonizagdo mais eficaz do intestino.

Umu e colaboradores (2016) examinaram os efeitos de cinco cepas diferentes
produtoras de bacteriocinas, em comparagdo com suas cepas mutantes isogénicas
nao-produtoras de bacteriocinas, sobre microbiota intestinal de camundongos
saudaveis. As bacteriocinas estudadas foram sakacina A, pediocina PA-1, enterocinas

P, Q e L50, plantaricinas EF e JK e garvicina ML. Ap0s a suplementagéo na dieta dos
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camundongos com as cepas, observou-se que a estrutura geral da microbiota
intestinal permaneceu praticamente inalterada, exceto pela inibicdo de algumas
bactérias, como Staphylococcus sp. e Clostridium sp., e pelo aumento na presenca
de bactérias &cido-laticas. Estes achados sugerem que véarias dessas cepas
produtoras de bacteriocinas tém o potencial de recompor a microbiota intestinal de
forma favoravel ao hospedeiro sem causar grandes perturbacoes.

Kim e colaboradores (2019) demonstraram que Blautia producta BPscsk reduz
o crescimento de Enterococcus faecium resistente & vancomicina (VRE) in vitro e in
vivo em camundongos pela secrecdo de um lantibidtico semelhante a nisina-A,
embora tenha pouca atividade contra bactérias comensais intestinais. Por meio de
andlises de amostras fecais de pacientes submetidos a trasplantes de medula 6ssea,
0s quais correm alto risco de infeccdo por VRE, observou-se uma abundancia
significativa na expressdo dos genes de lantibioticos correlacionada inversamente
com a abundancia relativa de VRE nas amostras.

Crowther e colaboradores (2013) induziram uma infecgdo por Clostridium
difficile em um modelo de intestino in vitro preparado com fezes humanas e
compararam a capacidade da vancomicina e da bacteriocina NVB302 em tratar a
infeccdo separadamente. Os autores monitoraram a microbiota intestinal indigena e a
presenca de C. difficile e seus esporos e toxinas. Ambos NVB302 e vancomicina foram
eficazes no tratamento da infeccdo simulada, sendo que NVB302 ndo apresentou
inferioridade em relagdo a vancomicina e teve menos efeitos deletérios contra as
cepas de Bacteroides fragilis.

Estudos como estes indicam que a expressao de bacteriocinas oferece a seus
produtores uma vantagem competitiva sobre outras bactérias e propdem a
investigagdo de seu uso para fins terapéuticos, visando eliminar ou inibir o

crescimento de espécies patogénicas na microbiota humana.

8. Atividade das bacteriocinas sobre biofilmes

Biofilmes sdo comunidades sésseis de bactérias incorporadas em uma matriz
polimérica extracelular, podendo ser fixadas a substratos bidticos ou abidticos. A
formacéo de biofilme confere aos microrganismos resisténcia a varios fatores fisico-
quimicos, bem como protecdo contra substancias antimicrobianas. Microrganismos

gue residem em biofilmes podem desenvolver tolerancia a agentes antimicrobianos
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por meio de dorméncia metabdlica ou persisténcia molecular. Por esse motivo, as
infeccbes envolvendo biofilmes ndo sdo facilmente trataveis com as terapias
existentes e comumente empregadas, podendo haver longos periodos de quiescéncia
clinica (Koo et al., 2017; Mathur et al., 2018).

Novas abordagens terapéuticas de controle de biofilmes vém sendo estudadas.
Dobson e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de diferentes concentracdes da
lacticina 3147 sobre a formacao de biofilmes e sobre biofilmes maduros de cepas de
Streptococcus mutans. Os autores observaram que a lactina 3147 na concentracao
de 6,25 pmol/L reduzia em 90% a formacdo de biofilme em todas as cepas testas,
aparentemente devido a uma reducdo no namero de células e na capacidade de
adesdo a superficie de S. mutans. Entretanto, sobre biofilmes maduros a lacticina
3147 apresentou reduzidas atividade. Nas cepas de S. mutans DPC6143 e UA159
houve uma reducdo de 50% nos biofilmes maduros, jA sobre a cepa S. mutans
DPC6155, a reducéo foi de 24%.

A atividade da piocina S2 sobre biofiimes de Pseudomonas aeruginosa foi
testada por Smith e colaboradores (2012). Os autores demonstraram que a piocina
S2 exibiu uma potente atividade inibitéria na formacao de biofilme de isolados clinicos
de P. aeruginosa. Os autores avaliaram a capacidade da piocina S2 em tratar uma
infeccdo por P. aeruginosa em lagartas Galleria mellonella. Para isso, vinte larvas
foram inoculadas com 10°4 UFC de P. aeruginosa YHP14 e apos 3 horas injetadas
com piocina S2 (27 mg/kg) ou solucao salina tamponada com fosfato (grupo controle).
As larvas foram monitoradas a cada 2 horas. Larvas no grupo controle morreram em
12 a 14 horas apdés a infeccdo, enquanto que aquelas tratados com piocina S2
sobreviveram até o experimento ser interrompido em 72 horas.

Os efeitos de diferentes tipos de bacteriocinas (nisina A, lacticina Q e nukacina
ISK-1) sobre biofilmes maduros de um isolado clinico de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) foram avaliados por Okuda e colaboradores (2013).
Entre as bacteriocinas testadas, a nisina A apresentou a maior atividade bactericida
contra células planctonicas e células sésseis. A lacticina Q também mostrou atividade
bactericida contra células planctdnicas e células sésseis, mas sua atividade contra
células sésseis foi significativamente menor do que a da nisina A. Nukacin ISK-1
mostrou atividade bacteriostatica contra células planctbnicas e ndo mostrou atividade

bactericida contra células sésseis.
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Saising e colaboradores (2012) investigaram o efeito da galidermina isolada de
Staphylococcus gallinarum sobre duas cepas estafilocécicas (S. aureus SA113 e
Staphylococcus epidermidis O47) formadoras de biofilme. Os autores observaram que
a gallidermina inibiu o crescimento de estafilococos de uma forma dependente da
dose e preveniu eficientemente a formacdo de biofilme por ambas as cepas. No
entanto, uma subpopulacdo de 0,1 a 1,0% de células "persistentes” de um estado
genético e fisioldgico desconhecido ndo foram afetadas pela presenca da
bacteriocina. Além disso, assim como muitos outros antimicrobianos testados, a
galidermina mostrou atividade limitada contra células sésseis dentro de biofilmes
maduros.

GOmez e colaboradores (2012) testaram a atividade da enterocina AS-48
empregada isoladamente e em combinagdo com biocidas (cloreto de benzalcénio,
cetrimida, brometo de didecildimetilamonio, clorexidina, hexaclorofeno, entre outros)
contra um coquetel de cepas de Listeria monocytogenes no estado plancténico, bem
como em biofilmes formados em placas de microtitulacdo de poliestireno. Observou-
se gue os biocidas inibiram completamente o crescimento das células plancténicas de
L. monocytogenes em concentracbes 4 a 10 vezes menores do que suas
concentracdes inibitérias minimas (MIC) quando em combinacdo com a enterocina
AS-48. A enterocina AS-48 também potencializou a atividade da maioria dos biocidas
contra células sésseis de L. monocytogenes e diminuiu a aderéncia e a formacgéo de
biofime do coquetel de células em placas de microtitulagdo de poliestireno.
Posteriormente, Gomez e colaboradores (2014) testaram a enterocina AS-48
isoladamente e em combinacdo com biocidas (cloreto de benzalcénio, cetrimida,
brometo de didecildimetilamdnio, clorexidina, hexaclorofeno, entre outros) contra um
coquetel de seis cepas de S. aureus (sendo trés resistentes a meticilina) no estado
plancténico e em biofilmes formados em placas de microtitulacdo de poliestireno. A
inativacdo de células plancténicas por cloreto de benzalcénio, cetrimida e cloreto de
hexadecilpiridinio aumentou significativamente (p<0,05) quando testados em
combinacdo com a enterocina AS-48 (25mg/L). Contudo, ndo houve aumento
significativo da inativagdo pelos outros biocidas quando combinados com a
enterocina. A inativacdo de células sésseis por todos os biocidas testados aumentou
notavelmente quando em combinacdo com a enterocina AS-48, especialmente

guando a bacteriocina foi adicionada a 50 mg/L.
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Cirkovic e colaboradores (2016) avaliaram a atividade da liqueniocina 50.2 e
de um extrato de bacteriocinas produzidas por Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 contra biofilmes de estafilococos coagulase-negativos e de L.
monocytogenes. Observou-se que a liqueniocina 50.2 em concentracdes de 1/2 MIC
e 1/4 MIC inibiu significativamente a formacédo de biofilme de todas as cepas de
estafilococos coagulase-negativos. Ja o extrato bruto BGBU1-4 em concentragcfes de
1/2 MIC e 1/4 MIC inibiu significativamente a formacéao de biofilme de todas as cepas
de L. monocytogenes.

Como apresentado acima, a atividade das bacteriocinas contra biofilmes eleva
ainda mais o valor biolégico de varias bacteriocinas , visto que o controle de bactérias
em biofilmes €& muito dificil de ser feito por antibiéticos convencionais (Mathur et al.,
2018).

9. Potenciais aplicacfes terapéuticas

9.1. Aplicacdo como probidticos

O emprego de bacteriocinas produzidas por bactérias in situ como probioticos
tem sido estudado como um método para modular a composicdo da microbiota
humana e para controlar certas patologias agudas e crénicas (Garcia-Gutierrez et al.,
2019).

9.1.1. Acéao frente a placa dentaria

Diversos estudos tém investigado formas de minimizar os efeitos negativos
associados aos biofilmes de placas dentérias, principalmente sobre S. mutans , por
meio da administracdo de uma cepa produtora de bacteriocina como probiotico
(Mathur et al., 2018). Burton e colaboradores (2006) conduziram um estudo preliminar
sobre os efeitos do probiotico Streptococcus salivarius K12 produtor de bacteriocinas
na composicdo da microbiota bucal e nos parametros de mau odor bucal em
individuos com halitose. Os autores concluiram que o empregado de S. salivarius K12
como probidtico pode fornecer uma estratégia efetiva para reduzir halitose.
Posteriormente, Burton e colaboradores (2013) conduziram um ensaio randomizado,

duplo-cego, controlado por placebo, para determinar a influéncia do probiético S.
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salivarius M18 produtor de bacteriocinas na saude bucal em criancas. Os autores
concluiuram que o probiético S. salivarius M18 pode fornecer beneficios quando
administrado regularmente. Recentemente, Wasfi e colaboradores (2018)
investigaram os efeitos inibitérios de quatro cepas diferentes do probiotico
Lactobacillus sp. produtor de bacteriocinas sobre a formacéo de biofilme dentario,
guorum sensing e sobrevivéncia ao estresse de S. mutans. O estudo demonstou que
o0 probidtico Lactobacillus sp. pode inibir a carie dentéria ao limitar o crescimento e as
propriedades de viruléncia do S. mutans.

9.1.2. Para o tratamento de otite média aguda

A otite média aguda recorrente, motivo importante do uso de antibiéticos na
infancia, tem como principal risco a colonizacdo da microbiota da ouvido médio e da
nasofaringe por mduiltiplos otopatdégenos bacterianos, sendo notada a auséncia ou
baixa abundancia desses otopatégenos na microbiota de criancas sem histérico de
otite média aguda. Uma vez que a antibidticoterapia recorrente pode ter
conseguéncias negativas, como promover a selecédo de otopatdgenos resistentes ou
provocar efeitos adversos, os probidticos se apresentam como uma abordagem
atraente para a prevencéao da otite média aguda recorrente por meio da recomposi¢cao
da microbiota do ouvido médio e da nasofaringe (Cardenas et al., 2019).

Marchisio e colaboradores (2015) conduziram um estudo prospectivo,
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, sobre a eficacia do probidtico S.
salivarius 24SMB produtor de bacteriocinas administrado por via intranasal para a
prevencdo de otite média aguda em criangcas com tendéncia a otite. Foi possivel
verificar neste estudo a capacidade desse probidtico em reduzir a recorréncia de
episédios de otite média aguda nessas criancas. Recentemente, Céardenas e
colaboradores (2019) investigaram a eficacia do probidtico Lactobacillus salivarius
PS7 produtor de bacteriocinas na prevencao de otite média aguda recorrente em um
estudo envolvendo 61 criancas que sofrem desta condicdo. Embora tenham
reconhecido as limitagbes do estudo, como a falta de um grupo controle e de
randomizacao, foi demonstrada uma reducdo significativa na recorréncia de episodios

e na necessidade de administracdo de antibioticos nas criancas.
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9.1.3. No tratamento de transtornos do trato gastrointestinal

Uma vez que perturbacBes no equilibrio da microbiota intestinal estdo sendo
associadas a varias doencas agudas e crbnicas, a aplicacdo racional de probiéticos
produtores de bacteriocina tem sido estudada como um método para modular a
estrutura e funcdo da microbiota intestinal (Garcia-Gutierrez et al., 2019). Foi
demonstrado por Niedzielin e colaboradores (2001) em um estudo randomizado,
duplo-cego, controlado por placebo que o probidtico Lactobacillus plantarum 299V
produtor de bacteriocinas apresentou um efeito benéfico para individuos com
sindrome do intestino irritdvel. Em 2008, Gotteland e colaboradores conduziram um
estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, para avaliar
os efeitos da ingestdo regular de suco de cranberry e do probidtico Lactobacillus
johnsonii Lal produtor de bacteriocinas em criancas colonizadas por Helicobacter
pylori. Os resultados deste estudo sugerem que a ingestdo regular de ambos seja
benéfico em criangcas assintomaticas colonizadas por H. pylori, visto que a
combinacdao foi capaz de inibir a colonizacao desta bactéria no trato gastrointestinal.

9.1.4. Prevencéo da colonizacdo por Streptococcus agalactiae do trato

vaginal

O Streptococcus agalactiae coloniza o trato vaginal de uma grande
porcentagem de mulheres gravidas e, embora a triagem e a profilaxia antibiética sejam
rotineiramente realizadas nesses casos, esta bactéria continua sendo uma importante
causa de infeccdo neonatal grave quando transmitida durante o parto (Patras et al.,
2015). Patras e colaboradores (2015) investigaram a capacidade do probiotico
S.salivarius K12 produtor de bacteriocinas de inibir a colonizacédo por S. agalactiae do
trato vaginal, e seus resultados sugerem que este probidtico tenha potencial como
terapia preventiva ao inibir a colonizagdo vaginal de S. agalactiae, evitando sua

transmissao ao neonato.
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9.1.5. Consideracdes sobre o uso de probiéticos de cepa produtora de

bacteriocina

Ao projetar o desenvolvimento de probidticos de cepa produtora de
bacteriocina, deve-se considerar que, para garantir sua eficacia, a cepa produtora
precisa sobreviver e colonizar a microbiota humana e a bacteriocina precisa estar ativa
neste ambiente. Além disso, deve-se considerar que as bacteriocinas ativamente
produzidas in vitro ndo seréo necessariamente produzidas in vivo, ou podem nao ser
produzidas em quantidades suficientemente altas. Isto € esperado, pois varios fatores
ambientais podem afetar a producdo ou a atividade das bacteriocinas in vivo, tais
como a competicdo de nicho entre as bactérias, a presenca de outras substancias
antimicrobianas e as respostas do hospedeiro. Deve-se também ficar atento ao fato
de que a producdo das bacteriocinas pode ser dependente de estimulos ambientais,
como, por exemplo peptideos sinalizadores (Dobson et al., 2012; Umu et al., 2016;
Garcia-Gutierrez et al., 2019).

9.2. Terapia combinada de bacteriocinas com antimicrobianos

convencionais

Os tratamentos que exploram as interacdes sinérgicas entre os antimicrobianos
convencionais e as bacteriocinas tém se mostrado muito promissores. Acredita-se que
0 uso de combinac¢Bes de antimicrobianos e bacteriocinas pode acelerar o tempo de
tratamento, diminuir a concentracdo de antimicrobiano necessaria e reduzir a
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia ao antimicrobiano ou a bacteriocina.
As combinagbes podem ser formuladas a fim de aumentar a eficacia do tratamento
contra alvos inicialmente pouco sensiveis. Diversos autores relataram combinacgfes
de bacteriocina-antimicrobiano eficazes contra biofilmes; assim, essas combinac¢des
podem ser opcdes uteis no tratamento de infec¢cdes por bactérias de importancia
clinica, como MRSA, P. aeruginosa, Gardnerella vaginalis e S. mutans (Cavera et al.,
2015; Mathur et al., 2017; Mathur et al., 2018).
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9.2.1. Nisina associada a antimicrobianos

Nas Ultimas décadas, a nisina tem sido muito utilizada como um
biopreservativo alimentar, entretanto seu uso como antimicrobiano na area clinica vem
sendo avaliado. Brumfitt e colaboradores (2002) avaliaram a atividade in vitro da nisina
sozinha e combinada com bacitracina, ramoplanina e cloranfenicol contra MRSA e
VRE. Observou-se que a nisina agiu sinergicamente com a ramoplanina e foi
ligeiramente mais ativa contra VRE do que contra MRSA. No entanto, para algumas
cepas, a atividade da nisina foi antagonizada pelo cloranfenicol e por baixas
concentracfes de ramoplanina. A atividade in vitro de 18 antimicrobianos diferentes
em combinagdo com a nisina foi testada contra cepas de Enterococcus faecalis por
Tong e colaboradores (2014). Dentre os 18 antimicrobianos testados, a combinacgéo
da nisina com penicilina, ciprofloxacina e cloranfenicol apresentou atividade
antibiofilme mais forte, quando comparada com as atividades dos antimicrobianos
isoladamente.

A capacidade da nisina e seus derivados em potencializar o efeito de
antibioticos convencionais e a sua possibilidade de erradicar células associadas a
biofiime de uma variedade de cepas estafilocécicas foi avaliada por Field e
colaboradores (2016) (a). Os autores observaram que as combinacdes dos derivados
nisina V com penicilina ou nisina 14V com cloranfenicol tiveram um efeito inibitorio
sinergicamente aumentado contra cepas de S. aureus SA113 e S. pseudintermedius
DSM21284 e contra a formacéo de biofilme. Posteriormente, Field e colaboradores
(2016) (b) avaliaram o potencial in vitro da nisina em aumentar a eficacia dos
antibioticos polimixina e colistina contra cepas de P. aeruginosa formadora de biofilme.
Observou-se que as concentragcbes de polimixinas necessarias para inibir
efetivamente a formacéo de biofilme podem ser drasticamente reduzidas quando em

combinag&ao com nisina.

9.2.2. Outras bacteriocinas associadas a antimicrobianos

Alem da nisina, outros estudos tém sido realizados para a avaliar o efeito da
combinacdo de outras bacteriocinas com antimicrobianos no controle de infecbes e
formacao de biofilmes. Noll e colaboradores (2012) avaliaram o potencial in vitro da

subtilosina em inibir G. vaginalis sozinha e em combinacdo com o0s agentes
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antimicrobianos naturais monolaurato de glicerol, arginato laurico e e-poli-I-lisina.
Observou-se que a subtilosina atuou sinergicamente com todos 0s antimicrobianos
naturais escolhidos. Outro estudo conduzido por Draper e colaboradores (2013)
avaliou a atividade in vitro da lacticina 3147 combinada com diferentes antibioticos
empregados para controlar cepas Gram-positivas e Gram-negativas. A polimixina B e
a polimixina E (colistina) exibiram atividade sinérgica com a lacticina 3147,
principalmente contra cepas Gram-negativas.

Ainda em 2013, Naghmouchi e colaboradores avaliaram a atividade in vitro de
colistina (polimixina E) quando combinada com nisina e pediocina PA-1/AcH. Os
autores observaram efeitos sinérgicos entre as moléculas contra cepas Gram-
negativas, incluindo Salmonella choleraesuis ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC
27853, Yersinia enterocolitica ATCC 9610 e E. coli ATCC 35150. A cepa mais sensivel
a colistina foi a E. coli enterohemorragica O157: H7, a qual foi inibida a 0,12 uyg/ ml e
entdo a 0,01 e 0,03 ug/ml quando a colistina foi combinada com a nisina A (1,70 pg/ml)
e com a pediocina PA-1/AcH (1,56 ug/ml), respectivamente.

Recentemente, Aguilar-Pérez e colaboradores (2018) avaliaram a atividade in
vitro da enterocina AS-48 sozinha e em combinacdo o etambutol empregado para o
controle de Mycobacterium tuberculosis. A combina¢do mostrou ser muito eficaz, pois
foi capaz de interagir sinergicamente com o etambutol e inibir o M. tuberculosis
extracelular e no interior de macrofagos infectados. Também em 2018, Chi e Holo
avaliaram o espectro de atividade da garvicina KS e observaram que ela apresenta
um amplo espectro inibitério contra bactérias Gram-positivas e Acinetobacter spp.,
mas um espectro inibiério estreito contra outras bactérias Gram-negativas. Além
disso, a garvicin KS interagiu sinergicamente com a polimixina B contra Acinetobacter
spp. e E. coli. Quando em combinac¢do com nisina e polimixina B, garvicin KS causou
a erradicacgéo rapida e completa de Acinetobacter spp. e de E. coli; jA em combinacao
com nisina e farnesol, causou a erradicagdo rapida e completa de todas as cepas

testadas de S. aureus.

9.2.3. Consideragcbes sobre a combinagcdo bacteriocinas e

antimicrobianos

Ha um grande numero de combinacdes bacteriocina-antimicrobiano que ainda

nao foi investigado. A natureza das interagcbes entre uma bacteriocina e um
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antimicrobiano convenvional deve ser considerada para obter combinacdes eficazes
in vivo. A falta de uma compreensdo precisa dessas interacfes tem impedido o

progresso no emprego dessas combinacdes na terapia (Mathur et al., 2017).

10. Resisténcia bacteriana frente as bacteriocinas

As Dbacteriocinas ainda n&o foram empregadas extensivamente em
circunstancias clinicas, entdo a compreensdo das possiveis complicacdes, como o
aparecimento de cepas resistentes, € baseada principalmente em pesquisas
laboratoriais (Cotter et al., 2013).

10.1. Resisténciainata

A resisténcia inata de uma cepa pode resultar da producdo endogena de
enzimas que degradam bacteriocinas especificas. Este € o caso, por exemplo, das
cepas produtoras de nisinase, enzima degradora de nisina, a qual confere as cepas
resisténcia a nisina. Algumas cepas ndo-produtoras de bacteriocinas possuem
resisténcia inata a certas bacteriocinas por meio de mimetismo imunoldgico, ou seja,
por possuirem genes que codificam proteinas homologas aos sistemas de imunidade
de cepas produtoras. Uma cepa pode também ser resistente a uma bacteriocina por
consequéncia de produzir uma bacteriocina homoéloga a esta (Cotter et al., 2013;
Bastos et al., 2015; Draper et al., 2015). Os 4&cidos teicoicos (TAs) e acidos
lipoteicdicos (LTAS), constituintes da parede celular de bactérias Gram-positivas,
possuem um esqueleto composto por grupos fosfato desprotonizados, o que confere
a parede uma carga elétrica negativa. A esterificacdo desse esqueleto com D-alanina
resulta na incorporacdo de grupos amino carregados positivamente a parede celular,
reduzindo sua carga negativa. Mutacdes nos genes do operon dlt, o qual codifica as
proteinas necessaria para a incorporacéo de D-alanina a TAs e LTAs, tornam esse
processo defeituoso e geram, consequentemente, alteracdes na carga elétrica da
parede da célula. Muitas bacteriocinas tém propriedades catibnicas que as conferem
alta afinidade pela parede celular bacteriana anibnica; entretanto, alteracdes nessa
carga elétrica, como as provocadas por mutacdes no operon dlt, geram repulsao
eletroestatica entre as bacteriocinas e o envelope de células-alvo. O envolvimento do

operon dlt na resisténcia inata a bacteriocinas foi comprovado experimentalmente
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para diferentes espécies Gram-positivas, como S. aureus, C. difficile e Bacillus cereus,

entre outras (Bastos et al., 2015; Draper et al., 2015).

10.2. Resisténcia adquirida as bacteriocinas

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia adquirida as bacteriocinas
variam entre as espécies bacterianas. Em muitos microrganismos investigados, o
fendtipo de resisténcia foi associado a modificagBes da parede celular, como: reducdo
da carga negativa pelo aumento de D-alanina nos LTAs e TAs, alteracdes nas
cadeias laterais de aminoacidos, aleteracBes nas pontes cruzadas peptidicas, e
aumento da espessura da parede celular. Essas alteragcbes podem prejudicar a
capacidade da bacteriocina de interagir com a parede celular. O fenédtipo de
resisténcia também foi associado a modificacdes da membrana citoplasmatica, como
alteracbes na composicdo fosfolipidica ou na proporcdo de &acidos graxos
insaturados:saturados. Essas alteracdes podem resultar em uma membrana
citoplasmatica mais ou menos fluida ou em uma bicamada lipidica de carga elétrica
diferente, o que pode prejudicar a capacidade da bacteriocina de interagir com a
membrana. E importante observar que a resisténcia a bacteriocinas tipo-pediocina
cujo alvo é o Man-PTS ocorre devido a auséncia ou reducdo da expressao das
proteinas receptoras de membranas. Alguns estudos correlacionaram resisténcia a
lantibidticos com aumento na expresséo de proteinas ligadoras de penicilina (PBPSs).
Acredita-se que o aumento da expressao de PBPs reduza a acessibilidade ao Lipidio
Il pelas bacteriocinas ao oculta-lo e ao diminuir sua concentragao extracelular (Cotter
et al., 2013; Bastos et al., 2015; Draper et al., 2015).

11. Vantagens e desvantagens do emprego das bacteriocinas como agentes

teraptéuticos

11.1. Vantagens

Uma das principais vantagens das bacteriocinas € sua natureza de sintese
ribossdmica, 0 que as torna passiveis de estratégias de bioengenharia. Estas
estratégias poderiam ser empregadas para modular o funcionamento e melhorar as

propriedades fisico-quimicas das bacteriocinas, com intencdo de aumentar sua
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bioatividade e biodisponibilidade. Bacteriocinas geralmente exibem niveis
relativamente baixos de citotoxicidade para tecidos humanos e animais. Outra
vantagem € a disponibilidade de bacteriocinas com espectros de agdo diversos. As
bacteriocinas que exibem atividade antimicrobiana de espectro estreito nos
permitiriam atingir micro-organismos patogénicos de maneira especifica sem causar
grande dano a microbiota humana, contribuindo para manter um equilibrio nas
populacdes microbianas e evitando complicagdes associadas ao tratamento,
enquanto que as bacteriocinas que exibem atividade antimicrobiana de amplo
espectro nos permitiriam tratar empiricamente infeccdes de etiologia desconhecida
(Cotter et al., 2013; Mathur et al., 2017; Mathur et al., 2018).

11.2. Desvantagens

Uma desvantagem do uso de bacteriocinas na terapia € a dificuldade de sua
administracao por via oral, devido a possibilidade de serem degradados por proteases
digestivas no intestino. No entanto, isso pode ser contornado por tecnologias de
encapsulamento ou por administracdo por via parenteral. Igualmente pode-se levar
em consideracdo técnicas de bioengenharia que aumentem a resisténcia desses
peptideos frente as proteases. Assim como 0s antimicrobianos convencionais, 0 uso
excessivo de bacteriocinas pode levar a patdgenos resistentes. Uma abordagem para
evitar o surgimento de bactérias resistentes € o uso combinado de bacteriocinas com
diferentes mecanismos de acdo, o que permitiria a administracdo de doses menores.
Outra abordam é a combinacdo de antimicrobianos convencionais e bacteriocinas
com diferentes mecanismos de acao, visto que o0 desenvolvimento de resisténcia
cruzada € menos provavel. Entretanto, como a resisténcia a uma determinada
bacteriocina pode se estender a outras bacteriocinas, principalmente da mesma
subclasse, € aconselhavel que as combinacdes sejam testadas com o objetivo de
investigar o desenvolvimento de resisténcia cruzada (Cavera et al., 2015; Bastos et
al., 2015; Mathur et al., 2017).

11.3. Desafios do uso das bacteriocinas na terapia

Fatores criticos para aumentar o potencial sucesso na terapia das bacteriocinas

incluem melhorar a nossa compreensédo de seus mecanismos de acédo e de suas
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caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas, elaborar estratégias para evitar
o desenvolvimento de resisténcia, e desenvolver um método padronizado de
avaliacao da atividade antimicrobiana in vivo, uma vez que as variagcdes nos modelos
animais e nos métodos de andlise tornam problemética a comparacao direta de dados
de diferentes laboratérios. Acredita-se que aumentar nossa compreensdao do
ambiente onde as bactérias crescem e as diferentes interacdes microbianas
existentes, irA nos proporcionar mais informagfes importantes a respeito desses
peptideos (Dobson et al., 2012; Cotter et al., 2013; Mathur et al.,, 2017; Garcia-
Gutierrez et al., 2019).

12. Conclusao

Estudos realizados nas ultimas décadas vém demonstrando a influéncia
favoravel das bacteriocinas na capacidade de colonizacéo e sobrevivéncia de suas
cepas produtoras. O emprego de bacteriocinas produzidas por bactérias in situ como
probiéticos para modular a composicao da microbiota humana, visando eliminar ou
inibir o crescimento de cepas patogénicas, tem se mostrado promissor. Além disso,
considera-se a possibilidade de combater bactérias patogénicas por meio de
combinac¢des de bacteriocinas com antimicrobianos convencionais que apresentem
atividade sinérgica. Embora essas abordagens por si sé ndo resolvam o problema
cada vez mais preocupante da resisténcia bacteriana aos antibiéticos, ambas tém sido

exploradas e demonstrado resultados bastante promissores.
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