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Resumo 
 

 Infecções por Listeria monocytogenes têm sido frequentemente relatadas em 

vários casos de surtos de infecção alimentar pelo mundo. Logo, a preocupação em 

tornar produtos alimentares de larga escala livres destes patógenos tem aumentado ao 

longo dos anos. Uma das estratégias mais eficazes são a utilização de bacteriocinas 

como agentes conservantes, prevenindo a multiplicação bacteriana durante os processos 

de fabricação, estocagem e distribuição dos produtos. A nisina é uma das bacteriocinas 

mais conhecidas, sendo empregada na indústria alimentícia por muitos anos. Seu 

mecanismo de atividade antimicrobiana principal é através da formação de um 

complexo, juntamente com um precursor de parede celular (lipídio II), que formam 

poros na membrana celular, causando o extravasamento de conteúdos celulares vitais e 

a perda de estabilidade eletrolítica, levando à morte celular. Entretanto, algumas 

evidências apontam para mecanismos alternativos, mas ainda desconhecidos, de morte 

celular. Uma das abordagens interessantes é por meio da análise dos processos celulares 

(comparado a uma condição não tratada com nisina) através de metodologias 

proteômicas. Os cultivos bacterianos foram tratados com concentrações subletais de 

nisina e os extratos proteicos foram processados em espectrometria de massas em 

tandem acoplado a um sistema de cromatografia líquida (LC-MS/MS). Os resultados 

mostraram expressão diferencial de algumas proteínas que atuam contra o estresse 

oxidativo, como a catalase e proteínas de armazenamento de íons ferrosos. Também 

verificou-se a superexpressão de uma HSP, a qual pode alterar o dobramento correto de 

algumas proteínas como a de divisão celular FtsZ. Por fim, a subexpressão de uma 

chaperona responsável pelo correto dobramento das penicillin binding proteins (PBPs) e 

a superexpressão de enzimas responsáveis pela síntese de lipídios precursores da 

membrana celular podem apontar para um sistema de divisão celular alternativo, agindo 

provavelmente como uma resposta à presença de membranas cobertas por complexos 

nisina e lipídio II  
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Abstract 

 

Listeria monocytogenes infections have been frequently reported in many food 

poisoning outbreaks around the world. Therefore, the concern about protecting largely-

scale food products from these pathogens has been rising over the years. One of the 

most efficient strategies is using bacteriocins as a conserving agent, preventing the 

growth of pathogenic bacteria during the production, storage and distribution of the 

product. Nisin is a well-known bacteriocin, which has been applied in the food industry 

for many years. Its main antimicrobial mechanism is based in forming a cell membrane 

pore creator complex, which coupled with a cell wall precursor (lipid II), leads to the 

leakage of essential cell life compounds and the loss of electrolytic stability, causing the 

cell death. However, recent evidences lead to an alternative, but still unknown, cell 

death mechanism. One interesting approach is analyzing the cell processes (compared to 

a non-nisin treated condition) by a proteomic approach. The L. monocytogenes cells 

were treated with a sublethal concentration of nisin and the protein extracts were ran 

through a tandem mass spectrometry attached to a liquid chromatography system (LC-

MS/MS). The results showed differential expression of some agents against oxidative 

stress such as catalase and ferrous ions storage proteins. Furthermore, it had also 

presented upregulation of a HSP which can alter the correct folding of other proteins, 

such as the FtsZ cell division protein. Finally, the downregulation of a chaperone that is 

responsible of the correct folding of penicillin binding proteins (PBPs) and the 

superexpression of some enzymes related to the production of cell membrane lipids 

could point out to a different bacterial cell division system, acting probably as a 

response to the nisin-lipid II complexes covered cell membranes. 
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1. Introdução 

 

1.1 Listeria monocytogenes 

 

Listeria monocytogenes é uma bactéria gram positiva, responsável por surtos de 

infecções (listeriose) principalmente no trato gastrointestinal de seres humanos. Uma de 

suas características marcantes é a capacidade de sobreviver e multiplicar-se bem mesmo 

sob situações adversas, como em baixas temperaturas, em baixo pH e em altas 

concentrações de sais (KRAMARENKO et al., 2013). Essa maleabilidade nas 

condições de crescimento favorece a contaminação em alimentos mesmo após um longo 

período de refrigeração, o que auxilia na multiplicação bacteriana no trato 

gastrointestinal humano (MARTINS & LEAL GERMANO, 2011). Logo, alimentos são 

a maior fonte de infecção por L. monocytogenes em humanos, sendo os produtos lácteos 

(queijo, leite, iogurte, nata azeda, etc.) e derivados de carne os mais afetados, não 

excluindo também a contaminação ocasional em vegetais e frutas (KRAMARENKO et 

al., 2013) 

 

1.1.1 Infecções por Listeria monocytogenes em seres humanos e animais 

 

 As infecções por L. monocytogenes são classificadas essencialmente pela forma 

invasiva ou não invasiva da bactéria. A forma não invasiva é responsável pelos 

sintomas clássicos que atingem o trato gastrointestinal, levando a sintomas como febre e 

diarreia, podendo evoluir para uma gastroenterite (SWAMINATHAN & GERNER-

SMIDT, 2007). Infecções na pele são também comuns nessa forma, especialmente em 

profissionais que atuam na pecuária e lidam com animais contaminados (peões, 

veterinários, zootecnistas, etc.) (BARANCELLI et al., 2011).  

A forma invasiva possui como característica a invasão do microrganismo para a 

corrente sanguínea, podendo, atravessar as barreiras hemato-encefálica, intestinal e 

placentária, provocando meningites, encefalites, infecções no globo ocular, peritonites, 

endocardites e até mesmo abortos em gestantes (SWAMINATHAN & GERNER-

SMIDT, 2007). É importante ressaltar que casos como estes são bastante incomuns em 

indivíduos sadios. Logo, grande parte dos pacientes com casos de listeriose invasiva 
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possuem algum fator de risco, sendo mais comuns em pacientes com a idade avançada, 

em gestação, com algum tipo de imunodeficiência, em tratamento de imunossupressão, 

em transplantados, com insuficiência renal ou hepática, dentre outros. 

(SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007; MUÑOZ et al., 2012; CDC, 2013). 

Em animais, casos de listeriose têm sido comumente relatados na comunidade 

científica nos últimos anos. Grande parte das fontes de contaminação têm sido oriundas 

da silagem mal produzida ou estocada. Isso favorece a proliferação do microrganismo, 

afetando diversos animais como aves, bovinos, caprinos, ovinos e suínos (RISSI et al., 

2006; BARANCELLI et al., 2011; BARBUDDHE et al., 2012; SCOTT, 2013). A 

listeriose em animais possui sintomas bastante similares à de seres humanos, ao 

provocar diarreia, encefalite, mastite, e, em casos mais extremos, causar sepses, aborto e 

encefalites, podendo levar o animal ao óbito (ORNDORFF et al., 2006; 

RAMASWAMY et al., 2007).  

 

1.1.2 Epidemiologia  

 

Os casos de infecções por L. monocytogenes são bastante heterogêneos, variando 

de acordo com o hábito alimentar da população local. Recentemente, alimentos como 

salsichas, peixes defumados, queijos, dentre outros, produzidos para consumo direto 

(alimentos prontos para consumo, Ready to eat - RTE), têm causado preocupação em 

alguns países devido ao surgimento de surtos de listeriose (SWAMINATHAN & 

GERNER-SMIDT, 2007; SANT’ANA et al., 2012). Por se tratarem de produtos 

comercializados em diversos locais, podem causar surtos até mesmo em países distantes 

do seu local de produção. Em dezembro de 2012, nos Estados Unidos, 20 pessoas (de 

14 diferentes estados) foram hospitalizadas (das quais 4 foram à óbito) por ingerirem 

um queijo tipo ricota importado da Itália, contaminado por L. monocytogenes (CDC, 

2012a). 

Os casos de listeriose, nos últimos anos, embora não demonstrem crescimento, 

ainda apresentam valores elevados. Dados recentes da União Europeia mostram que, 

durante o ano de 2010, foram confirmados 1601 casos de listeriose, 47 a menos em 

relação ao ano anterior (ECDC, 2012). Deste total, 19% e 23%, respectivamente, são 

provenientes da França e da Alemanha (ECDC, 2012; EFSA, 2012). Nos Estados 
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Unidos, em 2011, 621 casos de listeriose foram reportados (53 a menos em comparação 

com o ano de 2010), por 47 dos 50 Estados, dos quais cerca de 95% (590 casos) eram 

da forma invasiva, levando à óbito 105 dos 486 pacientes hospitalizados (CDC, 2012b, 

2013). Esse alto número pode ser explicado em razão do aumento no número de 

pacientes de risco (idosos, portadores do vírus HIV, pacientes em quimioterapia e/ou 

radioterapia, transplantados, dentre outros) que, por apresentarem um sistema 

imunológico deficiente, adquiriam a infecção bacteriana com maior facilidade 

(GOULET et al., 2008). 

Muitos dos países que relatam uma baixa incidência de casos de listeriose 

podem não representar necessariamente o panorama epidemiológico esperado. Um dos 

países que merece atenção nesse contexto é a Índia. Por questões culturais e religiosas, o 

país possui um alto consumo e produção de leite e derivados, sendo considerado o 

maior produtor do mundo (FAO, 2001). Com o consumo em grande escala destes 

alimentos, também é natural a existência de casos de laticínios contaminados por L. 

monocytogenes. Pesquisas apontam que 8,1% do total de leite produzido e não 

pasteurizado na Índia são contaminados por L. monocytogenes (BARBUDDHE et al., 

2012). Apesar de existirem dados sobre a prevalência deste microrganismo em diversos 

alimentos no país, dados de casos de listeriose são pouco relatados na literatura. Isso se 

deve à falta de equipes de vigilância epidemiológica no país e de métodos mais precisos 

de identificação, tornando os dados disponíveis escassos, imprecisos e subestimados. 

No Brasil, as informações de surtos de listeriose também são muito escassas. A 

exemplo da Índia, o Brasil também não possui um sistema de vigilância epidemiológica 

para casos de listeriose. Um dos reflexos disto é a grande quantidade de casos não 

identificados em surtos de infecções alimentares. Em 2011, em 289 (81%) dos 356 

casos reportados não foram detectados seus agentes etiológicos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2011), o que explica a baixa incidência nos relatos de listeriose das equipes de 

saúde pública. Embora haja pesquisas envolvendo o estudo de alimentos contaminados 

por L. monocytogenes (NES et al., 2010; BARANCELLI et al., 2011; SANT’ANA et 

al., 2012), além do perfil de susceptibilidade antimicrobiana de alguns isolados clínicos 

(LEMES-MARQUES; CRUZ & DESTRO, 2007; REIS et al., 2011), ainda é preciso 

um maior controle dos casos em escala estadual e nacional. Isso permitirá controlar o 

alastramento das possíveis fontes de contaminação, bem como aprimorar as políticas 

sanitárias vigentes para auxiliar na eficaz eliminação do patógeno (CRUZ; MARTINEZ 

& DESTRO, 2008). 
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1.1.3 Fatores de virulência 

 

 Com o intuito de compreender o processo de infecção de L. monocytogenes, têm 

se estudado mecanismos de virulência essenciais para a adesão e invasão da célula 

bacteriana nos diversos tecidos humanos e animais. Por se tratar de um microrganismo 

cuja fonte inicial de infecção é o trato gastrointestinal, L. monocytogenes possui 

sistemas para proteção contra os sais biliares, por meio de enzimas que catalisam a 

hidrólise da bile (BSHs), impedindo sua ação como detergente sobre a célula bacteriana 

(BEGLEY et al., 2005). 

Para a adesão e invasão da célula hospedeira são utilizadas proteínas de 

reconhecimento, as internalinas (DUSSURGET; PIZARRO-CERDA & COSSART, 

2004). A internalina A possui um receptor para E-caderina, tipicamente uma 

glicoproteína transmembrana de adesão célula-célula, facilitando a junção entre 

microrganismo e célula hospedeira. A internalina B, por sua vez, é responsável pela 

invasão celular, através do reconhecimento de sequências Leu-Arg-Arg (LRR) por meio 

do receptor Met, da família das tirosino-quinases. Esse reconhecimento provoca uma 

fosforilação transitória de proteínas do hospedeiro (Cbl, Gab1, e Shc), levando à 

ativação da PI3K, que pode atuar na reorganização do citoesqueleto, afetando a 

polimerização dos filamentos de actina, provocando assim, a internalização da bactéria 

na célula eucariótica (IRETON et al., 1996). 

Já no interior do citoplasma hospedeiro, a célula bacteriana dispõe de um operon 

denominado de ilha de patogenicidade da Listeria 1 (LIP-1). As proteínas codificadas 

por este operon são responsáveis pela proteção contra enzimas do vacúolo digestivo e 

seu rompimento, além de auxiliar no movimento, multiplicação dos microrganismos e 

invasão das células vizinhas (DUSSURGET; PIZARRO-CERDA & COSSART, 2004). 

O gene prfA, presente neste operon, produz uma proteína homônima responsável pela 

regulação dos genes actA, hly, plcA, plcB e mpl do mesmo operon LIP-1, além de outros 

fatores de virulência como os genes das internalinas A e B (inlA e inlB) (VÁZQUEZ-

BOLAND et al., 2001). 

Para a ruptura do vacúolo digestivo, o gene hly produz uma proteína denominada 

listeriolisina O (LLO), uma citolisina dependente de colesterol (CDC), que ao se 

oligomerizar, forma poros na membrana do fagossomo (SCHNUPF & PORTNOY, 

2007).  Concomitantemente com a ação da LLO, são produzidas fosfolipases do tipo C 

(PLCs), produtos dos genes plcA e plcB, que originam dois tipos, respectivamente, de 
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PLCs: uma fosfatidilinositol e glicosil-fosfatidilinositol específica (PI-PLCs) e outra de 

fosfatidilcolina (PC-PLC) mais abrangente, podendo hidrolisar uma série de 

fosfolipídios como a esfingomielina (DUSSURGET; PIZARRO-CERDA & 

COSSART, 2004). Essas PLCs podem ser fundamentais na dissolução da membrana, 

juntamente com a atividade da LLO, auxiliando a ruptura da membrana do vacúolo e 

promovendo a fuga da bactéria para o citoplasma (HAMON et al., 2012). 

Uma vez no citoplasma da célula hospedeira, inicia-se o processo de 

multiplicação bacteriana. Pouco se sabe sobre seus requerimentos nutricionais para a 

replicação. Um dos açúcares disponíveis no citoplasma, a glicose-1-fosfato, através da 

expressão (dependente de prfA) do gene hpt, um transportador de hexose-fosfato e 

estrutural e funcionalmente similar ao transportador da glicose-6-fosfato eucariótica 

(DUSSURGET; PIZARRO-CERDA & COSSART, 2004; LUNGU; RICKE & 

JOHNSON, 2009). Após a replicação, as bactérias conseguem se locomover pelo 

citoplasma através da proteína codificada pelo gene actA, que se liga nas proteínas 

Arp2/3, formando complexos que induzem a polimerização dos filamentos de actina 

(TRAVIER et al., 2013). Dessa forma, a bactéria é capaz de alcançar a célula 

hospedeira adjacente e, com o auxílio da LLO e das PLCs (PI-PLC e PC-PLC), formar 

um novo fagossomo (fagossomo secundário), desta vez formado por duas membranas 

(uma de cada célula), lisar as membranas do fagossomo, replicar-se e invadir a célula 

seguinte (ORNDORFF et al., 2006).  
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1.2 Bacteriocinas 

 

1.2.1 Definição de bacteriocinas 

 

Bacteriocinas são, por definição clássica, peptídeos produzidos por bactérias (em 

sua maioria Gram positivas produtoras de ácido láctico - BALs) com restrito espectro de 

atividade antimicrobiana (geralmente com microrganismos relacionados com o 

ambiente em que a espécie produtora se encontra) (JACK; TAGG & RAY, 1995). 

Entretanto, estudos mais recentes mostram a necessidade de reavaliar a sua definição, 

uma vez que a atividade desses peptídeos oscilam bastante de acordo com diversos 

fatores ambientais (pH, temperatura, concentração de sais, etc.) (ROJO-BEZARES et 

al., 2007; SANT’ANNA et al., 2011). Alguns compostos estudados, cujas 

características se assemelham às bacteriocinas (espectro de atividade restrito, baixa 

massa molecular, etc), mas que ainda não estão bem caracterizados, são chamados de 

substâncias semelhantes à bacteriocinas (bacteriocin-like substances, BLS) (MOTTA; 

LORENZINI & BRANDELLI, 2007). 

 

1.2.2 Histórico das bacteriocinas 

 

 O termo “bacteriocina” foi utilizado pela primeira vez para descrever um 

composto peptídico com atividade antimicrobiana isolado de cepas de Eschericha coli, 

denominadas “colicinas” (JACOB et al., 1953 apud COTTER; HILL; ROSS, 2005). 

Entretanto, estudos anteriores feitos por Louis Pasteur e Jules François Joubert, em 

1877, mostraram compostos que apresentavam ação antimicrobiana contra Bacillus 

anthracis em bactérias isoladas de amostras de urina (REA et al., 2011). Acredita-se, 

também, que a humanidade tem se aproveitado – mesmo que de forma indireta - das 

qualidades das bacteriocinas há mais de 8000 anos, ao produzir inúmeros alimentos 

fermentados que possuíam bactérias produtoras de bacteriocinas (COTTER; HILL & 

ROSS, 2005). 

Em 1928, cientistas descobriram, na Inglaterra, um composto peptídico 

produzido por cepas de Lactococcus lactis, a partir da observação do processo de 

fabricação de queijos (ROGERS & WHITTIER, 1928). Logo, percebeu-se que esse 

composto era responsável por proteger o alimento de agentes decompositores e de 
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outras BALs. Na Nova Zelândia, foi descoberto um composto com as mesmas 

propriedades (WHITEHEAD, 1933) e, em 1947, essa substância foi nomeada como 

nisina (group N staphylococci Inhibitory Substance) (MATTICK & HIRSCH, 1947). A 

descoberta da nisina é considerada um dos marcos mais importantes da pesquisa 

envolvendo bacteriocinas, haja vista que ela é comercializada desde 1953 até os dias 

atuais, sendo empregada na produção de diferentes alimentos em escala industrial 

(COTTER; HILL & ROSS, 2005). Desde então, têm se buscado outros compostos com 

capacidade similar ou superior à nisina, tendo em vista seu valor econômico na indústria 

alimentícia, além da emergência de possíveis microrganismos resistentes ao peptídeo 

(MAISNIER-PATIN & RICHARD, 1996; RILEY & WERTZ, 2002b; YEAMAN & 

YOUNT, 2003). 

 

1.2.3 Diversidade de bacteriocinas  

 

Segundo algumas estimativas, acredita-se que 99% de todas as bactérias, além 

dos organismos do domínio Archaea, produzem pelo menos um tipo de bacteriocina 

(KLAENHAMMER, 1993; RILEY & WERTZ, 2002b). Entretanto, muitos compostos 

ainda não foram descobertos em virtude do desconhecimento das condições ideais de 

produção pela bactéria, que pode, por exemplo, depender de um estímulo via quorum 

sensing (MALDONADO-BARRAGÁN; RUIZ-BARBA & JIMÉNEZ-DÍAZ, 2009) ou 

até mesmo ser disparada pelo sistema SOS de reparo ao dano celular (RILEY & 

WERTZ, 2002b). Logo, é relevante verificar as características ambientais da bactéria 

produtora em seu estado inicial com o intuito de mimetizar essas condições em cultivo 

laboratorial, uma vez que mudanças de temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes 

podem inclusive acarretar na não produção ou até mesmo na perda de atividade 

antimicrobiana das bacteriocinas estudadas (HENG et al., 2007; SANT’ANNA et al., 

2011). 

 Das bacteriocinas já descritas, grande parte são oriundas de bactérias Gram 

positivas (ZACHAROF & LOVITT, 2012), destacando-se os gêneros Bacillus, 

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus. Segundo o banco de dados 

BACTIBASE, há disponíveis e descritas 177 bacteriocinas, das quais 156 (88%) são de 

bactérias Gram positivas e somente 18 (10%) de bactérias Gram negativas.  
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 A grande predominância de bactérias Gram positivas descritas se dá pela 

abundante presença desses microrganismos em alguns alimentos, atuando como agentes 

modificadores das propriedades organolépticas dos produtos e, concomitantemente, 

como agentes de proteção contra microrganismos patogênicos (SETTANNI & 

CORSETTI, 2008), especialmente em alimentos vegetais fermentados como o chucrute, 

picles norte-americano, o kimchi (repolho chinês fermentado em uma pasta apimentada, 

típica da culinária sul-coreana) e em produtos lácteos como o queijo, iogurte e a nata 

azeda (sour cream) (MCKAY & BALDWIN, 1990).  

 Em bactérias Gram-negativas, grande parte das bacteriocinas descritas são 

produzidas por cepas de Escherichia coli (RILEY & WERTZ, 2002b). Por serem uma 

das primeiras bacteriocinas descritas na literatura científica, além da sua grande 

diversidade, as colicinas são, inclusive, utilizadas para estudos evolutivos (RILEY, 

1998; RILEY & WERTZ, 2002a). Entretanto, já existem bacteriocinas bem descritas 

produzidas por outras espécies, como Klebsiella pneumoniae (JAMES, 1988), 

Pseudomonas aeruginosa (MICHEL-BRIAND & BAYSSE, 2002) e Serratia 

marcescens (GUASCH et al., 1995).  

 Já no domínio Archaea, há poucos representantes de microrganismos produtores 

de bacteriocinas. Estudos mostram um grupo de peptídeos antimicrobianos 

denominados archaeocinas, cuja única família descrita é a das halocinas (RILEY & 

WERTZ, 2002b). Elas são produzidas por espécies da ordem das halobactérias e 

possuem atividades contra diferentes tipos de microrganismos extremófilos, mas 

somente quando presentes em altas concentrações de sais (SHAND, 2006). 

 

1.2.4 Classificação  

 

Com o avanço na descoberta de novas bacteriocinas, surgiu a necessidade de 

categorizar todo o rol de peptídeos descritos pela comunidade científica. A classificação 

baseada no espectro de atividade antimicrobiana era inviável, pois havia muitos 

compostos com o mesmo perfil de atividade (REA et al., 2011). Entretanto, as 

propriedades físico-químicas, bem como seu aparato de produção (genes codificadores 

de transportadores, de proteínas de imunidade, dentre outros) são significativamente 

heterogêneas. Fazendo-se valer disso, KLAENHAMMER (1993) propôs uma 

classificação baseada em algumas propriedades físicas, químicas e biológicas 
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(sensibilidade ao calor, faixa de pH com maior atividade, massa molecular, dentre 

outros), comuns de estudos a priori (GEIS; SINGH; TEUBER, 1983 e KOZAK; 

BARDOWSKI; DOBRZAŃSKI, 1978), que lhe permitiram dividir em quatro grandes 

classes como mostra a Tabela 1:  

 

Classificação Descrição Características Exemplos 

Classe I 

(lantibióticos) 

Bacteriocinas 

modificadas pós 

traducionalmente 

Possuem resíduos de 

aminoácidos incomuns (como 

a lantionina e/ou β-metil 

lantionina). 

mersacidina, nisina, 

subtilina 

Classe II 
Peptídeos não 

modificados 

Peptídeos ativos na 

membrana, com baixa massa 

molecular (<10 kDa) e 

termoestáveis 

pediocinas, 

leucocinas, 

enterocinas 

Classe III 

(bacteriolisinas) 

Peptídeos não 

modificados 

Peptídeos termolábeis e de 

alta massa molecular (>30 

kDa) 

lisostafina, 

enterolisina A 

Tabela 1- Classificação proposta por Klaenhammer (1993), adaptado de Rea et al. (2011) 

 

É importante ressaltar que essa classificação foi estabelecida inicialmente com 

base em dados de bacteriocinas de BALs (COTTER; HILL & ROSS, 2005). Isso se 

deve à origem das pesquisas serem oriundas de espécies produtoras que possuem 

alguma relação com alimentos, além do fato de serem mais seguras para a aplicação na 

indústria alimentícia (como conservantes) e na saúde humana e animal.  

Esta classificação, contudo, tem sido alvo de discussões. Alguns autores têm 

sugerido a reestruturação da ordem vigente, pois ela não contempla grupos de 

bacteriocinas com características peculiares, tornando a divisão demasiadamente 

generalista, além de manter grupos com poucos integrantes (HENG & TAGG, 2006). A 

classe III, por sua vez, passou a ser chamada de Bacteriolisinas, por serem considerados 

enzimas líticas e não peptídeos líticos, em virtude do seu alto peso molecular (> de 30 

kDa) (COTTER; HILL; ROSS, 2005 e HENG et al., 2007).  

As bacteriocinas de Classe I compreendem basicamente os lantibióticos, ou seja, 

peptídeos contendo em sua estrutura resíduos de lantionina e/ou β-metil lantionina, além 

de obrigatoriamente possuírem atividade antimicrobiana. É importante ressaltar isto, 
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uma vez que há inúmeros peptídeos com resíduos desses aminoácidos não canônicos, 

que, no entanto, não possuem atividade antimicrobiana relatada (JACK; TAGG & 

RAY, 1995; REA et al., 2011). Seu mecanismo principal de atividade é através da 

interação do peptídeo com o lipídio II da membrana da célula bacteriana, facilitando sua 

inserção na membrana, formando um complexo que impede a síntese de precursores de 

peptideoglicano podendo formar poros que facilitam a saída de íons essenciais e de 

componentes, levando a morte celular (BIERBAUM & SAHL, 2009). Dentre os 

constituintes deste grupo, destaca-se a nisina, dada sua importância na indústria 

alimentícia (SOBRINO-LÓPEZ & MARTÍN-BELLOSO, 2008; NISHIE; NAGAO & 

SONOMOTO, 2012), além de serem alvos de estudos para aplicação potencial na 

medicina (TONG et al., 2010; FIELD et al., 2012; CAMPION et al., 2013). Outros 

compostos bastantes conhecidos são a subtilina, mersacidina e a epidermina,  

(APPLEYARD et al., 2009 e WILLEY; VAN DER DONK, 2007). Quanto à 

classificação, alguns autores defendem a subdivisão da classe I de acordo com sua 

estrutura final dos peptídeos (JUNG, 1991), dividindo-os em lineares (tipo A) e em 

globulares (tipo B). Em contrapartida, outros autores defendem a divisão em três grupos 

(I,II e III) de acordo com os tipos de enzimas responsáveis pelas modificações pós-

traducionais, clivagem da sequência líder e secreção da bacteriocina (PAG & SAHL, 

2002; WILLEY & VAN DER DONK, 2007).  

As bacteriocinas de classe II compreendem basicamente peptídeos não 

modificados, de baixo peso molecular (menor que 10 kDa) e termoestáveis (COTTER; 

HILL & ROSS, 2005). Geralmente produzidas por BALs, esse grupo compreende 

basicamente três grupos: os compostos similares à pediocina (IIa), as bacteriocinas com 

dois peptídeos (IIb) e as bacteriocinas cíclicas (IIc) (NES, I. F.; BREDE & DIEP, 2013). 

Estas bacteriocinas não necessitam de uma maquinaria pós-traducional mais complexa 

(como os lantibióticos) acarretando na sua facilidade de produção em larga escala, que 

aliada com a sua boa atividade contra alguns patógenos de importância clínica, são 

fatores que impulsionam a prospecção de bacteriocinas de classe II para uso 

farmacológico ou em alimentos (MILLETTE et al., 2008). 

O grupo IIa é constituído por peptídeos de 37 a 48 aminoácidos de extensão e 

possui uma atividade bastante eficiente contra bactérias do gênero Listeria, sendo 

eficiente mesmo em quantidades na concentração de nanomolares. O mecanismo básico 

desse grupo se baseia na formação de poros através do complexo da manose-

fosfotransferase (Man-PTS), na qual a região C-terminal do peptídeo identifica e se liga 
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irreversivelmente a este complexo (presente nas membranas das células bacterianas 

sensíveis), causando a abertura de seus poros e acarretando na depleção de ATP e a 

saída de íons (principalmente K
+
) para o meio extracelular, provocando a morte da 

célula bacteriana (LOHANS & VEDERAS, 2012; NES; BREDE & DIEP, 2013).  

A classe IIb compreende bacteriocinas que possuem dois peptídeos codificados 

por diferentes genes adjacentes entre si que somente possuem atividade antimicrobiana 

quando atuam juntos e são inibidas por uma mesma proteína de imunidade do produtor.  

Seu mecanismo de atividade ainda não foi caracterizado, mas acredita-se que seus 

mecanismos de ação sejam similares aos compostos de classe IIa, ou seja, na formação 

de poros facilitada por proteínas específicas da membrana bacteriana (NES; BREDE & 

DIEP, 2013).  

Por fim, a classe IIc compreende os peptídeos circulares, formados por 4 a 5 α-

hélices com um centro hidrofóbico. Possuem atividade contra algumas bactérias Gram 

positivas de importância médica e por ser estável e resistente a proteases (NES; BREDE 

& DIEP, 2013), podem ser bons candidatos a serem utilizados na indústria alimentícia 

(sendo alguns inclusive já reconhecidos como GRAS) ou até mesmo como potenciais 

antimicrobianos. Entretanto, para isso é necessário uma pesquisa mais extensa dos seus 

mecanismos de atividade, fato este que ainda se mostra bastante incipiente (VAN 

BELKUM; MARTIN-VISSCHER & VEDERAS, 2011). 
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1.3 Nisina 

 

A nisina é uma bacteriocina de classe I (lantiobióticos) oriunda de uma cepa de 

Lactococcus lactis, descoberta inicialmente por ROGERS & WHITTIER (1928). 

Geralmente produzida na fase mid-log de crescimento bacteriano, é bastante eficaz 

contra bactérias Gram-positivas (como Bacillus cereus e Listeria monocytogenes) e 

também quando em combinação com agentes que auxiliam a entrada do peptídeo no 

espaço transmembrana das bactérias Gram negativas (BRÖTZ & SAHL, 2000; PAG & 

SAHL, 2002). Possui 34 aminoácidos, com um peso molecular de aproximadamente 3,5 

kDa e possui um resíduo de lantionina e β-metil lantionina na sua estrutura. Outros 

aminoácidos não-canônicos presentes são a didehidroalanina (Dha) e a 

dideihidrobutirina (Dhb). Quimicamente, sua solubilidade, estabilidade e atividade estão 

intrinsecamente relacionadas com o seu pH, sendo mais estável em meio ácido (2-5). 

Além disso, é relativamente termoestável, podendo manter sua conformação em até 

115ºC, sendo vantajosa na aplicação em alimentos preparados em altas temperaturas 

(DE VUYST & VANDAMME, 1994; DE ARAUZ et al., 2009).  

 

1.3.1 Aplicações  

 

Desde 1953, a nisina é comercializada na indústria alimentícia como um aditivo, 

entretanto seu uso mais intensivo se deu pela década de 80, especialmente quando a 

FDA/EUA, em 1988, conferiu à nisina o certificado de GRAS (Generally Recognized 

as Safe – geralmente reconhecido como seguro), que prevê a livre utilização do produto 

sem causar nenhum dano a curto e/ou longo prazo à saúde humana (COTTER; HILL & 

ROSS, 2005). Produtos contendo nisina, como o Nisaplin
®
 (Danisco/DuPont, 

Copenhagen, Dinamarca), são muito utilizados nos processos de fabricação de 

alimentos por serem termoestáveis e preservarem a qualidade do alimento durante os 

processos de logística  e estocagem (COTTER; HILL & ROSS, 2005).  

Por apresentar uma baixa citotoxicidade, além de ser facilmente degradada por 

enzimas do sistema digestivo, possíveis aplicações na medicina têm sido estudadas. 

Dentre elas, uma das mais promissoras é contra o tratamento de bactérias 

multirresistentes, como as cepas de Enterococcus sp. resistentes à vancomicina (VRE) e 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) (PIPER et al., 2009). Embora 

haja um rápido decréscimo na atividade do peptídeo após subsequentes exposições em 
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algumas cepas mais sensíveis, (SEVERINA; SEVERIN & TOMASZ, 1998), a 

combinação entre nisina e outros compostos como a ramoplanina (ou até mesmo outros 

lantibióticos) podem atenuar a aquisição de mecanismos de resistência e, 

concomitantemente, garantir a eficácia do tratamento (BRUMFITT; SALTON & 

HAMILTON-MILLER, 2002), além de fornecer uma valiosa alternativa para o 

tratamento dessas cepas multirresistentes, dada sua baixa toxicidade (MONTALBÁN-

LÓPEZ et al., 2011). 

Ainda nas aplicações na saúde humana, tem sido estudada a utilização da nisina 

em tratamentos odontológicos para a prevenção da cárie bacteriana (TONG et al., 

2010), assim como tratamento da gengivite (MONTALBÁN-LÓPEZ et al., 2011) e 

infecções no canal radicular (TURNER; LOVE & LYONS, 2004). Outra aplicação 

interessante é o possível uso (em conjunto com outros lantibióticos ou antimicrobianos 

clássicos) em infecções gástricas persistentes por Helicobacter pylori (KIM et al., 2003) 

e em uso ginecológico para tratamento de infecções vaginais (GUPTA et al., 2009) e na 

utilização como contraceptivo (atuando na imobilização do espermatozoide) 

(ARANHA; GUPTA & REDDY, 2004). 

 

1.3.2 Operon da nisina e biossíntese 

 

O operon da nisina, além de sua sequência codificadora (nisA), possui genes que 

participam dos processos enzimáticos (modificações pós-traducionais e clivagem do 

peptídeo líder) de maturação do pré-peptídeo (nisB, nisC, nisP), transporte (nisT), 

regulação (nisR e nisK) e genes de imunidade (nisI, nisF, nisE, nisG)(PATTON & VAN 

DER DONK, 2005), conforme ilustrado na Figura 1: 
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A biossíntese da nisina envolve quatro processos: desidratação, ciclização, 

proteólise e transporte/excreção (Figura 2) (PATTON & VAN DER DONK, 2005; 

BREUKINK & DE KRUIJFF, 2006). Inicialmente, o gene nisA codifica o peptídeo 

precursor, formando um peptídeo com uma sequência líder na região N-terminal (cuja 

função acredita-se ser essencial para manter o peptídeo inativo até ser exportada da 

célula bacteriana, além de auxiliar na sinalização do peptídeo para exportação) 

(BONELLI; WIEDEMANN & SAHL, 2006). Em seguida, sofre um processo de 

desidratação nos resíduos de serina e treonina na porção C-terminal com o auxílio da 

enzima produzida pelo gene nisB (Figura 2A), formando, respectivamente, a 

didehidroalanina (Dha) e a didehidrobutirina (Dhb) (WILLEY & VAN DER DONK, 

2007). Com a enzima ciclase do gene nisC, os aminoácidos desidratados ligam-se com a 

porção tiol de resíduos de cisteína mais próximo, formando uma ponte tioéter, conforme 

mostra a Figura 2B. Por fim, um transportador ABC (NisT) faz a bacteriocina ser 

exportada para  o meio extracelular, e após isso, uma serino-protease (NisP) cliva a 

sequência líder, formando a nisina em seu estado final (Figura 2C/D) (PATTON & 

VAN DER DONK, 2005). Durante sua produção, os peptídeos produzidos também 

servirão como mediadores de controle na expressão da mesma e de seus mecanismos de 

imunidade, por meio das proteínas codificadas pelos genes nisR e nisK (PATTON; 

VAN DER DONK, 2005 e XIE; VAN DER DONK, 2004).  

A fim de evitar que a própria nisina atue na célula produtora, existem dois 

mecanismos de imunidade constituintes no operon da nisina, formado pelas proteínas 

codificadas pelos genes nisI e os genes do complexo nisF/E/G. Estes formam um 

complexo  transportador ABC  que é responsável pela condução do peptídeo da 

membrana para o meio extracelular, mesmo após a formação de poros, sem prejudicar 

Genes reguladores da expressão 

Sequência da pré-bacteriocina + peptídeo líder 

Enzimas responsáveis pelas modificações pós traducionais 

Transportador ABC 

Genes de imunidade 

Protease (cliva o peptídeo líder) 

Legenda: 

nisA nisE nisB nisT nisC nisK nisF nisR nisI nisP nisG 

Figura 1 - Operon da nisina de Lactococcus lactis. Adaptado de Xie & Van Der Donk (2004) 
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sua atividade antimicrobiana (ALKHATIB et al., 2012). Já a NisI  é uma lipoproteína 

ancorada na membrana que parece ser essencial para o mecanismo de imunidade, pela 

comparação de susceptibilidade de knockouts de cepas de Lactococcus lactis produtoras 

de nisina, sendo maior para o gene nisI em comparação aos genes nisF/E/G (SIEGERS 

& ENTIAN, 1995; DRAPER et al., 2008). Entretanto, seus mecanismos ainda não estão 

bem claros, embora se acredite que sua região C-terminal seja essencial para a 

imunidade contra a nisina, atuando possivelmente no reconhecimento do peptídeo, além 

de sua produção estar possivelmente reguladas de acordo com a produção do composto 

na célula (TAKALA & SARIS, 2006) 
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Figura 2 - Representação dos processos de biossíntese, controle e mecanismos de imunidade de nisina em Lactococcus lactis. A figura à esquerda representa os processos a nível 

celular e a figura à direita, o processo de biossíntese a nível molecular. O gene nisA codifica a pré bacteriocina mais a sequência líder, passando por processos de desidratação (A) e 

ciclização (B), sendo transportadas para o meio extracelular (C) com o auxílio de um transportador ABC, sofre clivagem da sequência líder (D), formando a nisina em seu estado final. As 

proteínas NisK e NisR mostram os mecanismos de controle da expressão de nisina as setas indicam os genes controlados. Já o complexo NisFEG e a proteína NisI auxiliam na proteção da 

bactéria contra o peptídeo produzido. Editado e adaptado a partir de imagens de BREUKINK & DE KRUIJFF (2006) e PATTON & VAN DER DONK (2005)) 
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1.3.3 Mecanismo de ação da nisina 

 

 A atividade antimicrobiana da nisina se dá basicamente pela interação do peptídeo 

com a membrana celular bacteriana por meio do acúmulo de peptídeos na superfície da 

membrana, forçando a inserção da nisina no interior da membrana; e por meio de um 

ancoramento do peptídeo com o lipídio II, componente precursor da parede de 

peptideoglicano (BREUKINK & DE KRUIJFF, 2006). O primeiro mecanismo foi somente 

demonstrado através de sistemas de membranas modelo (DRIESSEN et al., 1995), pois a 

afinidade com a membrana celular é muito baixa, tornando o processo de inserção e 

formação de poros na membrana muito intermitente. Acredita-se que o processo de 

inserção na membrana siga o modelo “sanduíche”, na qual os peptídeos se inserem 

causando uma curvatura da membrana, fazendo que o sítio hidrofílico do peptídeo interaja 

com a cabeça do fosfolipídio e, paralelamente, o sítio hidrofóbico interaja com a cauda 

(BROGDEN, 2005), como ilustra a Figura 3: 

 

Figura 3 - Modelo "Sanduíche" de inserção do peptídeo na membrana e formação de poros. Em cinza, a porção 

hidrofílica e, em preto, a porção hidrofóbica do peptídeo. (Adaptado de Brogden (2005)) 

 

28



 
 

 

Já através do mecanismo dependente de lipídio II, a porção N-terminal da nisina 

forma, junto com este glicopeptídeo, uma ligação estável na região pirofosfato preso ao 

açúcar MurNAc (ácido N-acetilmurâmico) (BREUKINK & DE KRUIJFF, 2006). A 

estabilidade é tal que a presença da nisina prejudica o transporte de MurNAc e GlcNAc 

(N-acetilglucosamina) para a matriz da parede celular (WIEDEMANN et al., 2001). Já 

ligados, a porção C-terminal da nisina auxilia na formação de um complexo de várias 

moléculas de nisina e lipídio II, formando um poro que, posteriormente, levará a célula a 

um desequilíbrio eletrostático e, consequentemente, à morte celular (BREUKINK & DE 

KRUIJFF, 2006). Mesmo sendo essencial para a atividade antimicrobiana, a formação de 

poros não é o único mecanismo de atividade antimicrobiana dependente de lipidio II. 

Estudos mostraram uma atividade quantitativamente similar da mutacina 1140, peptídeo 

que também faz ligação estável com o lipídio II, porém não é capaz de formar poros na 

membrana (SMITH et al., 2008), mostrando que deve existir outro mecanismo mediado 

pela ligação entre nisina e lipídio II (BREUKINK & DE KRUIJFF, 2006). 

 

1.3.4 Resistência à nisina 

 

Recentemente, alguns casos de resistência têm surgido em decorrência do seu 

grande uso em alimentos. Alguns pesquisadores sugerem que o desenvolvimento da 

resistência pode ocorrer de diversas maneiras. (KAUR; MALIK et al., 2011; KAUR; 

SINGH et al., 2011). Dentre elas, estão: modificações na composição dos fosfolipídios da 

membrana bacteriana (MING & DAESCHEL, 1995; VERHEUL et al., 1997), 

modificações na estrutura da parede celular, na carga final da membrana (evitando assim a 

atração/adesão do peptídeo) (CRANDALL & MONTVILLE, 1998; PAIVA; BREUKINK 

& MANTOVANI, 2011) e, por fim, a presença de uma enzima inativadora (nisinase) (DE 

VUYST & VANDAMME, 1994). Assim, é indispensável conhecer as linhagens que 

comumente causam contaminação em alimentos, bem como seu perfil de sensibilidade a 

diferentes bacteriocinas, a fim de evitar seu uso contínuo e o desenvolvimento de cepas 

resistentes (CRANDALL & MONTVILLE, 1998). 
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2. Justificativa e objetivos gerais: 

 

Desde sua descoberta e caracterização, têm se buscado compreender os 

mecanismos de atividade da nisina em microrganismos susceptíveis. Embora já esteja bem 

elucidado de que a bacteriocina se liga na porção pirofosfato do lipídio II (LEE & KIM, 

2011), há evidências de possíveis mecanismos alternativos não relacionados com a 

formação de poros, por meio da construção de híbridos de mutacina 1140 (SMITH et al., 

2008) mostrando que mesmo sem a formação de poros na membrana, ainda há uma 

significativa atividade antimicrobiana (BREUKINK & DE KRUIJFF, 2006; HASPER et 

al., 2006). 

Nesse contexto, a proteômica tem sido uma das abordagens importantes para 

entender fenômenos celulares distintos. Através da observação do repertório de proteínas 

de um determinado organismo, é possível obter dados valiosos não somente para 

complementar outros estudos ômicos (genômica, transcritômica, etc.), mas também para 

estudos prospectivos de possíveis alvos de interesse farmacológico, para compreender 

diferentes mecanismos de adaptação e resposta a estímulos externos (DE HOOG & 

MANN, 2004). Nesta última aplicação, é possível verificar, através da comparação entre 

duas condições distintas, de que maneira algumas proteínas diferencialmente expressas 

estão relacionadas com estímulos ambientais (temperatura, pH, presença de componentes 

nocivos à integridade celular, etc.), fornecendo-nos um panorama da condição celular 

naquela determinada situação.  

Dessa forma, este trabalho visa a realizar uma abordagem proteômica para estudar a 

resposta de L. monocytogenes frente a concentrações subletais de nisina, a fim de 

compreender todos os possíveis processos celulares bacterianos que podem estar direta ou 

indiretamente influenciados pela presença do peptídeo. Como grande parte dos estudos 

envolvem diretamente estudos funcionais de interação entre nisina e lipídio II (BRÖTZ & 

SAHL, 2000; ASADUZZAMAN & SONOMOTO, 2009), uma visão mais abrangente do 

processo de estresse celular pode nos indicar proteínas envolvidas com processos cruciais 

para a compreensão do mecanismo de ação, o que pode sugerir novas perspectivas de 

estudos acerca do tema, além de confirmar ou questionar os trabalhos previamente 

realizados.  
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2.1 Objetivos específicos 

 

- Determinar a concentração subletal de nisina para os ensaios proteômicos; 

- Comparar o repertório de proteínas expressas em condições tratadas e não tratadas com 

nisina em cepas de L. monocytogenes; 

- Analisar as proteínas consideradas como diferencialmente expressas para identifica-las no 

que tange a sua localização, função e processos celulares envolvidos. 
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3. Materiais e métodos 

 

3.1 Cultivo e determinação da curva de crescimento em Listeria monocytogenes 

 

Para o cultivo de L. monocytogenes foi escolhida a cepa ATCC 7644, oriunda de 

um isolado clínico (sorotipo 1/2c) inicialmente cultivada em placa de Petri contendo meio 

ágar BHI (infusão de coração e cérebro bovino), incubadas a 37ºC por 24 h. A seguir, 

algumas colônias foram retiradas e ressuspensas em solução salina (NaCl 0,9%) estéril 

para obter uma OD 600 nm de 0,150 e, em seguida, inoculado um volume de 10 µL dessa 

suspensão em caldo BHI e incubado a 37ºC sob 125 rpm para a análise da curva de 

crescimento por 11 h por meio da leitura da OD a 600 nm em um espectrofotômetro UV 

Bio-Mate 3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). 

 

3.2 Determinação da atividade de nisina 

 

Para a determinação da atividade da nisina, foi solubilizada 10 mg de uma versão 

comercial de nisina (Nisaplin
®
, Danisco, Copenhagen, Dinamarca) em 1 mL de solução de 

HCl 0,01 M. A partir desta, foram preparadas soluções entre 10
-3

 a 10
-6

 mg/mL (diluídas 

também em HCl 0,01 M) para verificar a curva de crescimento de L. monocytogenes 

tratadas com diferentes concentrações de nisina. Todos os tratamentos foram realizados no 

mesmo estágio de multiplicação da bactéria (fase mid-log). Após o cultivo, foram medidas 

as absorbâncias no tempo inicial e aos 30 e 60 min após o tratamento. Como controle 

positivo e negativo, foram utilizadas a solução de nisina a 10 mg/mL e a solução diluente 

do composto, respectivamente; além de uma amostra sem qualquer tipo de tratamento. 

 

3.3 Extração de proteínas 

 

O protocolo de extração de proteínas foi adaptado de PINTO et al. (2007) e 

MONTEIRO et al. (2010). Foram realizadas três réplicas biológicas, oriundas de cultivos 

independentes de L. monocytogenes ATCC 7644 para cada condição (tratada ou não 

tratada). Durante a fase mid-log do crescimento bacteriano, os cultivos foram tratados com 

a concentração subletal de nisina previamente definida. Os controles por sua vez, foram 
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tratados com solução HCl 0,01 M. Uma hora após o tratamento, as amostras foram 

retiradas e centrifugadas a 7500 rpm durante 5 min, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado 5 vezes com solução de Tris-HCl 20 mM pH 8,0. A seguir, as amostras 

foram submetidas a 6 ciclos de sonicação de 30 s em banho de gelo (Vibra Cell™ VC601, 

Sonics and Materials Inc., Newtown, Connecticut, EUA) com intervalos de 1 min entre 

ciclos e estocadas a -20ºC. Todas as amostras de extrato proteico (tratadas e não tratadas) 

foram quantificadas por meio da análise por fluorescência do kit Qubit
®

 Protein Assay 

(Invitrogen/Life Technologies, Grand Island, New York, EUA) e lidos em um fluorômetro 

Qubit
®

 2.0 fluorometer (Invitrogen/Life Technologies).  

 

3.4 Espectrometria de massas 

 

3.4.1 Preparação das amostras 

 

Para a análise dos extratos proteicos obtidos pelos cultivos celulares, inicialmente 

as amostras foram tratadas com o surfactante Rapigest
® 

SF (Waters, Milford, 

Massachusetts, EUA). Após isso, as amostras foram tratadas com DTT 5 mM (Bio-Rad, 

Hercules California, EUA), incubadas a 60ºC por 30 min e resfriadas em temperatura 

ambiente. Para a alquilação das proteínas foi utilizado iodoacetamida 15 mM (Bio-Rad), 

sendo incubadas a temperatura ambiente por 30 min e aquecida em um termobloco a 100ºC 

por 5 min. Com a amostra resfriada, foi adicionada a enzima Trypsin Gold Mass 

Spectrometry Grade (Promega, Madison, Winsconsin, EUA) solubilizada em NH4HCO3 

200mM pH 7.8 (em volume correspondente a uma proporção de 1 µg para cada 50 µg de 

extrato proteico) e incubadas a 37ºC overnight. Por fim, foi adicionado ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,5% (v/v) para a remoção do surfactante (Rapigest SF), incubadas 

a 37ºC por 45 min, centrifugadas a 13000 rpm por 10 min, descartado o precipitado, e o 

sobrenadante secado em Speed-Vac. 

As amostras foram ressuspensas em solução de TFA 0,1% e aplicadas em uma 

coluna de fase reversa (Oasis HLB Cartridge, Waters) para a dessalinização, na qual foram 

utilizadas como tampão de lavagem e de eluição TFA 0,1% e acetonitrila 50% + TFA 

0,1%, respectivamente. A seguir, os produtos das eluições foram separados para a análise 

direta do extrato bruto e a outra parte (das quais foram utilizadas duas réplicas para cada 
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condição) foi submetida a um processo de fracionamento por coluna de troca catiônica 

forte (SCX Minispin Column, Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, EUA), na 

qual foram usados um gradiente de eluição de cinco concentrações de KCl (20,40,60,80 e 

500 mM). Cada fração eluída foi posteriormente passada por uma coluna de fase reversa 

(C18 Minispin Column, Harvard Apparatus), para a remoção dos sais que compunham a 

solução eluente. As amostras foram secadas em Speed-Vac e guardadas em refrigeração 

por -20ºC até seu uso. 

 

3.4.2 Análise das amostras por LC-MS/MS 

 

 Os peptídeos das frações da SCX, bem como dos extratos totais, foram analisados 

no espectrômetro de massas ESI-Q-TOF Premier (Waters) acoplado a um sistema de 

cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC) nanoACQUITY
TM

 (Waters) no 

Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), do Centro Nacional de Pesquisa de 

Engenharia e Materiais (CNPEM), Campinas/São Paulo. Dez microgramas de peptídeos de 

cada amostra/fração, solubilizados em ácido fórmico 0,1%, foram fracionados em coluna 

de fase reversa utilizando um gradiente de 50 a 90% de acetonitrila em ácido fórmico 0,1% 

durante 60 min, em um fluxo de 200 nL/min. Os espectros em MS foram obtidos na faixa 

de massa de 100 a 2000 m/z, com tempo de busca de 1 s e intervalos de 0,1 s. Os espectros 

em MS/MS foram adquiridos na faixa de massa de 50 a 2000 m/z e com tempos de busca e 

intervalo iguais aos do modo MS. As amostras foram analisadas em modo Data Dependent 

Acquisition (DDA), nas quais cada análise completa em modo MS foram seguidas de 3 

análises consecutivas em modo MS/MS, sendo selecionados para fragmentação os 3 íons 

mais intensos com múltiplas cargas e acima de um ponto de corte de 30 contagens por 

segundo. As energias de colisão para a fragmentação dos peptídeos foram ajustadas de 

acordo com os arquivos de reconhecimento de cargas para os íons peptídicos +2, +3 e +4 

fornecidos pelo sistema MassLynx (Waters). Os dados brutos de MS/MS foram 

processados utilizando o Mascot Distiller versão 2.2.1. As amostras foram analisadas em 

duas réplicas técnicas e, após a corrida de cada réplica biológica a coluna foi lavada com 

acetonitrila 98% a fim de evitar a mistura dos componentes. 
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3.4.3 Análise de dados de LC-MS/MS 

 

 Para a análise dos dados de MS foram utilizadas as sequências de aminoácidos da 

cepa FSL R2-561 (cujo sorotipo – 1/2c – é correspondente à cepa na qual foram realizados 

os testes), disponível pelo website da Broad Institute of Harvard (Boston, Massachusetts, 

EUA)(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/listeria_group/MultiDownloads.html). 

Também foram incluídas sequências de possíveis contaminantes de amostra (tripsina, 

queratina humana, dentre outros) junto ao arquivo *.fasta obtido para evitar erros de 

detecção. 

 Após a análise das amostras por LC-MS/MS, os dados brutos foram coletados e 

passados pela plataforma Mascot (Matrix Science, Boston, Massachusetts, EUA), 

utilizando como parâmetros fixos a carbamidometilação e a oxidação da metionina como 

modificação variável. Deste resultado, os arquivos resultantes foram exportados na 

extensão *.dat e processados no software Scaffold Q+ versão 3.00.03 (Proteome Software, 

Portland, Oregon, EUA), utilizando como critérios de seleção a presença de no mínimo 

dois fragmentos de peptídeos e uma taxa de 95% de probabilidade de identificação da 

proteína. As proteínas resultantes e comuns entre as amostras de extrato bruto e as 

fracionadas por SCX foram submetidas ao teste pareado de Wilcoxon através do software 

Graphpad Prism versão 6.02 (Graphpad Software, La Jolla, Califórnia, EUA) para verificar 

as diferenças das contagens espectrais totais entre as duas abordagens em cada réplica 

biológica. As amostras que possuíram valores de p<0,05 foram consideradas 

estatisticamente significativas e, portanto, apresentam diferenças entre si. Em seguida, os 

dados resultantes foram analisados por contagem espectral total com normalizador e 

utilizado o teste t para a comparação estatística. Todos os valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos, sendo selecionados para as análises 

posteriores de ontologia gênica (GO).  
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3.4.4 Classificação funcional das proteínas identificadas  

 

 Para categorizar as proteínas identificadas por LC-MS/MS, foram realizadas 

análises por GO com o auxílio do programa Blast2GO (BioBam, Valencia, Espanha), nas 

quais foram verificadas todas as proteínas identificadas e selecionadas pelo Scaffold, a fim 

de verificar a representatividade do ensaio em comparação à totalidade do genoma 

bacteriano, bem como a análise separada das proteínas diferencialmente expressas. Para 

isso, essas sequências foram selecionadas com o auxílio do programa Bioedit versão 7.1.7 

(Ibis Biosciences, Carlsbad, California, EUA) a partir do arquivo *.fasta do banco de dados 

de L. monocytogenes FSL R2-561 criado previamente. As análises iniciais envolvem o 

alinhamento (via Blastp) das sequências de aminoácidos e o mapeamento delas nos termos 

de GO. A partir disso, é possível ver aas quais processos, funções e componentes celulares 

as proteínas analisadas estão associadas. Além disso, o programa Blast2GO permite a 

identificação das proteínas em rotas celulares disponíveis pelo KEGG, contribuindo para a 

elucidação de possíveis mecanismos celulares envolvidos.  

 

3.4.5 Determinação da atividade da catalase por decaimento do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 

 

 Para a determinação da atividade da catalase foi utilizado um protocolo adaptado de 

BERGMEYER (1983). Inicialmente, foi preparada uma solução de NaH2PO4 50 mM pH 

7,0 e uma solução de H2O2 cuja absorbância a 240 nm esteja na faixa de 0,85 ± 0,02. Após 

isso, as amostras foram preparadas e diluídas em tampão fosfato a uma proporção de 1:100 

(v/v). Ao serem misturadas com a solução de H2O2 em uma cubeta de quartzo e incubadas 

à temperatura ambiente por 5 minutos as amostras foram lidas em um espectrofotômetro 

UV Bio-Mate 3 (Thermo Fisher Scientific) com comprimento de onda de 240 nm. Durante 

5 minutos, as absorbâncias foram medidas com intervalos de leitura de 10 s cada. Para 

cada amostra foram realizadas triplicatas técnicas e para a solução branca, foi utilizado 1 

mL de tampão fosfato mais 0,5 mL de solução de H2O2. As leituras foram passadas para 

uma tabela e os valores plotados em um gráfico OD240 x tempo e, a partir de um intervalo 

estabelecido, determinou-se a atividade da catalase (em U/mL) de acordo com a equação 

abaixo descrita: 

 

36



 
 

 

                   (   ⁄ )  
(                  )                       

      (                                     )
 

 

 Os valores obtidos foram analisados estatisticamente por meio do teste t não 

pareado por meio do software Graphpad Prism, considerando valores de p<0,05 como 

estatisticamente significativos.  
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4. Resultados 

 

4.1 Determinação da curva de crescimento padrão de Listeria monocytogenes ATCC 

7644 

 

Para verificar a curva de crescimento bacteriano da cepa de L. monocytogenes 

ATCC 7644 foram observados, em triplicatas realizadas em três eventos independentes, os 

valores das absorbâncias a 600 nm durante 12 h, conforme ilustra a Figura 4: 

 Figura 4 – Gráfico da curva de crescimento de L. monocytogenes ATCC 7644 

 

A partir deste perfil, observou-se que os cultivos bacterianos atingiram a fase mid-

log no período de 6 h após a inoculação da suspensão bacteriana. Com base nestes 

resultados, estabeleceu-se que os tratamentos com diferentes concentrações de nisina 

seriam realizados a partir deste período.  
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4.2 Determinação da atividade de nisina 

 

 Para determinar a concentração subletal de nisina em L. monocytogenes, foi 

realizado um ensaio de crescimento bacteriano com diferentes concentrações de nisina a 

partir da fase mid-log, sendo verificadas suas absorbâncias a 0, 30 e 60 min após o 

tratamento. A Figura 5 ilustra as absorbâncias obtidas nesses intervalos: 

 

Figura 5- Atividade da nisina em diferentes concentrações após a fase mid-log de multiplicação bacteriana. 

 

A partir deste ensaio foi possível verificar que a concentração de 10
-3

 mg/mL 

possui um perfil de subletalidade mais aproximado para o propósito do trabalho, dada sua 

capacidade de retardar a multiplicação bacteriana quando comparado as demais 

concentrações testadas. Em face disto, foi realizada uma curva de crescimento de 8 h, 

comparando o perfil de crescimento bacteriano de um cultivo tratado (com nisina a 10
-3

 

mg/mL) com uma situação não tratada (controle), como mostra a Figura 6: 
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Figura 6 - Curva de crescimento L. monocytogenes ATCC 7644 tratado com 10
-3

 mg/mL de nisina 

 

 Os dados obtidos deste ensaio nos permitiram observar que, após o tratamento, 

houve um sutil retardo no crescimento na amostra tratada. Entretanto, uma hora após o 

tratamento, percebeu-se que houve uma retomada na multiplicação bacteriana. Estes fatos 

evidenciam que, nesta concentração (10
-3

 mg/mL) não somente ocorreu uma possível 

atividade inibitória de crescimento, mas também evidenciou a sobrevivência do cultivo 

bacteriano. Logo, foi determinado a concentração de 10
-3

 mg/mL de nisina como sendo 

ideal para as análises proteômicas.  

 

4.3 Extração de proteínas 

 

Os cultivos de L. monocytogenes ATCC 7644 foram retirados após 1 h de 

tratamento e obtidos seus extratos proteicos conforme descrito anteriormente. Os extratos 

foram quantificados para estimar as concentrações de proteínas presentes. Conforme a 

Tabela 2, podemos perceber que há uma maior quantidade de proteínas presentes nas 

condições controle, fato este que é plausível uma vez que as amostras tratadas com nisina 

apresentaram uma sutil inibição no crescimento exponencial bacteriano.  
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Tabela 2 - Concentrações de proteínas nos extratos celulares de L. monocytogenes ATCC 7644 quantificados por 

Qubit. As amostras são denominadas de acordo com o tratamento dado (Controle e Tratamento, C e T, respectivamente) 

e suas réplicas biológicas (CA, CB, CC para os controles e TA, TB e TC para os tratados com nisina). 
 Amostra Réplica Concentração (µg/mL) Média (µg/mL) 

C
o

n
tr

o
le

s 

CA 
CA1 2,78 x 105 

2,78 x 105 
CA2 2,78 x 105 

CB 
CB1 2,72 x 105 

2,71 x 105 
CB2 2,70 x 105 

CC 
CC1 2,68 x 105 

2,57 x 105 
CC2 2,46 x 105 

T
ra

ta
m

en
to

s TA 
TA1 2,14 x 105 

2,24 x 105 
TA2 2,34 x 105 

TB 
TB1 1,92 x 105 

1,83 x 105 
TB2 1,74 x 105 

TC 
TC1 2,40 x 105 

2,24 x 105 
TC2 2,08 x 105 

 

Para fins comparativos, foi realizada uma eletroforese em gel nativo de 

poliacrilamida dos extratos proteicos (tratados e não tratados). Como resultado, foram 

detectadas diferenças bastante sutis das amostras controle em comparação às tratadas com 

nisina, como mostram as bandas marcadas na Figura 7: 

 

 

Figura 7 - Gel de poliacrilamida nativo de extratos proteicos de L. monocytogenes ATCC 7644 controle e tratadas com nisina 

a 10-3 mg/mL. (CA), (CB) e (CC) representam as réplicas biológicas das amostras controle e (TA), (TB) e (TC) representam as 

réplicas biológicas das amostras tratadas com nisina. As bandas marcadas na figura representam possíveis diferenças de perfil 

eletroforético entre as amostras controle e tratadas. M: representa o marcador de massa molecular (de 10 a 200 kDa). O gel foi 

corado com Coomassie R-250. 
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4.4 Espectrometria de massas 

 

4.4.1 Análise dos dados de LC-MS/MS 

 

Os dados analisados por LC-MS/MS pela plataforma MASCOT permitiram a 

identificação de 225 e 420 proteínas nas amostras de extrato bruto e por fracionamento em 

SCX (SCX), respectivamente (Figura 8). Estes valores representam cerca de 14,43% para 

as amostras de SCX e 7,73% nas amostras de extrato bruto em relação às 2910 proteínas de 

L. monocytogenes presentes no banco de dados utilizado.  

 

 

Apesar de possuírem um alto número de proteínas identificadas, muitas delas 

apresentaram índices de probabilidade de identificação muito baixos. Logo, os dados 

obtidos foram analisados pelo software Scaffold e critérios adicionais foram escolhidos 

para selecionar as proteínas para as análises de contagem espectral. Destes critérios, foi 

estabelecido um mínimo de 95% de probabilidade de identificação de proteínas e o mínimo 

de 2 peptídeos identificados. Com a adição destes parâmetros, o total de proteínas 

selecionadas foi de 115 para as amostras de extrato bruto e de 140 para as amostras de 

SCX (Figura 9). Também foi possível verificar que, em ambos, nenhuma proteína 

exclusivamente presente na condição controle foi selecionada, indicando que todas as 

outras identificadas anteriormente possuíam índices não suficientemente fidedignos para as 

análises. 

 

A B 

Figura 8 - Diagrama de Venn das proteínas identificadas pela plataforma MASCOT. Em (A) estão 

representados os dados oriundos do extrato proteico bruto e, em (B), os dados de fracionamento por SCX. 
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Para a posterior análise de expressão diferencial de proteínas, inicialmente os dados 

resultantes de cada abordagem foram comparados entre si com intuito de verificar a 

similaridade dos resultados. Os dados de extrato bruto e de SCX, respectivamente 

apresentaram 3 e 37 proteínas exclusivas; e ambos apresentaram 103 proteínas em comum, 

conforme ilustra a Figura 10. É importante ressaltar que, comparado com os últimos dados 

obtidos pela seleção dos parâmetros do Scaffold, nos extratos brutos, houve uma 

defasagem de 10 proteínas em relação aos dados comparativos realizados. Entretanto, isto 

se deve à exclusão de uma das réplicas biológicas de cada (CC e TC) das amostras de 

extrato bruto para a comparação das contagens de espectros totais dos dados das amostras 

de SCX. 

 

 

A B 

Figura 9 - Diagrama de Venn das proteínas totais selecionadas pelo Scaffold (95% de 

probabilidade de identificação de proteínas como ponto de corte, e mínimo de 2 peptídeos 

identificados). Em (A) estão representados os dados oriundos do extrato proteico bruto e, em (B), os 

dados de fracionamento por SCX. 

Figura 10 - Diagrama de Venn comparativo entre as proteínas identificadas em comum 

nos dados de extrato bruto e por fracionamento por SCX 
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Para verificar as diferenças no nível de espectros totais identificados As 103 

proteínas em comum foram submetidas ao teste pareado de Wilcoxon e apresentaram 

valores de p menores que 0,0001, indicando que, dentre uma mesma réplica biológica, as 

amostras de extrato bruto de SCX possuem diferenças estatisticamente significativas entre 

si, fato este que impossibilita a complementariedade dos dados obtidos em ambas as 

metodologias. Em virtude de possuírem uma maior quantidade de proteínas identificadas, o 

que significa uma maior representatividade de todo o repertório de proteínas produzidas 

por L. monocytogenes nos diferentes processos celulares, os dados das amostras 

fracionadas por SCX foram escolhidos para as análises posteriores. 

Com o intuito de identificar as proteínas que podem estar diferencialmente 

expressas quando expostas à nisina, foram analisados os valores de contagem espectrais 

totais (com normalizador) através do teste t. Como resultado, das 140 proteínas, 18 destas 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas quando comparadas a uma 

condição controle (não tratada), como mostra a Tabela 3:  

 

Tabela 3 - Proteínas de L. monocytogenes em ordem crescente de relevância estatística em relação às amostras 

tratadas com concentrações subletais de nisina, quando comparadas a uma condição não tratada (controle). As 

proteínas assinaladas em vermelho correspondem, em relação ao tratamento, às proteínas subexpressas e, em verde, as 

proteínas superexpressas. 

 
Nome da proteína Código de acesso NCBI 

Massa 

molecular 
p<0,05 

 
β-cetoacil - (proteína carreadora de radical acila) 

sintetase II (414 aa) 
LMKG_00108T0|LMKG_00108| 44 kDa 0,0014 

 
RNA polimerase subunidade β (1185 aa) LMKG_01666T0|LMKG_01666| 133 kDa 0,0050 

 
Aspartil-tRNA sintetase (592 aa) LMKG_00692T0|LMKG_00692| 66 kDa 0,0074 

 
Proteína Dps (Ferritina não-heme ligante ao ferro) (157 

aa) 
LMKG_01985T0|LMKG_01985| 18 kDa 0,0110 

 
Enoil-(proteína carreadora de radical acila) redutase 

(NADH) (263 aa) 
LMKG_01955T0|LMKG_01955| 28 kDa 0,0140 

 
Proteína ribossômica S2 (250 aa) LMKG_00540T0|LMKG_00540| 28 kDa 0,0140 

 
Proteína de montagem de cluster de ferro e enxofre 

SufD (434 aa) 
LMKG_02728T0|LMKG_02728| 48 kDa 0,0150 

 
Anidrase carbônica (234 aa) LMKG_01061T0|LMKG_01061| 27 kDa 0,0150 

 
Proteína hipotética conservada (602 aa) LMKG_01158T0|LMKG_01158| 66 kDa 0,0200 

 
Proteína ribossômica da subunidade 30S (126 aa) LMKG_02870T0|LMKG_02870| 14 kDa 0,0210 

 
Acetato-quinase (406 aa) LMKG_00624T0|LMKG_00624| 45 kDa 0,0260 

 
Flagelina (288 aa) LMKG_01192T0|LMKG_01192| 30 kDa 0,0260 

 
Proteína ribossômica S1 da subunidade 30S (382 aa) LMKG_00395T0|LMKG_00395| 41 kDa 0,0270 

 
Fosfopentomutase (395 aa) LMKG_00376T0|LMKG_00376| 44 kDa 0,0280 

 
Catalase (489 aa) LMKG_02049T0|LMKG_02049| 56 kDa 0,0300 

 
Foldase prsA 2 (294 aa) LMKG_00089T0|LMKG_00089| 33 kDa 0,0320 

 
Proteína grpE (192 aa) LMKG_00739T0|LMKG_00739| 22 kDa 0,0340 

 
Proteína de divisão celular FtsZ (392 aa) LMKG_00292T0|LMKG_00292| 41 kDa 0,0480 

44



 
 

 

Desta relação de proteínas, vale destacar a presença da catalase, que atua como um 

protetor contra o dano causado por espécies reativas de oxigênio, além de outras proteínas 

associadas a respostas mais complexas como a chaperona GrpE, e uma proteína de divisão 

celular (FtsZ), a qual é uma das responsáveis pela formação do septo de divisão binária 

bacteriana. Entretanto, devido à diversidade de proteínas que atuam em diferentes 

processos celulares, é difícil prever um modelo que una a indução da nisina em L. 

monocytogenes com todas as proteínas diferencialmente expressas.  

Logo, para entender qual relação destas proteínas no contexto da resposta celular 

bacteriana frente à nisina, uma das abordagens utilizadas são as ferramentas de 

bioinformática como o BLAST (para a análise de similaridade das sequências de 

aminoácidos com proteínas homólogas e ortólogas disponíveis no banco de dados do 

NCBI) e o Gene Ontology (para a identificação dos processos e atividades celulares em 

que as proteínas estão envolvidas). Com o auxílio destas abordagens, é possível 

compreender com mais clareza em quais fenômenos celulares as proteínas diferenciais 

atuam e se sua maior (ou menor) expressão representa, para a célula bacteriana, uma 

resposta de defesa ou uma consequência ao dano provocado pela nisina. 

 

4.4.2 Classificação funcional das proteínas identificadas 

 

 As análises por Gene Ontology (através do software Blast2GO) inicialmente foram 

realizadas com todas as proteínas identificadas por LC-MS/MS e selecionadas pelo 

Scaffold. A partir desta abordagem, foi possível estimar a representatividade da amostra 

em relação aos diferentes eventos celulares que permeiam a biologia celular de L. 

monocytogenes (Figura 11). 
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Figura 11 - Gráfico setorial das análises de Gene Ontology das proteínas totais identificadas e selecionadas pelo Scaffold. Os gráficos representam a função (A) e componentes 

celulares (B) representadas, bem como os processos biológicos (C) envolvidos. Os números representam a quantidade de proteínas que fazem parte de cada seção
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 Com base nos dados obtidos, foi possível verificar que as proteínas analisadas 

apresentaram uma boa representatividade por contemplarem grande parte dos processos, 

componentes e funções celulares. Grande parte delas estão associadas a processos 

metabólicos (tanto na função de catalisadores ou cofatores enzimáticos), apesar de uma 

pequena parcela serem responsáveis pelo transporte de compostos e pela formação e 

estabilidade de complexos moleculares. Também estão envolvidas na locomoção, 

reprodução, resposta ao estresse celular desencadeados por diferentes estímulos; além de 

estarem presentes em grande parte das estruturas celulares (incluindo espaços 

intermembranosos e regiões extracelulares).  

 A seguir, as proteínas diferencialmente expressas foram analisadas pelo Scaffold. 

Estas proteínas estão distribuídas na maioria das categorias de GO em relação ao total das 

proteínas identificadas por LC-MS/MS (Figura 12). Em razão disto, elas parecem ser 

importantes em diferentes processos metabólicos, atuando na biossíntese de compostos 

essenciais para a manutenção da vida celular (Figura 13). A expressão positiva ou negativa 

das proteínas em diferentes processos bioquímicos pode ser crucial para a formação de 

novos compostos que podem atuar (direta ou indiretamente) na proteção da célula 

bacteriana ou até mesmo na morte celular, uma vez que esta via metabólica pode ser 

responsável pela biossíntese de compostos vitais, como por exemplo, alguns tipos de 

ácidos graxos e bases nitrogenadas.  
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Figura 12 - Comparação das análises dos termos de Gene Ontology entre as proteínas totais e diferencialmente expressas. Em (A) estão representadas a localização celular das proteínas, 

em (B) as funções desempenhadas e, em (C), os processos biológicos envolvidos. As barras em vermelho representam as proteínas diferencialmente expressas e as barras em azul, as proteínas 

totais. 
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Figura 13 - Gráfico setorial das análises dos termos de Gene Ontology das proteínas analisadas como diferencialmente expressas pelo Scaffold. Os gráficos representam os componentes 

(A) e funções celulares (B) representadas, bem como os processos biológicos (C) envolvidos. Os números representam a quantidade de proteínas presentes em cada seção
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Assim, foi realizado um mapeamento, através do KEGG, das principais vias 

metabólicas nas quais as proteínas diferenciais estão presentes (Tabela 4). Dentre as 

proteínas mapeadas, a enzima acetato-quinase foi identificada em diferentes vias 

bioquímicas, como as do metabolismo de piruvato e propanoato, a via da pentose 

fosfato, dentre outros. Na biossíntese de ácidos graxos, duas proteínas (enoil-PCA-

redutase e β-cetoacil PCA-sintetase II) foram identificadas, as quais são essenciais para 

a síntese de diversos ácidos graxos saturados. Outras rotas relevantes também são as da 

biossíntese de aspartil RNAt e o metabolismo de purinas e pirimidinas.  

 
Tabela 4 - Processos metabólicos (identificados pelo Blast2GO através dos dados disponíveis no 

KEGG) em que algumas proteínas diferenciais estão presentes. 

Nome da proteína Via/Rota Função 
Enzyme 

Code (EC) 

Acetato-quinase 

Metabolismo do metano 

Fosforila o acetato, transformando-

o em acetil fosfato. 

EC 2.7.2.1 

Metabolismo do 

piruvato 

Metabolismo da 

taurina/hipotaurina 

Via da pentose fosfato 

Metabolismo do 

propanoato 

Fosforila o propanoato, 

transformando-o em propanoil 

fosfato. 

Anidrase-carbônica 
Metabolismo do 

nitrogênio 

Recicla o CO2 formado pela 

produção de carbamato a partir do 

cianeto 

EC 4.2.1.1 

Aspartil-RNAt-

sintetase 

Biossíntese de aspartil 

aminoacil tRNA 

Liga a L-aspartato com o RNAt-

Asp 
EC 6.1.1.12 

β cetoacil-PCA-

sintetase II 

Biossíntese de ácidos 

graxos 
Atua na montagem do grupamento 

acila da PCA com malonil-PCA 

EC 2.3.1.179 

EC 1.3.1.9 
Metabolismo da biotina 

Catalase 

Metabolismo do 

glioxilato e 

dicarboxilato 

Dissocia o H2O2 formado pela 

oxidação de glicolato, fornecendo 

O2 para a própria reação de 

oxidação do glicolato. 

EC 1.11.1.6 
Metabolismo do 

triptofano 

Catalisa a reação de transformação 

do 3-hidroxiantranilato em ácido 

cinabarínico 

Metabolismo do metano 
Auxilia na transformação do 

metano em formaldeído 

Fosfopentomutase 

Metabolismo de purinas Faz a conversão do grupamento 

fosfato do carbono 1 para o carbono 

5 da ribose 

EC 5.4.2.7 
Via da pentose fosfato 

RNA-polimerase 

subunidade β 

Metabolismo de purinas 
Utiliza os nucleotídeos para a 

síntese de RNA 
EC 2.7.7.6 Metabolismo de 

primidinas 
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4.5 Ensaio da atividade da catalase por decaimento do peróxido de hidrogênio 

(H2O2) 

 

 Com o intuito de confirmar a expressão diferencial da catalase quando expostos 

à nisina, foram realizados testes de atividade enzimática pelo decaimento de seu 

substrato (H2O2) durante 5 min. A Figura 11 demonstra o perfil de decaimento do H2O2 

através dos valores das absorbâncias a 240 nm: 

 

Figura 14 - Gráfico da atividade da catalase pelo decaimento do H2O2 durante 5 min. Os pontos em laranja são 

referentes às amostras tratadas com nisina, em azul, às amostras controles (não tratadas) e, em cinza, aos valores da 

solução em branco. Cada ponto é equivalente a média de três réplicas técnicas de uma réplica biológica e as barras 

verticais correspondem ao erro padrão da média de cada ponto. 

 

Os resultados preliminares, demonstrados no gráfico acima, apontam para uma 

significativa diferença entre as amostras tratadas com nisina em relação às amostras 

controle. Para determinar quantitativamente a atividade enzimática da catalase nas 

amostras tratadas e não tratadas, foram selecionados o intervalo de tempo entre 170 s e 

230 s (entre 2 min 50 s e 3 min 50 s), devido à menor variação da absorbância das 

amostras em branco. Com isto, as amostras calculadas (de acordo com a equação 

previamente mencionada no item 3.4.5) obtiveram valores, em U/mL, de acordo com a 

Tabela 5:  
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Tabela 5 - Atividade da catalase, em U/mL, nas condições tratadas e não tratadas com nisina 

 

 

 

  

A partir dos resultados obtidos, foi realizada uma análise estatística, na qual o 

valor de p entre as amostras controles e tratadas foram equivalentes a 0.0011, 

evidenciando uma diferença significativa entre ambas as condições. Logo, a análise da 

atividade enzimática da catalase corrobora com os resultados obtidos por LC-MS/MS, 

evidenciando uma maior presença quantitativa da enzima nas amostras tratadas, o que 

implica, por conseguinte, um maior número de moléculas de H2O2 dissociadas em um 

determinado período. 

 

  

Réplica Controle Tratamento 

A 20,64220 40,13761 

B 16,05505 36,69725 

C 17,20183 44,72477 
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5. Discussão 

 

Os estudos acerca dos mecanismos de resposta e defesa de L. monocytogenes 

frente à nisina têm se concentrado nos processos de interação do peptídeo com o lipídio 

II, cujos complexos formam poros na membrana, provocando, dessa forma, a morte 

celular pela perda de eletrólitos e de componentes essenciais para a sobrevivência da 

bactéria. Entretanto, estudos funcionais de híbridos da nisina com outros lantibióticos 

não formadores de poros pela interação com o lipídio II, evidenciam possíveis 

mecanismos alternativos de dano celular (HASPER et al., 2006; SMITH et al., 2008; 

PAIVA; BREUKINK & MANTOVANI, 2011). Além disso, pouco se sabe sobre os 

efeitos provocados pela ação da nisina no microrganismo. Neste contexto, a abordagem 

proteômica empregada neste trabalho objetivou detectar proteínas envolvidas com 

processos de resposta celular frente à nisina, bem como seus possíveis mecanismos de 

defesa, as quais podem ser decisivas para a sobrevivência e retomada da multiplicação 

bacteriana dos cultivos tratados. 

Uma das consequências da formação de poros é a perda de controle no fluxo de 

eletrólitos na célula. Isto pode acarretar na reatividade de alguns elétrons livres com o 

oxigênio, formando íons superóxido (O2
-
) e moléculas de H2O2 além das presentes 

extracelularmente. Altas taxas de peróxido de hidrogênio podem ser nocivas à célula 

quando reagem com íons de ferro divalente (denominada reação de Fenton, ilustrado na 

Figura 15) presentes na forma livre ou ligados a outros compostos, como clusters de 

ferro e enxofre (Fe-S) (ROCHE et al., 2013).  Desta reação, são formados radicais 

hidroxila e íons de ferro III (Fe
3+

), que são potenciais mutagênicos quando moléculas de 

H2O2 reagem com átomos de ferro associados ao DNA, provocando tanto quebras nas 

sequências de nucleotídeos como mudanças estruturais nos ácidos nucleicos e açúcares 

dos nucleotídeos (HENLE & LINN, 1997).  

 

 e2     2O2      e
      O    O 

 
 

Figura 15 -  Equação de Fenton de reação do peróxido de hidrogênio com o íon ferroso 

Para evitar os efeitos da reação de Fenton na estrutura do DNA, a célula 

bacteriana possui inúmeros mecanismos de defesa ao estresse oxidativo (IMLAY, J. A, 

2003; IMLAY, J. A., 2008). Grande parte dos organismos procariotos, incluindo a L. 

monocytogenes, possuem sistemas de detecção de compostos que auxiliam ou 

participam de reações formadoras de EROs, que ao serem ativados, estimulam a 
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produção de diferentes enzimas antioxidantes. A catalase é uma das enzimas 

antioxidantes mais conhecidas, sendo responsável pela dissociação do H2O2 em 

moléculas de H2O e O2, evitando, assim, sua reação com átomos de Fe
2+

 livres na célula 

bacteriana (CHELIKANI; FITA & LOEWEN, 2004; IMLAY, J. A., 2008). Logo, um 

acréscimo na expressão desta enzima, como demonstra a possível presença de maiores 

quantidades de H2O2 ou de demais EROs, corroborada também pelos ensaios 

enzimáticos realizados.  

Apesar de serem altamente reativos com o H2O2, os átomos de ferro são vitais na 

composição de inúmeras proteínas envolvidas com vias metabólicas e processos de 

virulência (ANDREWS; ROBINSON & RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003). Devido à 

predominância de ambientes ricos em oxigênio, os íons e moléculas de ferro presentes 

estão na forma trivalente (sua forma mais oxidada), os quais são insolúveis a pH 

fisiológico (PESEK et al., 2011). Logo, para sua captação, enzimas são necessárias para 

a redução destes íons para sua forma mais solúvel (Fe
2+

). Para sua posterior 

incorporação na estrutura das proteínas, nas quais a maioria utiliza o metal em sua 

forma trivalente, os íons Fe
2+

 serão oxidados através de processos catalíticos 

(ANDREWS; ROBINSON & RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003). Entretanto, uma vez 

em sua forma mais reduzida, os íons Fe
2+

 presentes no citoplasma necessitam de 

sistemas de proteção da reação de Fenton com o H2O2, auxiliando na correta ligação do 

metal nas proteínas.  

Assim, muitos organismos possuem proteínas sequestradoras de átomos de Fe
2+

, 

como as ferritinas, responsáveis pela proteção destes átomos contra a presença de 

agentes formadores de EROs. Em condições de estresse oxidativo, uma família de 

proteínas interessantes são as Dps cuja função, além de comportar átomos de ferro, 

também possuem sítios de ligação ao DNA, protegendo contra os efeitos de radicais 

livres na sua estrutura (CHIANCONE & CECI, 2010).  

Outro grupo de proteínas constituídas por átomos de ferro em sua estrutura e que 

apresenta extrema relevância na biologia celular de procariotos são as proteínas com 

clusters de ferro e enxofre (Fe-S). Este grupo possui diversas funções celulares, dentre 

as principais estão a regulação da expressão gênica (através da sensibilidade nas 

alterações das condições intracelulares ou ambientais), além de servirem como fonte de 

transferência de elétrons (ao mudar seus estados oxidativos de Fe
+2

 para Fe
+3

 ou vice-

versa) em diversas reações bioquímicas na célula (LILL, 2009; SHEPARD et al., 2011; 

ROCHE et al., 2013). Dentro desta última característica, a troca entre estados iônicos 
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pode ser operada pela presença de H2O2 ou O2
-
, formando radicais livres, além de alterar 

a composição do cluster de Fe-S, que, por conseguinte, modifica suas funções originais 

designadas (PY; MOREAU & BARRAS, 2011). 

Portanto, dentro do contexto do estresse oxidativo provocado pela nisina, é 

possível realizar algumas inferências sobre possíveis mecanismos de resposta e defesa 

da L. monocytogenes contra a formação de EROs e de agentes oxidantes. A presença de 

proteínas Dps superexpressas neste estudo nos revela um mecanismo de proteção contra 

a presença de H2O2 presente na célula, indicando que a sobrevivência da célula pode 

estar associada a menor quantidade de íons Fe
2+

 livres para a reação de Fenton. Além 

disso, outros estudos também indicam uma atividade de captura de átomos de H2O2 e 

sua possível função de impedir a dispersão de radicais livres formados no interior da 

proteína para o citoplasma, por meio de resíduos de triptofano e tirosina próximos do 

sítio de ligação/oxidação do metal (BELLAPADRONA et al., 2010). Juntamente com a 

atividade aumentada da catalase na célula (em relação à condição controle), os dados 

apontam para um possível controle na presença de moléculas de H2O2 e de íons Fe
2+

 

livres, reduzindo potenciais danos oxidativos e garantindo a manutenção de processos 

celulares vitais para a sobrevivência e multiplicação bacteriana. 

Outro mecanismo de estresse celular evidenciado neste estudo é através da 

superexpressão de uma proteína de choque térmico (grpE), integrante de um complexo 

de HSPs (formado pelas proteínas GrpE, DnaK e DnaJ) responsáveis por auxiliar na 

reestruturação da conformação final de proteínas danificadas (RICHTER; HASLBECK 

& BUCHNER, 2010). Entretanto, segundo SUGIMOTO et al. (2008), um aumento 

significativo na diferença entre as proteínas GrpE e DnaK/DnaJ pode interferir na 

atividade de remodelamento das proteínas avariadas devido à perda no equilíbrio entre a 

mudança de estado de maior para menor afinidade de ligação da DnaK com as proteínas 

desnaturadas. Outra consequência apontada pelo autor é sua influência na divisão 

celular. Uma das hipóteses levantadas é a influência da ação deste complexo na 

atividade da proteína FtsZ, principal responsável pela formação do septo de divisão 

celular. Neste mesmo estudo, cepas submetidas a uma superexpressão de GrpE 

apresentaram um sutil atraso no seu crescimento quando comparadas a cepas controle. 

Entretanto, para compreender a real atividade deste complexo quando submtetidas a 

concentrações subletais de nisina, é necessário estimar a expressão de DnaK e DnaJ 

para avaliarmos a atividade de chaperona do complexo, a qual não foi possível devido a 

não identificação da proteína nas análises por espectrometria de massas.   
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Quanto aos aspectos metabólicos, algumas vias bioquímicas no microrganismo 

merecem atenção. Conforme ilustrado nos resultados, foi evidenciado uma baixa 

expressão de acetato quinase (AckA). Alguns autores acreditam que isto pode ser 

explicado pela baixa concentração de fontes de carbono (como glicose e outros 

açúcares), sendo necessário manter os níveis de acetil-CoA, que, por conseguinte, dará 

origem a outros metabólitos necessários para a célula bacteriana (WAITE; SIRAGUSA 

& HUTKINS, 1998; SHIVERS; DINEEN & SONENSHEIN, 2006). 

Outro fator a ser considerado é a importância do composto acetil fosfato em 

diversos processos celulares. Estudos realizados mostram uma grande correlação entre 

níveis de acetil fosfato com a atividade de algumas chaperonas. Isto pode indicar uma 

possível atividade, ainda que de maneira indireta, do composto no correto dobramento 

de proteínas, possivelmente por grande parte das chaperonas serem ATP dependentes 

(MIZRAHI; BIRAN & RON, 2009). A presença de acetil fosfato também contribui para 

o aumento da expressão de proteínas relacionadas com a motilidade, como flagelinas, 

por exemplo. Esta afirmação vai ao encontro dos dados obtidos neste estudo, haja vista 

a superexpressão de flagelina evidenciada nos resultados de MS analisados. Isto ocorre 

devido à transferência do radical fosfato do composto para a proteína DegU, que ao ser 

fosforilada, estimula a transcrição de genes codificadores de proteínas envolvidas em 

processos de motilidade e síntese do flagelo bacteriano (GUERIRI et al., 2008).  

No que tange à estrutura celular, sabe-se que a presença da nisina interfere na 

formação da parede de peptideoglicano ao se ligar com um de seus precursores (lipídio 

II). Em adição a isto, os resultados obtidos apontam para uma baixa expressão da 

proteína PrsA2, que além de ser uma chaperona importante na maturação de fatores de 

virulência (MILOHANIC et al., 2003; ALONZO III et al., 2009; ALONZO III & 

FREITAG, 2010), também pode estar associada ao correto dobramento das PBPs, 

essenciais para a ligação dos monômeros de PG na parede celular (HYYRYLÄINEN et 

al., 2010). Como resultado, a célula é incapaz de manter coesa a estrutura da parede 

celular, haja vista sua fragilidade tanto em processos de biossíntese e exportação dos 

monômeros de PG, como em processos de polimerização da parede celular. Autores 

como HYDE et al. (2006) postulam que a presença da nisina pode acelerar o processo 

de divisão celular (fato esse que explicaria a superexpressão da proteína de divisão 

celular FtsZ), estimulando a síntese de componentes da parede celular e da membrana 

plasmática. Contudo, este processo pode provocar, conforme evidenciado no estudo, 
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processos de multiplicação bacteriana aberrantes, dando origem a células pequenas ou 

com septos mal formados. 

Outro fator interessante é o aumento da expressão de enzimas responsáveis pela 

biossíntese de ácidos graxos essenciais para a síntese de componentes da membrana 

celular. Conforme alguns autores, essa produção elevada pode estar associada a um 

mecanismo alternativo de multiplicação celular primitivo, denominado forma L 

(LEAVER et al., 2009; MERCIER; KAWAI & ERRINGTON, 2013). Este processo, 

por ocorrer especialmente em microrganismos deficientes na produção de componentes 

da parede de PG de alguns microrganismos, pode nos fornecer uma possível resposta 

em relação à capacidade da L. monocytogenes em retomar o crescimento bacteriano 

mesmo após o tratamento com nisina.  

Segundo DELL’ERA et al. (2009), a L. monocytogenes é capaz de detectar 

deficiências na produção de precursores de parede celular e estimular a divisão 

bacteriana por forma L. Embora um estudo realizado indique que formas L de Bacillus 

subtilis sejam sensíveis à nisina (WOLF et al., 2012), as formas L de L. monocytogenes 

possuem uma morfologia bastante peculiar. Elas formam microvesículas intracelulares, 

fato este que pode ser crucial na sobrevivência celular, uma vez que estas vesículas 

podem ser essenciais para a proteção dos conteúdos celulares e a manutenção de seus 

processos metabólicos essenciais para a sobrevivência, ainda que a distribuição dos 

conteúdos celulares sejam desiguais (BRIERS et al., 2012). Caso esta premissa seja 

verossímil ao estudo realizado, resta saber se as células, após a formação das vesículas, 

retomarão ao modo de divisão celular convencional ou permanecerão dividindo-se na 

forma L. 
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6. Conclusões e perspectivas 

  

Em face ao apresentado, podemos apontar para alguns possíveis mecanismos 

celulares interessantes para futuros estudos visando compreender melhor a atividade da 

nisina sobre L. monocytogenes. Conforme esperado, a elevada presença de enzimas 

como a a catalase (evidenciada tanto nas análises por LC-MS\MS, nos permitiram 

identificar um alto teor de EROs em ambiente intracelular, possivelmente causado pelos 

poros formados na membrana. Além disso, a presença de proteínas carreadoras de 

átomos de ferro (Dps) evidencia também uma outra forma de proteção contra reações 

formadoras de radicais livres, através da proteção de íons Fe
2+

 de moléculas de H2O2.  

 Paralelamente aos mecanismos de proteção contra EROs, o equilíbrio molecular 

entre proteínas constituintes do complexo HSP70 pode explicar um dos fatores 

responsáveis pelo retardo no crescimento bacteriano das amostras tratadas com nisina 

(em comparação com as não tratadas), visto que isto pode ser influenciado pela 

atividade de uma importante proteína constituinte do processo de divisão celular (FtsZ). 

Entrentanto, conforme mencionado anteriormente, para corroborar tal afirmação, ainda 

é necessário avaliar quantitativamente as demais proteínas constituintes do complexo 

(DnaK e DnaJ). 

 Quanto às possíveis alterações na parede e membrana celular bacteriana, parece 

bastante promissor a existência de possíveis mecanismos de divisão celular não 

convencionais, provavelmente desencadeadas pela má formação e montagem de 

precursores da parede celular de peptideoglicano. Em razão disso, novas células 

bacterianas podem ser criadas a partir de divisões não dependentes da proteína FtsZ, 

entretanto com formas bastante distintas e com conteúdo celulares diferentes. Apesar 

disso, este processo pode explicar um dos possíveis mecanismos de sobrevivência 

celular bacteriana, dependendo da concentração de nisina presente. Assim, também será 

necessário visualizar, via microscopia eletrônica, a morfologia bacteriana pós 

tratamento para verificar seu modo de multiplicação celular além da estrutura das 

paredes e membranas celulares. Caso essa premissa seja verdadeira, também é 

necessário analisar após as horas seguintes, com o intuito de verificar se as células 

bacterianas são capazes ou não de retomarem ao seu processo de divisão celular 

convencional. 

 Portanto, este estudo nos permitiu identificar possíveis novos mecanismos de 

resposta da L. monocytogenes frente à nisina, que podem ser essenciais para auxiliar 
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questionamentos atuais, tais como respostas celulares não diretamente relacionados ao 

complexo formado entre nisina e lipídio II. Entretanto, mais estudos confirmatórios são 

necessários para elucidar os resultados obtidos por LC-MS/MS. 
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