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RESUMO 
 

Shigella é agente etiológico da shigelose, doença que apresenta padrão de 

disseminação mundial, com cerca de 165 milhões de indivíduos infectados e 

aproximadamente 1 milhão óbitos/ano, a maioria, crianças de países em 5 

desenvolvimento. Peptídios e ou proteínas antimicrobianas são substâncias 

biologicamente ativas, produzidas por organismos procariotos e eucariotos. A 

expressão dessas substâncias confere ao organismo produtor uma linha de defesa 

contra patógenos, ou ainda, vantagem competitiva para os microrganismos produtores. 

O nosso grupo de pesquisa vem investigando a produção de peptídios e ou proteínas 10 

antimicrobianas, em especial, bacteriocinas. O objetivo geral do trabalho foi isolar e 

identificar substâncias antibacterianas e avaliar a presença de plasmídios 

colicinogênicos em uma amostra de Shigella sonnei. Para purificação e identificação, 

as biomoléculas foram extraídas por precipitação proteica da fração intracelular com 

30-75% p/v de sulfato de amônio (C-75), purificadas por processos cromatográficos, 15 

avaliadas quanto à ação antagonista contra um outro isolado da mesma espécie, 

analisadas em relação à pureza e sequência dos resíduos de aminoácidos por 

espectrometria de massas e classificadas com base nas sequências de aminoácidos 

disponíveis em bancos de dados. A identificação dos plasmídios colicinogênicos foi 

realizada pela extração do DNA extracromossômico, construção das bibliotecas de 20 

DNA, análise em sequenciador de nova geração, identificação das ORFs por 

comparação em bancos de dados, transferência dos plasmídios colicinogênicos por 

conjugação e transformação, confirmação da ação antagonistas produzidas pelos 

isolados transconjugantes e transformantes e análises em gel de poliacrilamida. Os 

ensaios de purificação e sequenciamento identificaram sete substâncias 25 

antibacterianas e, dentre essas, uma proteína tipo histona e uma proteína fator de 

hibernação ribossômica. O sequenciamento genético identificou a presença de dois 

plasmídios colicinogênicos, codificadores de uma colicina com massa molecular 

61,2kDa e da colicina E1. Os dados demostram que S. sonnei produz diversas 

substâncias bioativas que podem auxilia-la nos processos de infecção, colonização e 30 

obtenção de nutrientes.  

Palavras-chave: Shigella sonnei, peptídios e proteínas antimicrobianas, bacteriocinas, 

plasmídios colicinogênicos. 
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ABSTRACT 

 

Shigella is the etiological agent of shigellosis a worldwide distributed severe type of 

inflammatory diarrhea. The disease affects about 165 million people and it is 

responsible for nearly 1 million deaths mainly of children from developing countries 5 

each year. Antimicrobial peptides and/or proteins are biologically active substances,  

produced by prokaryotes and eukaryotes. The expression of these substances may 

contribute to the defense of the producer organism against pathogens and may also 

represent a competitive advantage to it. Our research group investigates the production 

of antimicrobial peptides and/or proteins, in special, bacteriocins. The aim of this 10 

investigation was to isolate and identify antibacterial substances and to evaluate the 

presence of colicinogenic plasmids in a sample of Shigella sonnei. For purification and 

identification, the biomolecules were extracted from the intracellular fraction by protein 

precipitation employing ammonium sulfate 30-75 % (C-75), purified by sequential 

chromatographic steps, evaluated about antagonistic action against another isolate of 15 

the same species, analyzed for purity, and sequenced by mass spectrometry and 

compared with available in databases. The identification of the colicinogenic plasmids 

was performed by extracromossomic DNA extraction, construction of DNA libraries, 

next-geration sequencer analysis, identification of the ORFs for comparison in 

databases, transfer of the colicinogenic plasmids by conjugation and transformation, 20 

confirmation of the antagonistic action produced by the transconjugant and transformant 

isolates and polyacrylamide gel analyzes. Purification and sequencing assays identified 

seven antibacterial substances and among them a histone-like protein and a ribosomal 

hibernation factor protein. Genetic sequencing identified the presence of two 

colicinogenic plasmids, encoding a colicin with a molecular mass of 61.2kDa and colicin 25 

E1. The data show that S. sonnei produces several bioactive substances that can aid in 

the processes of infection, colonization and nutrients. 

 

Keywords: Shigella sonnei, antimicrobial peptides and proteins, bacteriocins, 

colicinigenic plasmids. 30 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

1.1 O GÊNERO Shigella 5 

 

 

 O gênero Shigella está incluído no filo Proteobacteria, classe 

Gamaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, família Enterobacteriaceae. Ele é 

constituído por bastonetes Gram negativos, anaeróbios facultativos, imóveis, não 10 

capsulados e incapazes de fermentar a lactose (World Health Organization, 1999; 

Jennison & Verma; 2004; Niyogi, 2005; Phalipon & Sansonetti, 2007; Vinh et al., 2009; 

Marteyn et al., 2012). As espécies do gênero, quais sejam S. sonnei (1 sorotipo), S. 

flexneri (6 sorotipos), S. dysenteriae (15 sorotipos) e S. boydii (20 sorotipos), podem 

ser distinguidas com base em provas bioquímicas e sorológicas (Puzari et al., 2018). 15 

Os sorotipos são identificados com base em variações do antígeno O, que é 

componente do lipopolissacarídeo presente na membrana externa da bactéria. (World 

Health Organization, 1999; Niyogi, 2005; Phalipon & Sansonetti, 2007; Vinh et al., 2009; 

Marteyn et al., 2012; Khan et al., 2014; Sethuve et al., 2017). 

 20 

 

1.1.1 SHIGELOSE 

 

 

 Shigella é o agente etiológico da shigelose, também conhecida como disenteria 25 

bacilar, que apresenta padrão de disseminação mundial, com cerca de 165 milhões de 

indivíduos infectados e aproximadamente um milhão óbitos/ano, a maioria, crianças 

(Joh et al., 2013; Khan et al., 2014; Sethuve et al., 2017; González-Torralba et al., 

2018; McCrickard et al., 2018). Entre as espécies de Shigella, observa-se predomínio 

de S. sonnei e S. flexneri. Shigella dysenteriae tipo 1, capaz de produzir a citotoxina 30 

shiga, responsável por quadros de síndrome hemolítica urêmica, está associada a 

casos mais graves da doença. A bactéria é mais frequentemente isolada no sul do 

Saara e no sul da Ásia. Relatos de shigelose causada por S. boydii são raros, restritos, 
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em especial, ao subcontinente indiano (Niyogi, 2005; Phalipon & Sansonrtti, 2007; 

Nunes et al., 2012; Barry et al., 2013). 

 Historicamente, S. sonnei é isolada com maior frequência em países 

industrializados e S. flexneri representa a espécie mais comumente observada em 

países em desenvolvimento. Diversos relatos apontam aumento da frequência de S. 5 

sonnei paralelamente ao desenvolvimento econômico de regiões específicas de países 

menos desenvolvidos (Niyogi, 2005; Phalipon & Sansonetti, 2007; Holt et al., 2012; 

Nygren et al., 2012; Nunes et al., 2012; Barry et al., 2013; Das et al., 2016; Duggan & 

Mostowy; 2018). 

 Esta distribuição heterogênea de S. sonnei e S. flexneri associada ao grau de 10 

desenvolvimento ainda não está completamente esclarecida. Entretanto, o aumento da 

prevalência de S. sonnei em regiões mais industrializadas de países em 

desenvolvimento pode ser explicada, em parte, pelo fato de que o LPS de Plesiomonas 

shigelloides sorotipo 17, membro da microbiota intestinal de peixes e comumente 

encontrada em águas não tratadas de ambientes tropicais de países em 15 

desenvolvimento, é idêntico ao LPS de S. sonnei. Nestas regiões, é comum a ingestão 

deste tipo de água por parte da população, o que levaria a uma imunização cruzada 

contra S. sonnei. Com a melhoria da qualidade de vida, devido ao desenvolvimento 

social, a população passaria a ter acesso a água tratada, o que evitaria a ingestão de 

P. shigelloides e, em consequência, a imunização contra S. sonnei. Assim, a shigelose 20 

associada a S. sonnei passaria a predominar nas regiões mais desenvolvidas de 

países em desenvolvimento (Sayeed et al., 1992; Sack et al., 1994). Ainda, alguns 

estudos demonstram que S. sonnei surgiu na Europa, há cerca de 500 anos atrás. A 

partir daí, teria se disseminado entre os continentes há poucas décadas, o que poderia, 

também, explicar a predominância da bactéria em alguns países (Holt et al., 2012; Holt 25 

et al., 2013). 

 Nos Estados Unidos, estudos demonstram que S. sonnei é o agente de mais 

de 70% dos casos de shigelose. Há padrão sazonal, com maior número de casos de 

junho a outubro (verão-outono) e menor número de dezembro a janeiro (inverno) (Joh 

et al., 2013). Na Coréia, a frequência da espécie é de 65% e o período de maior 30 

incidência é o verão (Kim et al., 2013). No Brasil, há maior prevalência de S. sonnei nas 

regiões mais desenvolvidas, como no Sudeste, enquanto S. flexneri é mais frequente 
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nas regiões menos favorecidas economicamente, como no Nordeste do País (Sousa et 

al., 2010). 

 Em Belo Horizonte, Minas Gerais, S. sonnei é responsável por quase 90% dos 

casos da doença, observada, principalmente, no verão e no outono. Em Teresina, 

Piauí, o agente etiológico predominante é S. flexneri (cerca de 80%), com maior 5 

prevalência nos meses chuvosos. O aumento do número de casos de shigelose nestes 

períodos sazonais pode ser explicado pela prática recreativa em águas contaminadas 

com o patógeno ou pelo contato com água contaminada devido ao período chuvoso 

(Nunes et al., 2012; Sousa et al., 2013b). 

 Um fator relevante para a disseminação da shigelose é a dose infectante baixa. 10 

Para a avaliação da concentração bacteriana e das principais manifestações 

associadas à doença, foi desenvolvido um estudo com presidiários masculinos 

saudáveis, da Maryland House of Correction/EUA, que foram submetidos 

voluntariamente à administração por via oral de amostras de Shigella diluídas em leite. 

Os resultados indicaram que são necessárias apenas 10 a 100 células bacterianas 15 

para o desenvolvimento da disenteria bacilar (DuPont et al., 1989). 

 A shigelose manifesta-se pela ocorrência de febre superior a 38 °C, cólicas 

abdominais e eliminação de fezes mucossanguinolentas. Formas mais graves de 

apresentação incluem vômitos, anorexia e formação de abcessos e ulcerações na 

mucosa. Em alguns casos, são relatados mais de 20 episódios evacuatórios por dia 20 

(Niyogi, 2005; Marteyn et al., 2012; Barry et al., 2013; Mahmoud et al.; 2016; 

Sreenivasan et al., 2016; Duggan & Mostowy; 2018; Kotloff et al., 2018). 

 Seres humanos e primatas não humanos são os únicos reservatórios 

conhecidos do microrganismo. A transmissão ocorre, principalmente, pela rota fecal-

oral, via ingestão de água e alimentos contaminados. Também pode ocorrer 25 

transmissão pessoa-pessoa. A aglomeração, como aquela observada em creches, 

asilos e penitenciárias, favorece a disseminação da doença. Ainda, a mosca Musca 

domestica é considerada vetor do microrganismo (Jennison & Verma, 2004; Niyogi, 

2005; Mokhtari et al., 2012; Nygren et al., 2012; Barry et al., 2013; Joh et al., 2013; Kim 

et al., 2013; Khan et al., 2014; Lamboro et al., 2016; González-Torralba et al., 2018; 30 

Kotloff et al., 2018). 

 Crianças com idade inferior a cinco anos são mais suscetíveis à shigelose 

(Carayol & Nhieu, 2013; Kim et al., 2013; Chen & Kotloff, 2016; Kotloff et al., 2018). 
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Nunes et al. (2012) observaram que, em áreas endêmicas, a prevalência da doença 

era maior em crianças com faixa etária de 6 a 24 meses. Uma explicação provável para 

o achado é que, nesta faixa etária, a microbiota indígena está sendo implantada e, 

portanto, ainda não atua de forma efetiva na proteção contra patógenos. Outra 

explicação possível é que, nos primeiros seis meses de vida, a criança recebe leite 5 

materno, fator protetor, e, ainda, fica mais confinada ao lar. Após esta idade, a criança, 

com o sistema imunológico ainda imaturo, passa a ter maior contato com o organismo. 

Consequentemente, desenvolve a doença mais comumente, até obter imunidade 

contra o microrganismo enteropatogênico que circula na região. 

 Indivíduos imunocomprometidos, como pacientes HIV positivos, tendem a 10 

apresentar quadros mais graves, doença diarreica recorrente ou persistente e, 

inclusive, bacteremia (Niyogi, 2005; Parsot, 2005; Phalipon & Sansonetti, 2007; 

Sasakawa, 2010; Nygren et al., 2012; Kotloff et al., 2018). Também, estão mais 

suscetíveis a complicações, como perfurações intestinais, síndrome hemolítico-

urêmica, pneumonia, convulsões, encefalopatias e sepse (Jennison & Verma, 2004; 15 

Marteyn et al., 2012; Barry et al., 2013). 

 Pacientes que apresentam formas moderadas de shigelose podem ser tratados 

com hidratação por via oral e alimentação balanceada. Entretanto, recomenda-se 

antibioticoterapia, com o intuito de se reduzir a duração e a gravidade do quadro, além 

de limitar a disseminação da bactéria (Nunes et al., 2012; Khan et al., 2014; McCrickard 20 

et al., 2018). 

 Resistência a fármacos antimicrobianos, inclusive perfil de resistência múltipla, 

vem sendo descritos para Shigella. Recentemente, a Organização Mundial de Saúde 

incluiu Shigella na lista dos doze patógenos que requerem, com urgência, a proposição 

de novas medidas de tratamento (WHO, 2017; Duggan & Mostowy, 2018). A 25 

característica está relacionada a hábitos da população relativos ao consumo abusivo 

do medicamento e à localização geográfica e pode dificultar a abordagem terapêutica 

em determinadas situações. Taxas de resistência a antimicrobianos mais elevadas são, 

usualmente, descritas para países em desenvolvimento. Na Ásia, por exemplo, são 

observadas taxas elevadas de resistência a ciprofloxacina, considerada droga de 30 

escolha para tratamento de pacientes com shigelose. No Brasil, o Ministério da Saúde 

preconiza a utilização de sulfametoxazol-trimetoprima como fármaco de escolha. 

Entretanto, em diferentes regiões do País, a elevação das taxas de resistência ao 
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antimicrobiano tem sido relatada. Como segunda opção terapêutica, recomenda-se o 

emprego de quinolonas, contraindicada para gestantes e crianças (Marteyn et al., 2012; 

Nunes et al., 2012; Sousa et al., 2012; Barry et al., 2013; Khan et al., 2014; Das et al., 

2016; Sreenivasan et al., 2016). 

 Em razão da similaridade entre o LPS de S. sonnei e P. shigelloides, discutida 5 

anteriormente, o organismo tem sido considerado candidato a vacina. Alguns 

resultados já obtidos reforçam esta possibilidade (Sayeed et al., 1992). Outras 

pesquisas utilizam linhagens vivas atenuadas de Shigella e moléculas glicoconjugadas. 

Ainda, o The Global Enteric Multicenter Study (GEMS) e dados da literatura sugerem o 

desenvolvimento de vacina quadrivalente contra o gênero, contendo a linhagem 10 

atenuada ou antígenos de S. sonnei e S. flexneri 2a, 3a e 6, que atuaria contra cerca 

de 65% das linhagens circulantes. Há, também, a sugestão de inclusão de S. 

dysenteriae tipo 1, com o intuito de prevenir uma possível pandemia no futuro (Barry et 

al., 2013). 

 15 

 

 

1.2 PEPTÍDIOS E PROTEÍNAS ANTIMICROBIANAS 
 

 20 

1.2.1 HISTÓRICO 

 

 

 Há muitos anos, os mecanismos de defesa contra patógenos despertam o 

interesse da comunidade científica. Diversas questões nesse âmbito ficaram por algum 25 

tempo sem respostas, como a estratégia utilizada por plantas e insetos para se 

protegerem de infecções contra patógenos, visto que esses organismos não dispõem 

de sistema inume adaptativo. Essas e outras questões passaram a serem respondidas 

pela descoberta de compostos com ação antagonista, como os peptídios e proteínas 

antimicrobianos, pois, assim como os procariotos, os eucariotos também utilizam essa 30 

forma de defesa (Phoenix et al., 2013a). 

 Historicamente, um dos primeiros relatos da ação antagonista foi observada 

por Gratia, em 1925, quando ele identificou uma substância termolábil em cultura de 
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Escherichia coli V, capaz de atuar contra E. coli S, a qual denominou colicina V, hoje, 

conhecida como microcina V (Gillor et al., 2009). Em 1928, Fleming isolou uma 

substância antagonista produzida por Penicillium chrysogenum, o qual foi denominado 

penicilina e, em 1945, juntamente com Howard Florey e Ernst Chain, o pesquisador 

recebeu o Prêmio Nobel de Medicina por sua descoberta. Outro relato da produção de 5 

de peptídio antimicrobiano (AMP) foi em 1939, quando Dubos observou a atividade 

inibitória de Bacillus brevis contra bactérias Gram positivas e Gram negativas. Mais 

tarde, a substância ativa identificada por Dubos passou a ser comercializada como o 

antibiótico garamicina (Bahar & Ren, 2013; Phoenix et al., 2013a). 

 Em 1942, uma substância ativa, observada em 1896, foi isolada do 10 

endosperma de Triticum aestivum. O composto apresentava ação contra fitopatógenos, 

dentre eles, Pseudomonas solanacearum e Xanthomonas campestris. Atualmente, a 

substância é amplamente encontrada no reino Plantae e pertence à família das tianinas 

(Balls, 1942; Phoenix et al., 2013a). 

 Os relatos da síntese desses compostos também são comuns entre os 15 

animais. São exemplos, o peptídio defensina, isolado pela primeira vez em 1956 de 

leucócitos de coelhos, a proteína lactoferrina, purificada do leite na década de 60, o 

peptídio catiônico α-hélice cecropina, isolado da hemolinfa de pupas em 1981, e o 

peptídio aniônico purificado pela primeira vez de Xenopus laevis na década de 90 

(Bahar & Ren, 2013; Phoenix et al., 2013a). 20 

 Atualmente, a síntese de várias proteínas e peptídios com ação antimicrobiana 

pelas mais diversas classes de seres vivos como bactérias, vírus, fungos, insetos, 

protozoários, plantas e animais já foi descrita (Bahar & Ren, 2013; Suda et al., 2017). 

Eles constituem uma linha de defesa contra patógenos ou contra outro microrganismo 

competidor, sendo, assim, considerada como um mecanismo de sobrevivência 25 

empregado por vários organismos (Ageitos et al., 2016). 
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1.2.2 MECANISMO DE AÇÃO DOS PEPTÍDIOS ANTIMICROBIANOS 

 

 

 Sintetizado pelos mais variados seres vivos, os peptídios antimicrobianos são 

um grupo diversificado de moléculas, que são divididos em subgrupos, com base em 5 

sua estrutura e composição de aminoácidos (Brogden, 2005; Sang & Blecha, 2008). As 

características estruturais, como tamanho e carga catiônica ou aniônica, são 

importantes para a ação antimicrobiana da molécula (Bahar & Ren, 2013; Phoenix et 

al., 2013b;  Ageitos et al., 2016; Lee et al., 2016). 

 A atração entre o AMP e a bactéria alvo culmina com a formação de ligações 10 

eletrostáticas entre as porções catiônica ou aniônica do peptídio e a superfície 

bacteriana. Assim, os AMP catiônicos são atraídos pelas estruturas aniônicas da 

parede bacteriana, como fosfolipídios aniônicos e grupo fosfato dos 

lipopolissacarídeos, no caso de bactérias Gram negativas, e ácido teicóico, para as 

bactérias Gram positivas. Em seguida, eles atravessam a parede celular e interagem 15 

com a membrana citoplasmática. Após esse contato, os peptídios atuam no alvo 

bacteriano, que pode ser a membrana citoplasmática e/ou componentes intracelulares 

(Brogden, 2005; Jenssen et al.; 2006, Bahar & Ren, 2013; Seo et al., 2017; Jeżowska-

Bojczuk & Stokowa-Sołtys, 2018). 

 Para explicar essa interação entre os AMPs e a membrana citoplasmática, 20 

foram propostos alguns modelos, e, dentre esses: Barrel stave, Carpet model, Toroidal 

pore, Electroporation, Non-lytic membrane depolarization, Disordered toroidal pore, 

Membrane thinning/thickening e Non-bilayer intermediate (Nguyen et al., 2011). Os três 

primeiros são considerados clássicos e promovem a ruptura da membrana (Brogden, 

2005). 25 

 No modelo poros em barril (Barrel stave), há o depósito, de maneira pararela, 

do peptídio sobre a membrana citoplasmática, que em seguida é deslocado de forma 

perpendicular à membrana, levando à sua inserção. Assim, a porção hidrofóbica do 

peptídio fica em contato com a membrana bacteriana e a porção hidrofílica fica 

posicionada para o interior do poro transmembrânico (Brogden, 2005; Bahar & Ren, 30 

2013; Lee et al., 2016). 

 No modelo tapete (Carpet model), ocorre uma interação eletrostática do 

peptídio catiônico com a porção aniônica da cabeça polar dos fosfolipídios de 
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membrana. O acúmulo dos peptídios sobre a membrana leva à formação de um tapete 

que atua como um detergente, levando à desestabilização e desintegração da 

membrana, havendo a formação de pequenos agregados peptídeos e micelas. 

Semelhante ao modelo em barril, nesse modelo, a porção hidrofóbica do peptídio 

também está em contato com o core hidrofóbico da membrana citoplasmática 5 

(Brogden, 2005; Bahar & Ren, 2013; Lee et al., 2016). 

 No modelo toroidal (Toroidal pore), o peptídio se liga à porção polar dos 

fosfolipídios da membrana citoplasmática e induz o dobramento destes pela inserção 

perpendicular do peptídio na membrana, levando à formação de poros (Brogden, 2005; 

Bahar & Ren, 2013; Lee et al.; 2016). 10 

 Embora a permeabilização da membrana seja uma estratégia eficiente para a 

morte da célula e a mais frequentemente relatada, outros mecanismos, que envolvam 

componentes intracelulares como alvo, são descritos. Eles envolvem a inibição da 

síntese proteica, da transcrição da replicação do DNA e da biosíntese da parede celular 

e a inativação de enzimas fundamentais para a sobrevivência celular (Scocchi et al., 15 

2016). 

 Assim, o peptídio NCR247, isolado de Medicago truncatula, inibe a síntese 

proteica de Synorhizobium melilot, por se ligar aos ribossomos. Da mesma forma, os 

AMPs ricos em prolina isolados de insetos e mamiferos apresentam ação 

antibacteriana, impedindo a síntese proteica (Scocchi et al., 2016). O peptídio PR-39, 20 

isolado do intestino de porcos, leva à morte bacteriana pela inibição da síntese de 

proteínas e de DNA (Bahar & Ren, 2013; Scocchi et al., 2016). A histona H2A, isolada 

da rã Bufo bufo gargarizans, tem ação antagonista contra E. coli por se ligar ao DNA, 

assim como o peptídio Puro B, rico em triptofano. A plesctasina, de origem fúngica, 

apresenta atividade in vivo e in vitro contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, 25 

atuando na parede celular (Scocchi et al.; 2016). A bacitracina tem atividade 

antibacteriana dependente dos íons divalentes Zn2+, Mn2+, Co2+ e Ni2+. Ela foi isolada 

de B. subtilis e B. licheniformis e atua na inibição da formação da camada de 

peptidoglicano (Ageitos et al., 2016). O AMP cíclico tirocidina, isolado de B. brevis, atua 

na membrana citoplasmática e inativa a enzima glicose dehidrogenase de bactérias 30 

Gram positivas e Gram negativas (Ageitos et al., 2016). A histatina 5, isolada de tecido 

periodontal, inibe as proteases de Bacteroides gingivalis (Bahar & Ren; 2013). O AMP 

cíclico colistina leva à desestabilização da membrana por atuar nos íons Mg2+ e Ca2+. 
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Ele foi isolado de Paenibacillus polymyxa var. colistinus e, atualmente, é utilizado no 

tratamento de bactérias multirresistente das espécies de P. aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii e Klebsiella pneumoniae (Ageitos et al., 2016). 

 

 5 

1.2.3 MOLÉCULAS MULTIFUNCIONAIS 

 

 

 Já foram relatados mais de 5000 peptídios antimicrobianos com diferentes 

mecanismos de ação (Lee et al., 2016). No entanto, essas moléculas versáteis 10 

apresentam outras funções que não apenas a ação antagonista contra células 

eucariotas e procariotas e vírus. Lactoferrina foi inicialmente identificada como um 

ligante do íon ferro e, mais tarde, ela foi classificada como um AMP, pela sua 

capacidade de eliminar as células bacterianas por meio da interação com a membrana 

citoplasmática sem a utilização da via de ligante de ferro (Phoenix et al., 2013a). Ela 15 

também apresenta ação antiviral, antifúngica e antiparasitária (Jenssen & Hancock, 

2009). 

 As proteínas ribossomais são componentes essenciais dos ribossomos, que 

desempenham ação fundamental na síntese proteica (Lu et al.; 2015). Além desta 

função clássica, algumas outras funções foram atribuídas a partes dessa organela. Por 20 

exemplo, a porção N-terminal Hp(2-20) da proteína ribossomal L1(RpL1) isolada de 

Helicobacter pylori apresenta ação antagonista contra bactérias, fungos e protozoários 

(Lee et al., 2002; Lee et al., 2016). A proteína ribosomal S21, pertencente à subunidade 

30S, isolada de Lactobacillus sakei subsp. sakei 2a também possui ação antagonista 

contra Enterococcus faecalis ATCC 19483, L. sakei ATCC 15521, Listeria 25 

monocytogenes Scott A, Listeria innocua Li7 e Staphylococcus epidermidis (Carvalho et 

al., 2010). A proteína ribossomal L29, isolada do extrato pulmonar e do intestino 

delgado de camundongos, apresenta ação contra L. monocytogenes, Streptococcus 

pyogenes, E. coli e diferentes linhagens de P. aeruginosa (Meyer-Hoffert et al., 2008). 

E a proteína ribossomal L29 purificada das brânquias das ostras do Pacífico são ativas 30 

contra E. coli, B. subtilis e  Vibrio parahemolyticus (Seo et al., 2017). 

 As histonas são proteínas essenciais para o empacotamento do DNA nos 

cromossomos (Rattray & Muller, 2012). A região N-ternimal da histona H2A, isolada do 
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tecido estomacal do sapo africano Bufo bufo gargarizans, denominada buforina, 

apresenta ação antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e Gram negativas e 

fungos (Park et al., 1996). A proteína tipo histona H2B, isolada de peixe Ictalurus 

punctatus, demostrou antagonismo contra os patógenos de peixe Aeromonas 

hydrophila e Saprolegnia spp. (Robinette et al., 1998). A proteína tipo histona isolada 5 

do sobrenadante da cultura de L. sakei subsp. sakei 2a atua contra L. monocytogenes 

e E. faecalis, provavelmente por interagir com a estrutura e replicação do DNA 

(Carvalho et al., 2010). 

 Constituintes dos eritrócitos e responsável por carrear moléculas de oxigênio 

para os pulmões em vertebrados, a hemoglobina já foi descrita como uma substância 10 

multifuncional (Giardina et al., 1995). Outros achados demonstram que fragmentos de 

hemoglobina, denominados peptídio Hbβ P1, P2 e P3, isolados de bagre americano, I. 

punctatus, possuem ação antibacteriana e antiparasitária (Ullal et al., 2008). 

 

 15 

 

1.3 BACTERIOCINAS 

 

 

1.3.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 20 

 

 

 O termo bacteriocina foi proposto por Jacob et al. (1952) e passou a ser 

utilizado com mais frequência a partir dos estudos de Tagg et al. (1976) e 

Klaenhammer (1988). O termo define substâncias proteicas sintetizadas por bactérias, 25 

com atividade biológica principalmente contra amostras filogeneticamente relacionadas 

(Daw & Falkiner, 1996; Rea et al., 2011; Rebuffat, 2011a). 

 Algumas diferenças entre os antibióticos clássicos e as bacteriocinas podem 

ser relatadas. As bacteriocinas são sintetizadas pela maquinaria ribossomal, 

apresentam espectro de ação mais limitado, atuando, mais frequentemente, contra 30 

espécies geneticamente próximas à linhagem produtora e são ativas em concentrações 

muito baixas, na faixa de nanomolar. Já os antibióticos clássicos são sintetizados por 

enzimas, atuam, habitualmente, contra uma gama mais ampla de bactérias, 
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demonstrando espectro de ação abrangente, e são ativas em concentrações 

superiores, em geral, concentrações micromolares (Nes, 2011; Rebuffat, 2011a; 

Rebuffat, 2012; Fahim et al., 2016). 

 A síntese de bacteriocinas é uma habilidade bastante disseminada entre 

Eubacteria e Archaebacteria. É comum a expressão de mais de uma bacteriocina, já 5 

tendo sido relatada a síntese de dezenas ou até mesmo centenas de tipos diferentes 

destes agentes antagonistas por uma mesma espécie (Riley, 2011). 

 Sabe-se que estas proteínas bioativas constituem um grupo bastante 

diversificado no que se refere a massa molecular, alvo microbiano, modo de ação, 

liberação e mecanismos de imunidade. Elas são capazes de reconhecer e interagir 10 

com receptores específicos presentes na superfície da célula alvo, possibilitando a 

penetração no meio intracelular. Então, as bacteriocinas interferem na estrutura e 

biossíntese da parede celular, provocam a degradação inespecífica do DNA, inibem a 

síntese proteica ou levam à formação de poros e à permeabilização da membrana 

celular (Gillor et al., 2009; Sousa et al., 2010; Majeed et al., 2011; Rebuffat, 2011b; 15 

Reid et al., 2011; Riley, 2011; Bakkal et al., 2012). 

 As bacteriocinas exercem papel relevante nas relações inter e intraespecíficas, 

influenciando a diversidade microbiana, e podem representar fator de virulência 

importante para a bactéria produtora (Gillor et al., 2009; Ńmajs et al., 2010; Majeed et 

al., 2011; Rebuffat, 2011b; Bakkal et al., 2012; Ńmajs et al., 2012). Em estudo que 20 

investigou 411 amostras de E. coli isoladas de pacientes com infecção intestinal, 

observou-se que 55% delas produziam bacteriocinas, sugerindo que a característica 

facilitaria a colonização deste ambiente. Em contrapartida, a substância pode atuar 

como arma de defesa de bactérias endógenas, protegendo o hospedeiro contra o 

estabelecimento de amostras exógenas potencialmente patogênicas (Ńmajs et al., 25 

2010; Ńmajs et al., 2012). 

 Por razões históricas ou econômicas, colicinas produzidas por enterobactérias 

e bacteriocinas sintetizadas por bactérias do ácido lático são as mais bem estudadas 

(Rebuffat, 2011a). Para contribuir para o melhor conhecimento destas substâncias, um 

banco de dados online (http://bactibase.pfba-lab-tun.org), denominado BACTIBASE, foi 30 

criado. Entre outras, estão disponíveis informações relativas a características físico-

químicas, estruturais e microbiológicas das mesmas (Nishie et al., 2012; Hammami et 

al., 2013; Garcia-Gutierrez et al., 2018).
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1.3.2 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR BACTÉRIAS GRAM POSITIVAS 

 

 

 Bactérias Gram positivas sintetizam bacteriocinas semelhantes aos peptídios 

antimicrobianos produzidos pelos eucariotos. As substâncias apresentam caráter 5 

catiônico e anfifílico. São muito abundantes e diversificadas, codificadas, mais 

comumente, por genes plasmidiais, podendo também ser codificadas por genes 

localizados em cromossomos e transpósons (Riley & Wertz, 2002; Gillor et al., 2009; 

Bakkal et al., 2012). Apresentam um amplo espectro de ação. Por exemplo, 

bacteriocinas produzidas por Enterococcus são ativas contra bactérias Gram positivas, 10 

como Staphylococcus, e bactérias Gram negativas, como Campylobacter e Salmonella 

(Belguesmia et al., 2010). 

 Diferentemente das colicinas, a síntese de bacteriocinas não é um evento letal 

para as bactérias Gram positivas. Isto se deve aos mecanismos de transporte utilizados 

para liberação das substâncias. Algumas células apresentam um sistema de transporte 15 

específico para bacteriocinas, enquanto outras possuem via de exportação sec-

dependente (Riley & Wertz, 2002). 

 As bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram positivas podem ser divididas 

em quatro grupos. A classe I inclui os lantibióticos, grupo bastante estudado. Algumas 

características relevantes deste grupo podem ser citadas. Os lantibióticos apresentam 20 

massa molecular inferior a 5 kDa, possuem aproximadamente 19 a 38 aminoácidos, 

são sintetizados no nível ribossomal, sofrem modificações pós-traducionais e 

apresentam os aminoácidos lantionina e β-metil lantionina, os quais formam múltiplas 

estruturas em anéis, contribuindo para a resistência ao calor, à ação proteolítica, a uma 

ampla faixa de pH e à oxidação (Nishie et al., 2012; Kaur & Kaur, 2015; Woraprayote et 25 

al., 2016; Kańkonienė et al., 2017; Garcia-Gutierrez et al., 2018). 

 Os lantibióticos apresentam amplo espectro de ação contra bactérias Gram 

positivas e podem ser divididos em subgrupos. Os lantibióticos tipo A, como a nisina, 

são moléculas carregadas positivamente, que atuam formando poros nas células 

sensíveis e impedindo a síntese correta do peptidoglicano. Os lantibióticos do tipo B, 30 

como a mersacidina, atuam na síntese da parede celular. Uma terceira subclasse é 

composta por dois peptídios lantibióticos, um que se assemelha ao lantibiótico do tipo B 

e outro ao do tipo A, atuando tanto na formação de poros na célula alvo, como na 
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desorganização da síntese do peptidoglicano (Garneau et al., 2002; Gillor et al., 2009; 

Lohans & Vederas, 2012; Nishie et al., 2012; Balciunas et al., 2013). 

 Na classe II, estão incluídas bacteriocinas estáveis ao calor, com massa 

molecular inferior a 10 kDa, formadas por aminoácidos não modificados, sintetizadas, 

principalmente, por bactérias do ácido lático. Atuam na permeabilização da membrana 5 

citoplasmática, o que acarreta extravasamento do conteúdo celular. Esta classe divide-

se em três subclasses, IIa, IIb e IIc. As bacteriocinas da subclasse IIa contêm uma 

sequência de aminoácidos conservada na região N-terminal (YGNGVXaaC) e agem 

formando poros na membrana. Apresentam grande atividade contra L. monocytogenes. 

Os principais representantes são a pediocina, a sakacina A e a leucocina A. A 10 

subclasse IIb inclui bacteriocinas formadas por dois peptídios ativos que, 

separadamente, são inativos. Representantes desta subclasse são a plantaricina e a 

lactacina F. Bacteriocinas que apresentam uma ligação covalente entre a porção N-

terminal e C-terminal, resultando em uma estrutura cíclica, são agrupadas na subclasse 

IIc. São produzidas por células com secreção sec-dependente, como a lactococcina e 15 

enterocina AS-48 (Garneau et al., 2002; Rea et al., 2011; Lohans & Vederas; 2012; 

Nishie et al., 2012; Balciunas et al., 2013; Yang et al., 2014; Kaur & Kaur, 2015; 

Woraprayote et al., 2016; Garcia-Gutierrez et al., 2018). 

 Na classe III, enquadram-se bacteriocinas com massa molecular superior a 30 

kDa, sensíveis ao calor, que promovem a lise da parede celular da bactéria alvo. A 20 

porção N-terminal é homologa a um endopeptídio envolvido na síntese da parede 

celular e a porção C-terminal reconhece a célula alvo. Como exemplos, citam-se a 

helveticina J e a millericina B.  

 A classe IV agrupa bacteriocinas complexas, compostas por uma associação 

de proteínas com lipídios ou carboidratos (Garneau et al., 2002; Rea et al., 2011; 25 

Lohans & Vederas; 2012; Nishie et al., 2012; Balciunas et al., 2013; Kańkonienė et al., 

2017). Entretanto, alguns pesquisadores sugerem que estas moléculas presentes nas 

bacteriocinas da classe IV seriam apenas artefatos de purificação e a classe IV não 

representaria uma classe diferente de bacteriocina (Cleveland et al., 2001; Balciunas et 

al., 2013). 30 

 As bacteriocinas características de bactérias Gram positivas são sintetizadas 

como um pré-peptídio inativo, que é transportado pela superfície da célula produtora 

durante a fase de crescimento exponencial, sendo clivado enzimaticamente para 
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tornar-se ativo (Balciunas et al., 2013). Assim, as bacteriocinas de classe I são 

codificadas por um conjunto de genes, quais sejam, o gene estrutural, que codifica uma 

pré-bacteriocina, um gene que codifica uma proteína acessória responsável pelo 

processamento proteolítico do peptídio líder, um gene que codifica as proteínas do 

sistema de transporte ABC, um gene associado à regulação e um gene responsável 5 

pela imunidade, que protege a célula produtora contra a sua própria bacteriocina. A 

pré-bacteriocina inativa contém uma extremidade N-terminal ou peptídio líder acoplado 

ao pró-peptídio que é modificado, iniciando a maturação do peptídio ativo. O peptídio 

líder é clivado pela protease antes ou após a translocação pelo sistema ABC. Por fim, a 

bacteriocina ativa é liberada (Dicks et al., 2011). 10 

 No que se refere a bacteriocinas de classe II, o conjunto de genes relacionados 

à expressão de bacteriocinas é semelhante ao descrito para a classe I. Observa-se um 

gene estrutural, um gene associado à imunidade, um gene que codifica as proteínas 

acessórias e um gene para a produção das proteínas do sistema de transporte ABC. O 

pré-peptídio, codificado pelo gene estrutural, contém um peptídio líder que é clivado 15 

pela protease, tornando-o ativo (Dicks et al., 2011). 

 Foi demonstrado que algumas bacteriocinas produzidas por bactérias Gram 

positivas agem como moléculas autoindutoras, capazes de regular sua própria 

expressão, atuando como mediadores de quorum sensing. Este comportamento 

influencia na simbiose, virulência, formação de biofilme e competição (Majeed et al., 20 

2011; Rebuffat, 2011b). 

 

 

1.3.3 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR BACTÉRIAS GRAM NEGATIVAS 

 25 

 

 As bactérias Gram negativas são capazes de produzir bacteriocinas com 

atividade bactericida ou bacteriostática. Merecem destaque as bacteriocinas 

sintetizadas por membros da família Enterobacteriaceae, as mais bem estudadas do 

grupo, em especial, bacteriocinas produzidas por E. coli, as primeiras a serem 30 

investigadas. As bacteriocinas expressas por Enterobacteriaceae são denominadas 

colicinas e microcinas. Alguns autores empregam o termo bacteriocinas tipo colicina 

para as substâncias proteicas com espectro de ação restrito, como piocinas, que são 
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sintetizadas por Pseudomonas (Rebuffat, 2011a; Bakkal et al., 2012; García-Bayona et 

al., 2017; Singh, 2018). 

 

 

1.3.3.1 COLICINAS E BACTERIOCINAS TIPO COLICINA 5 

 

 Colicinas são bacteriocinas produzidas por enterobactérias que possuem 

massa molecular de 25 a 80 kDa, podendo ser codificadas por genes plasmidiais ou 

cromossômicos (Riley 2009; Yang et al., 2014). O gene que codifica a síntese de 

colicinas está localizado em um óperon que contém mais dois genes, associados à 10 

expressão da proteína de imunidade, que protege a célula produtora da sua própria 

colicina, e à promoção da lise celular, para liberação da colicina no ambiente (Riley 

2009; Rebuffat, 2011a). 

 A produção de colicinas é mediada pelo sistema SOS, ativado, principalmente, 

em momentos de estresse celular (Riley & Wertz, 2002; Rebuffat, 2011a; Riley, 2011; 15 

Grinter et al., 2012). O sistema SOS é composto pelas proteínas RecA e LexA. LexA é 

um repressor transcricional, que impede a síntese da bacteriocina. Em condições de 

estresse, como na escassez de nutrientes ou em densidades populacionais elevadas, 

recA é ativado, levando à expressão de RecA. Este, por sua vez, liga-se a LexA, 

promovendo, assim, a produção da colicina (Bakkal et al., 2012; Mavridou et al., 2018). 20 

 As colicinas são classificadas de acordo com seu alvo/mecanismo de ação. O 

primeiro grupo age no DNA e no RNA, atuando como nuclease; o segundo 

desestabiliza a membrana citoplasmática, por meio da formação de poros; e o terceiro 

age sobre o peptidoglicano (Corsini et al., 2010; Sousa et al., 2010; Rebuffat, 2011a; 

Yang et al., 2014). Como exemplos, as colicinas E2, E7, E8 e E9 e as piocinas S1, S2 25 

e S3 possuem atividade de DNase; as colicinas E5 e D, a klebicina D e a piocina S4 

atuam como tRNases; as colicinas E3, E4 e E6, a cloacina DF13 e a klebicina C agem 

como rRNAses; as colicinas A, B, Ia, Ib, K, N, U, S4, E1, 5 e 10, as alveicinas A e B, a 

marcescina 28b e a piocina S5 atuam na formação de poros; e a colicina M inibe a 

biossíntese de mureína (Rebuffat, 2011a; Braun & Patzer, 2013; Yang et al., 2014; 30 

Kaur & Kaur, 2015). 

 Para atuar no alvo bacteriano, as colicinas precisam reconhecer e se ligar de 

forma específica aos receptores celulares, os quais são responsáveis pela captação de 
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nutrientes essenciais, como o receptor BtuB para vitamina B12, os receptores para 

sideróforo FhuA, FepA, Cir e Fiu, o receptor para nucleosídeo Tsx e os canais de 

porinas. O processo de translocação pode variar entre as bacteriocinas. Os receptores 

utilizados para o reconhecimento celular estão acoplados aos sistemas Tol e Ton, 

presentes na membrana interna, que fornecem energia para o processo (Rebuffat, 5 

2011a; Zamaroczy & Chauleau 2011; Braun & Patzer, 2013; Yang et al., 2014; 

Schneider, et al.; 2018). Colicinas do grupo A utilizam o sistema de membrana Tol 

(proteínas TolA, TolQ, TolR eTolB) e colicinas do grupo B fazem uso do sistema de 

transporte Ton (proteínas TonB, ExbB e ExbD) (Braun & Patzer, 2013; Yang et al., 

2014). 10 

 Colicinas e bacteriocinas tipo colicinas são proteínas não modificadas, 

sensíveis a proteases, que apresentam três domínios funcionais, quais sejam: um 

domínio central, responsável pelo reconhecimento dos receptores específicos na 

superfície da célula alvo; uma porção N-terminal, responsável pela translocação da 

proteína através da membrana citoplasmática e da parede celular, direcionado-a a seu 15 

alvo de ação; e uma porção C-terminal, que atua no alvo celular, sendo responsável 

pela região de imunidade (Cascales et al., 2007; Gillor et al., 2009; Rebuffat, 2011b; 

Kaur & Kaur, 2015; Ghequire et al.; 2018; Schneider, et al.; 2018). Esta estrutura não é 

observada nas bacteriocinas das bactérias do ácido lático e nas microcinas (Rebuffat, 

2011b; Zamaroczy & Chauleau, 2011). 20 

 

 

1.3.3.2 MICROCINAS 

 

 Microcinas, termo cunhado por Asensio et al. (1976), são substâncias 25 

antagonistas de baixa massa molecular (< 10 kDa), resistentes a proteases, 

sintetizadas, principalmente, por E. coli (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011a; 

Rebuffat, 2012; Severinov & Nair; 2012; Kaur & Kaur, 2015; Kaur et al., 2016). Embora 

tenham sido descritas há mais de cinco décadas, as substâncias ainda são pouco 

estudadas. Até o momento, apenas 16 microcinas foram relatadas, das quais nove 30 

foram caracterizadas do ponto de vista estrutural MccB17, MccC7/C51, MccE492, 

MccJ25, MccL, MccM, MccV, MccPDI e Mcc24 (também conhecida como microcina N) 

(Rebuffat, 2012; Zhao et al., 2017). Duas, MccH47 e MccI47, por estudos genéticos e 
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cinco, MccS, MccD93, Mcc140, Mcc15m e Mcc15n, por poucos estudos bioquímicos 

(Duquesne et al., 2007; Zschuttig et al., 2012). 

 As microcinas são produzidas, preferencialmente, na fase estacionária do 

crescimento bacteriano, com exceção das microcinas E492 e 24, que são sintetizadas 

na fase exponencial (Lagos et al., 2009; Noriega, 2009). São solúveis em solventes 5 

orgânicos, possuem caráter hidrofóbico, são resistentes a uma ampla faixa de pH e a 

algumas proteases e não são induzidas pelo sistema SOS (Duquesne et al., 2007; 

Corsini et al., 2010; Kaur et al., 2016). São estáveis em temperaturas variadas, como a 

microcina J25, que continua ativa após autoclavação (Duquesne et al., 2007; Severinov 

et al., 2011). 10 

 Outras características incluem produção estimulada por condições de estresse, 

como carência de nutrientes e oxigênio, atuação como potentes agentes 

antibacterianos, mesmo em doses muito baixas (nanomolar) e ausência de atividade 

contra a linhagem produtora. Esta resistência da linhagem produtora parece ser 

observada durante a fase exponencial de crescimento bacteriano, sendo expressa 15 

independentemente da produção da microcina (Duquesne et al., 2007;Rebuffat, 2011a; 

Rebuffat, 2011b; Severinov et al., 2011). Ao contrário das células que sintetizam 

colicinas, as células produtoras de microcinas são capazes de produzir a toxina 

continuamente, sem a perda da viabilidade celular, o que se deve ao sistema de 

transporte da substância através das membranas da célula produtora (Severinov et al., 20 

2011). 

 Assim como algumas linhagens bacterianas são capazes de sintetizar mais de 

uma colicina, o mesmo fenômeno é observado para amostras produtoras de 

microcinas. Como exemplo, podem ser citadas as linhagens E. coli H47, que sintetiza 

as microcinas H47 e I47, e as amostras E.coli Nissle (Mutaflor), E. coli CA46 e E.coli 25 

CA58, que expressam as microcinas M e H47 (Duquesne et al., 2007; Vassiliadis et al., 

2011). 

 Estas substâncias bioativas são codificadas por um conjunto de genes, 

geralmente, quatro, carreados por plasmídios ou cromossomos. São eles, um gene 

estrutural que codifica os precursores das microcinas, um gene adjacente que codifica 30 

os fatores de imunidade que protegem a célula produtora da sua própria microcina e 

dois genes responsáveis por codificar o sistema de transporte necessário para a 

exportação da microcina para o meio extracelular (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 
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2011b; Vassiliadis et al.; 2011). Outros genes adicionais também podem ser 

encontrados, atuando na codificação de enzimas responsáveis por modificações pós-

traducionais, como observado para as microcinas de classe IIb (Duquesne et al., 2007; 

Vassiliadis et al.; 2011). 

 A classificação das microcinas leva em consideração três critérios: presença, 5 

natureza e localização das modificações pós-traducionais, organização do conjunto de 

genes e sequência do peptídio líder (Rebuffat, 2011a). A classe I (microcinas B17, C7-

C51 e J25) abriga substâncias com massa molecular inferior a 5 kDa, que passam por 

drásticas modificações pós-traducionais, levando a estruturas tais como tiazol e anéis 

azólicos. A classe II é representada por peptídios com massa molecular de 5 a 10 kDa, 10 

agrupados em duas subclasses. Na subclasse IIa, são incluídas microcinas codificadas 

por plasmídios, que não sofrem modificações pós-traducionais, exceto pela adição de 

ligação dissulfeto, observada nas microcinas L e V. Nesta subclasse, também está 

incluída a microcina 24, que não apresenta tal ligação. A subclasse IIb é constituída 

pelas microcinas lineares codificadas por cromossomos, que não possuem ligações 15 

dissulfeto, apresentam uma região C-terminal conservada rica em serina e carreiam 

partes tipo sideróforo. São incluídas nesta subclasse as microcinas E492, M, H47 e I47 

(Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011a; Severinov et al., 2011; Vassiliadis et al., 2011; 

Rebuffat, 2012; Etayash et al.; 2016; Kaur et al., 2016; Garcia-Gutierrez et al., 2018). 

 Assim como as bacteriocinas expressas por bactérias Gram positivas, as 20 

microcinas são sintetizadas como um peptídio precursor, denominado pró-microcina, 

que é formado por uma região C-terminal e um peptídio líder, localizado na região N-

terminal, com cerca de 15 a 37 resíduos de aminoácidos. Representa exceção a esta 

regra a microcina C7/C51, que é secretada sem a clivagem do peptídio precursor 

(Duquesne et al., 2007). A porção C-terminal é necessária para o reconhecimento do 25 

receptor da célula sensível e a região N-terminal da microcina madura (sem o peptídio 

líder) é responsável pela atividade bacteriana (Lagos et al., 2009; Vassiliadis et al., 

2011). 
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1.3.4 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR ARCHAEA 

 

 

 Archaea é o termo que designa um dos três domínios dos seres vivos, que 

inclui organismos procariotos que habitam, em geral, ambientes extremos. Membros 5 

deste grupo são capazes de produzir substâncias proteicas tipo bacteriocinas, 

denominadas arqueocinas. Estas inibem outros microrganismos filogeneticamente 

relacionados, mas, também, há relatos de atividade contra membros do domínio 

Bacteria (Ellen et al., 2011). 

 Francisco Rodriguez-Valera, em 1982, foi o primeiro a descrever uma 10 

substância tipo bacteriocina produzida por Archaea. A amostra era halofílica e, então, a 

substância foi denominada halocina S8 (Price & Shand, 2000; Riley & Wertz, 2002; Mei 

et al., 2008; Ellen et al., 2011). As halocinas são sintetizadas no nível de ribossomos, 

principalmente, no final da fase exponencial e na fase estacionária de crescimento. A 

habilidade confere vantagem seletiva à amostra produtora, importante em situações de 15 

estresse, como na escassez de nutrientes (Riley & Wertz, 2002). 

 Algumas halocinas são originadas de grandes proteínas precursoras, que são 

processadas formando polipeptídios biologicamente ativos (Mei et al., 2008; Ellen et al., 

2011). Sua massa molecular varia de 4 a 35 kDa. Como as microcinas, as halocinas 

com massas moleculares menores são demoninadas micro-halocinas, como é o caso 20 

da S8 (Price & Shand, 2000; Ellen et al., 2011). As halocinas são codificadas por um 

plasmídio grande e apresentam alta resistência, podendo ser dessalinizadas, 

submetidas à fervura e a tratamento com solventes orgânicos e armazenadas a 4 ºC 

por períodos prolongados (Riley & Wertz, 2002; Riley, 2009). O espectro de ação varia 

entre diferentes halocinas. Por exemplo, a halocina H4 possui um espectro de ação 25 

estreito, enquanto a halocina A4 pode atuar contra amostras termoacidófilas, como 

Crenarchaea (Ellen et al., 2011). 

 Membros do gênero Sulfolobus multiplicam-se em temperaturas de 65 a 85 ºC 

e pH de 2 a 4. Algumas linhagens de Sulfolobus islandicus produzem uma arqueocina 

denominada sulfolobicina, com massa molecular de 20 kDa, ativa contra amostras 30 

relacionadas (Ellen et al., 2011). Esta atividade esta associada à membrana, o que 

indica que a substância antagonista não é liberada da célula produtora (Bakkal et al., 

2012). 
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1.4 APLICABILIDADE DAS BACTERIOCINAS 

 

 

 Existe um campo amplo para aplicação de bacteriocinas. Destacam-se seu 

emprego na indústria alimentícia e na área de saúde humana e animal. 5 

 

 

1.4.1 BACTERIOCINAS NA CONSERVAÇÃO DE ALIMENTOS 

 

 10 

 Bacteriocinas são consideradas aliadas no contexto das indústrias alimentícias, 

empregadas na conservação de alimentos, devido à sua capacidade de aumentar a 

vida de prateleira dos produtos. Assim, é possível a redução da utilização de aditivos 

químicos e métodos físicos de controle microbiano, habitualmente, empregados na 

conservação de carnes, laticínios, produtos a base de ovos, saladas, legumes 15 

fermentados e produtos de panificação de alta umidade (Abdel-Mohsein et al., 2010; 

Lohans & Vederas, 2012; Fahim et al., 2016). 

 Diversos fatores devem ser considerados na avaliação de uma bacteriocina 

como candidata a conservante alimentar. Merecem menção ausência de alteração da 

carga eletrostática, solubilidade da bacteriocina quando em contato com os alimentos e 20 

incapacidade de ligação aos componentes alimentares (Schulz et al., 2003). 

 Bacteriocinas produzidas por bactérias do ácido láctico vêm sendo empregadas 

na indústria alimentícia, uma vez que elas não interferem nas características sensoriais 

do alimento, como odor e sabor, são estáveis ao calor e são atóxicas para o 

consumidor. Nisina e pediocina PA1 são amplamente utilizadas, sendo encontradas 25 

comercialmente como nisaplin e ALTA 2341, respectivamente (Nishie et al., 2012; Yang 

et al., 2014; Kańkonienė et al., 2017). 

 Nisina é uma bacteriocina produzida por amostras de Lactococcus lactis, ativa 

contra bactérias Gram positivas. Em 1969, a Organização de Alimentos e 

Agricultura/Organização Mundial de Saúde (FAO/OMS) liberou seu uso como um 30 

aditivo alimentar. Seu consumo pode chegar a 33.000 unidades internacionais/kg de 

peso corpóreo. Ela pode ser empregada na conservação de leite, queijo, produtos 
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lácteos, tomates, vegetais e sopas enlatados, maionese e alimentos infantis (Schulz et 

al., 2003). 

 A nisina também é utilizada na conservação de salmão para consumo humano. 

Esta bacteriocina dificulta a multiplicação de L. monocytogenes no peixe e, na 

presença de uma atmosfera rica em CO2, no produto embalado, observa-se a inibição 5 

da bactéria. A bacteriocina V41, produzida por Carnobacterium divergens, também foi 

utilizada para este fim (Bakkal et al., 2012). 

 A FDA (Food & Drug Administration) dos EUA concedeu, por duas vezes, o 

status de GRAS (Generally Recognized As Safe - GRN 593 e GRN 676) para as 

colicinas sintetizadas por plantas transgênicas, com ação antagonista contra 10 

amostras patogênicas de E. coli, por serem excelentes candidatas à aditivos 

alimentares na conservação de frutas, verduras e produtos cárneos (Schneider, et al.; 

2018). A síntese de colicinas, por plantas transgênicas, demostra um caminho 

promissor na produção das biomoleculas, uma vez que elas são ativas e identicas as 

colicinas produzidas por bacterias; são mais facilmente purificadas, evitando a 15 

contaminação por endotoxinas; e são expressão em níveis elevados, favorecendo o 

custo benefício (Ghequire & Mot, 2018).     

 O Brasil é pioneiro na utilização de bacteriocinas na conservação de produtos 

cárneos, como salsichas (Schulz et al., 2003). Como exemplo, cita-se a microcina 

MccV, que, ao contrário da nisina, também atua contra bactérias Gram negativas (Riley 20 

& Wertz, 2002; Duquesne et al., 2007). 

 A bacteriocina lacticina 3147 também demonstrou utilidade para emprego na 

conservação de alimentos. Os dados indicaram inativação rápida de L. monocytogenes 

e redução do número de células viáveis de S. aureus em formulação infantil a base de 

leite A substância também foi altamente eficiente contra L. monocytogenes em iogurte 25 

natural e queijo cottage (Galvéz et al., 2011). 

 Espécies produtoras de bacteriocinas isoladas de vinho, tais como 

Lactobacillus plantarum, Oenococcus oeni e Pediococcus pentosaceus podem ser úteis 

contra bactérias do ácido láctico produtoras de histamina durante a vinificação, 

auxiliando no controle da fermentação maloláctica (Galvéz et al., 2011). Também já foi 30 

relatada a associação de bacteriocinas, como nisina e pediocina, com outros métodos, 

como uso de campo elétrico pulsado, ácidos orgânicos e alta pressão hidrostática, para 
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potencializar a eficácia do tratamento, principalmente contra bactérias Gram negativas 

(Nishie et al., 2012). 

 

 

1.4.2 BACTERIOCINAS NA SAÚDE HUMANA E ANIMAL 5 

 

 

 Muito se tem discutido sobre a crescente resistência bacteriana a drogas 

antimicrobianas e a disseminação da característica, cujo controle torna-se cada vez 

mais difícil. A propriedade é, muitas vezes, associada à utilização indiscriminada de 10 

antimicrobianos convencionais de amplo espectro, em decorrência da pressão seletiva 

gerada. Assim, é fundamental o uso racional destas substâncias e é altamente 

desejável a pesquisa de outras drogas, com espectro de ação mais limitado, que 

podem proporcionar a atuação apenas sobre o alvo. Neste contexto, destacam-se as 

bacteriocinas, frequentemente, com espectro de ação limitado e muito diversificadas, 15 

que diminuiriam a pressão seletiva indesejável (Riley & Wertz, 2002; Riley et al., 2012). 

 Diversos estudos demonstram a utilização de bacteriocinas capazes de inibir 

organismos de grande relevância clínica. Por exemplo, o lantibiótico 3147 apresenta 

importante ação antibacteriana contra linhagens virulentas de interesse médico como 

MRSA e VRE (Sit & Vederas, 2008; Nes et al., 2011; Hammami et al., 2013). Quando a 20 

ação do lantibiótico haloduracina, produzido por Bacillus halodurans, contra VRE foi 

avaliada, observou-se melhor atividade do que a demonstrada para nisina. Além disto, 

a haloduracina mostrou-se mais estável ao pH fisiológico, o que eleva o potencial de 

aplicação terapêutica (Hammami et al., 2013). 

 Salmonella enterica é um agente importante de enterite aguda, bacteremia e 25 

febre entérica e, atualmente, a resistência a drogas antimicrobianas é uma 

característica observada com relativa frequência no grupo. A microcina J25 foi avaliada 

em modelo murino contra linhagens da bactéria e observou-se redução marcante do 

número de organismos viáveis no baço e no fígado em relação ao grupo controle 

(Cotter et al., 2013; Hammami et al., 2013). 30 

 A administração de microcina 24 produzida por E. coli favoreceu a redução da 

colonização por Salmonella entérica Typhimurium em frangos adultos. Também, a 

enterocina A, produzida por Enterococcus faecium, foi capaz de agir contra Salmonella 
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em modelo animal de codornas japonesas gnotobióticas (Gillor et al., 2009; Rebuffat, 

2011b). 

 Podem ser citados também os estudos referentes aos lantibióticos salivaricina 

tipo A e tipo B, utilizados no tratamento de pacientes com infecções do trato respiratório 

superior associadas a Streptococcus, bem como da cárie dentária relacionada a 5 

Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans. A halitose, associada a Prevotella, 

Eubacterium saburreum e Micromonas micros é combatida por uma goma de mascar 

que possui, em sua composição, a bacteriocina salivaricina tipo B, que ajuda a 

restabelecer a microbiota residente da cavidade oral (Gillor et al., 2009). 

 Na vaginose, a microbiota indígena está alterada pelo aumento ou 10 

aparecimento de alguns microrganismos, tais como Gardnerella vaginalis, Mycoplasma 

hominis, Prevotella, Peptostreptococcus, Mobiluncus e Bacteroides e pela diminuição 

drástica de Lactobacillus. Este grupo é capaz de produzir bacteriocinas que inibem a 

multiplicação de G. vaginalis. Também foi demonstrado que bacteriocinas produzidas 

por Lactobacillus pentosus e Lactobacillus jensenii 5L08 inibiram a multiplicação de 15 

Candida albicans (Gillor et al., 2009). 

 Infecções do trato urinário acometem cerca de 150 milhões de pessoas por ano 

em todo o mundo, principalmente mulheres. Um estudo avaliou a atuação de 

bacteriocinas sobre linhagens uropatogênicas de E. coli, mostrando a inibição e 

eliminação de biofilmes pré-existentes em catéter (Riley et al., 2012). 20 

 Estudos mostram que o gene wcfs1, envolvido na produção e liberação de 

bacteriocina em linhagens L. plantarum, parece atuar nas células dendríticas e nas 

células mononucleares do sangue periférico, influenciando a atuação do sistema inume 

(Cotter et al., 2013). 

 S. flexneri, importante agente diarreiogênico, foi inibido pela microcina 25 

Mcc7/C51, produzida pela linhagem de E. coli H22. Outra amostra de E. coli, produtora 

da microcina Mcc24, inibiu a multiplicação de S. enterica e E. coli O157:H7 presentes 

no trato intestinal de galinhas. Estudos adicionais ainda se fazem necessários para 

definir como as microcinas contribuem para a prevenção das infecções intestinais 

(Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011b; Hammami et al., 2013). 30 

 A microcina S, produzida pela linhagem de E. coli G3/10 (uma das seis 

linhagens presentes no probiótico Simbioflor 2), foi capaz de inibir a aderência de E.coli 

enteropatogênica a células epiteliais. Entretanto, o efeito não foi observado para 
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linhagens da bactéria que expressavam o gene de imunidade para a microcina S 

(Cotter et al., 2013). 

 Além da ação direta contra outras bactérias, as bacteriocinas podem atuar 

contra células eucarióticas. Em estudo de um modelo contraceptivo, nisina e 

subtilosina, uma bacteriocina produzida por Bacillus amyloliquefaciens, 5 

desempenharam atividade espermicida em alguns modelos animais (Dicks et al., 2011; 

Chikindas et al., 2018). A microcina Mcc492 apresentou atividade na promoção de 

apoptose, por induzir alterações morfológicas e bioquímicas na célula alvo, o que 

desperta grande interesse para a possibilidade de aplicação da substância como 

agente antitumoral (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011b; Cotter et al., 2013; Kaur & 10 

Kaur, 2015). Além disso, foi observado que bacteriocinas da classe IIa sintetizadas por 

bactérias Gram positivas apresentaram atividade antineoplásica e antiviral (Lohans & 

Vederas; 2012; Chikindas et al., 2018).
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

 

 A doença diarreica aguda é um problema de saúde pública, que acomete, 5 

principalmente, crianças com idade inferior a cinco anos que vivem em países em 

desenvolvimento, associado a taxas elevadas de morbidade e mortalidade. Entre os 

agentes diarreiogênicos, destaca-se o gênero Shigella, em decorrência da prevalência, 

baixa dose infectante e da gravidade do quadro clínico associado. A capacidade de 

expressão de substâncias antagonistas de natureza proteica ativas, principalmente, 10 

contra espécies filogeneticamente relacionadas, é uma característica bastante 

disseminada entre bactérias. Tais substâncias podem atuar como uma habilidade de 

virulência, atuando contra a microbiota indígena no processo de instalação do 

patógeno ou como um mecanismo de sobrevivência no meio ambiente, por eliminar 

outros membros bacterianos presentes. Considerando a relevância da doença 15 

diarreica, de S. sonnei como agente da doença e do papel das substâncias 

antagonistas, inclusive como fator de patogenicidade e como candidata a novos 

fármacos, desenvolvemos este trabalho que visou à purificação, ao sequenciamento e 

à identificação das substâncias antimicrobianas, bem como, ao isolamento e ao 

sequenciamento de plasmídios colicinogênicos provenientes de uma amostra de S. 20 

sonnei ativa contra outro isolado da mesma espécie.
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3 OBJETIVOS 

 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 5 

 

 

 Purificar, sequenciar e identificar substâncias antibacterianas e plasmídios 

colicinogênicos de uma amostra de S. sonnei isolada de espécime fecal de criança com 

enterite aguda. 10 

 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 15 

 

- Extrair e purificar as substâncias antibacterianas obtida do extrato intracelular 

de S. sonnei SS9. 

- Sequenciar as substâncias ativas purificadas. 

- Identificar as substâncias após comparar as sequências dos resíduos de 20 

aminoácidos obtidas com as depositadas em bancos de dados. 

-   Isolar e sequenciar plasmídios colicinogênicos de S. sonnei SS9. 

- Comparar e identificar as sequências de nucleotídios obtidas com as 

depositadas em bancos de dados. 

-   Identificar as colicinas. 25 

- Verificar a capacidade de transferência horizontal dos plasmídios 

colicinogênicos. 

- Verificar a produção de colicinas ativas codificada pelos plasmídios 

colicinogênicos. 

30 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS 5 

 

 

 Duas amostras de S. sonnei, denominadas SS9 e SS12, foram empregadas 

como produtora de substância antagonista e reveladora da expressão do antagonismo, 

respectivamente. Foram isoladas de espécimes fecais de crianças com doença 10 

diarreica aguda, atendidas no Hospital Infantil João Paulo II/FHEMIG, durante o 

desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado ―Etiologia da diarreia infecciosa 

aguda em Belo Horizonte/MG e em Teresina/ PI: estudo clínico e laboratorial‖. As 

amostras pertencem à bacterioteca do Laboratório de Microbiologia Oral e Anaeróbios 

do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 15 

Federal de Minas Gerais e vêm sendo mantidas em Brucella Broth1 acrescido de 

glicerol 10% em freezer -80 ºC. 

 A amostra SS9 foi selecionada entre 10 amostras da espécie capazes de 

produzir substâncias antagonistas, por apresentar halos de inibição das amostras 

reveladoras maiores e mais límpidos. SS12 foi escolhida aleatoriamente entre sete 20 

amostras de S. sonnei que apresentaram sensibilidade à atividade antagonista 

expressada pela amostra produtora (Sousa et al., 2010). 

 

 

 25 

4.2 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS DA FRAÇÃO INTRACELULAR 

 

 

 A amostra SS9 criopreservada foi submetida a três repiques sucessivos em 

TSA2 e a cultura foi incubada a 37 ºC, em atmosfera de aerobiose, por 24 h. Colônias 30 

                                                 
1
 BBL, Sparks, MD, EUA 

2
 Difco, Sparks, MD, EUA 
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obtidas do terceiro repique foram cultivadas em 20 mL de TSB3 e, após incubação nas 

mesmas condições descritas anteriormente, a cultura bacteriana foi vertida em 580 mL 

de TSB. Após 12 h de incubação, o material foi centrifugado a 16.200 x g, por 30 min, a 

4 ºC. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado duas vezes em tampão 

Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0 centrifugado e ressuspendido em 15 mL do mesmo tampão. A 5 

suspensão foi sonicada a 50 W, por 12 ciclos de 1 min, com intervalos de 30 s, em 

banho de gelo. Para comprovação da lise celular total, uma alíquota da suspensão 

sonicada foi submetida à coloração pelo método de Gram e o esfregaço foi examinado 

em microscópio óptico, tendo como controle uma outra lâmina preparada a partir do 

tampão contendo as células antes da primeira sonicação. A suspensão foi centrifugada 10 

nas mesmas condições especificadas acima e o sobrenadante foi mantido em banho 

de gelo e submetido à precipitação proteica por meio de adição lenta e constante de 

sulfato de amônio em duas concentrações, 0-30 e 30-75% p/v, sob leve agitação. Após 

centrifugação a 29.830 x g, por 30 min, a 4 ºC, os precipitados foram solubilizados em 

tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0. Desta forma, foram obtidas os extratos intracelulares 15 

C-30 e C-75, com base em resultados prévios (Farias et al.; 1994; Moreira, 2011; 

Sousa et al., 2013a; Moreira, 2014). 

 

 

4.2.1 DIÁLISE DOS EXTRATOS PROTEICOS INTRACELULARES 20 

 

 

 C-30 e C-75 foram dialisados, em membrana de poros controlados, contra dois 

litros de tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0, em câmara fria a 4 ºC, por 24 h, realizando-se 

três trocas de tampão neste intervalo de tempo. Os volumes foram medidos e, em 25 

seguida, os extratos foram filtrados em membrana com poro 0,45µm4, aliquotados em 

microtubos e armazenados a -80 ºC (Moreira, 2011; Sousa et al., 2013a; Moreira, 

2014). 

                                                 
3
 Difco 

4
 Corning, Lowell, MA, EUA 



Material e Métodos 

53 

4.2.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DOS EXTRATOS C-30 E C-75 

 

 

 Uma alíquota de 10 μL dos extratos C-30 e C-75 foram gotejados sobre uma 

camada de TSA. A placa foi exposta a vapor de clorofórmio por 30 min e, após 5 

evaporação do clorofórmio residual, a camada de TSA foi recoberta com 3,5 mL de 

TSA semissólido (TSB + 0,7% de ágar) acrescido de 10 μL de cultura da amostra 

reveladora (TSB, 37 ºC, aerobiose, 24 h). Após incubação nas mesmas condições 

descritas, a leitura foi realizada pela verificação da presença ou ausência de halos de 

inibição da amostra reveladora. Como controle, foi empregada água ultrapura5, 10 

utilizada para solubilização de C-30 e C-75 (Farias et al.; 1992; Farias et al.; 1994). 

 

 

4.2.3 TITULAÇÃO DOS EXTRATOS C-30 E C-75 ATIVOS 

 15 

 

 Os extratos C-30 e C-75 foram submetidos a diluições seriadas em água 

ultrapura e 10 μL de cada diluição foram depositados sobre camada de TSA. Após 

exposição a vapor de clorofórmio e evaporação do clorofórmio residual, por 30 min 

cada, testes de antagonismo foram realizados conforme descrito em 4.2.2. O título, 20 

definido como a recíproca da maior diluição que resulta em um halo límpido de inibição 

da amostra reveladora, foi determinado. Em seguida, a atividade antibacteriana foi 

calculada e expressa em unidades arbitrárias (UA).mL-1, empregando-se a fórmula ―UA 

= título x 1000 μL/v(μL)‖, sendo v o volume do extrato utilizado no ensaio (Farias et al., 

1994; Batdorj et al., 2006). 25 

 

 

4.2.4    DOSAGEM PROTEICA 

 

 30 

 C-30 e C-75 foram avaliados em relação a concentração proteica, segundo 

metodologia descrita por Bradford (1976), que utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue 

                                                 
5
 Eppendorf, Molsheim, França 
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G-2506. O ensaio foi realizado em placa de poliestireno contendo 96 poços. Construiu-

se uma curva padrão empregando-se 1 µg, 5 µg, 10 µg, 15 µg e 20 µg de soroalbumina 

bovina7. As amostras diluídas 1:10 foram depositadas na placa e, então, submetidas a 

diluições seriadas. Após adição do reativo de Bradford, a leitura foi realizada em 

absorbância de 595 nm e a concentração proteica foi calculada. 5 

 

 

4.2.5    ATIVIDADE ESPECÍFICA 

 

 10 

 Os extratos intracelulares C-30 e C-75 foram avaliados em relação a atividade 

específica. Para tanto, o valor da atividade total foi dividido pelo valor de proteína total 

(Carvalho et al., 2010). 

 

 15 

 

4.3        PURIFICAÇÃO DO EXTRATO C-75 

 

 

 Etapas sequenciais de cromatografia líquida foram utilizadas para a purificação 20 

das biomoléculas, como padronizado em estudos anteriores (Farias et al., 1994; Sousa 

et al., 2013a). O extrato C-75 foi utilizado para o prosseguimento dos ensaios de 

purificação e as frações geradas por cada etapa cromatografica foram selecionadas 

para as fases posteriores, com base em resultados previamente obtidos (Moreira, 

2011; Moreira, 2014). Diversas corridas cromatográficas foram realizadas, mas só 25 

estão apresentadas as frações que foram purificadas ou parcialmente purificadas. 

 

 

 

 30 

 

                                                 
6
 Vetec, Duque de Caxias,RJ,Brasil 

7
 Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil 
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4.3.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IÔNICA 

 

 

 O extrato C-75 foi submetido a cromatografia de troca iônica em coluna Mono 

Q™ 5/50 GL Tricorn™8 acoplada a sistema FPLC. A coluna foi previamente equilibrada 5 

com tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0, com um fluxo de 60 mL.h-1. Para eluição da 

amostra, foi utilizado o mesmo tampão acrescido de NaCl 1M, em gradiente linear de 0-

100% em 60 min. A corrida foi monitorada a uma absorbância de 280 nm, em 

temperatura de, aproximadamente, 25 ºC. Frações de 1,5 mL foram coletadas e 

liofilizadas (Everse & Stolzenbach, 1971), solubilizadas em água ultrapura e testadas 10 

para avaliação de atividade antagonista, como descrito no item 4.2.2. Após 

confirmação de atividade, as frações 1 a 7 foram empregadas para confecção de um 

pool (pool TI) e submetidas a titulação, dosagem proteica e atividade específica, 

conforme descrito nos itens 4.2.3, 4.2.4 e 4.2.5, respectivamente. O pool foi utilizado na 

próxima etapa de purificação. 15 

 

 

4.3.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE EXCLUSÃO MOLECULAR 

 

 20 

 O pool TI foi submetido a cromatografia em coluna de exclusão molecular HR 

10/30 Superose 129 acoplada a sistema FPLC. Como fase móvel, foi utilizado o tampão 

Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0, com fluxo de 30 mL.h-1, sendo coletadas frações de 1,5 mL, 

que foram monitoradas a uma absorbância de 280 nm. Todo o ensaio cromatográfico 

foi realizado à temperatura de, aproximadamente, 25 ºC. As frações foram liofilizadas, 25 

solubilizadas em água ultrapura e testadas quanto à expressão de antagonismo, como 

descrito no item 4.2.2. Após confirmação de atividade, os pools das frações 2 a 6 (pool 

GF1) e 7 a 9 (pool GF2) ), fração 10 (GF3) e fração 11 (GF4) foram submetidos a 

titulação (item 4.2.3), dosagem proteica (item 4.2.4) e atividade específica (item 4.2.5) e 

encaminhadas a cromatografias de fase reversa. 30 

 

                                                 
8
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9
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4.3.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SUPELCO 

 

 

 Os pools e as frações ativas GF1, GF2, GF3 e GF4 obtidos da fase anterior de 

purificação foram submetidos a cromatografia de fase reversa em coluna Supelco C8 5 

(4,6 mm x 25 cm 5 µm)10 acoplada a sistema HPLC. A coluna foi previamente eluída 

com solução B (acetonitrila11 80% v/v acrescida de TFA12 0,1%) e equilibrada com 

solução A (TFA 0,1% v/v em água ultrapura). As frações foram eluídas com as 

soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60 mL.h-1, perfazendo um gradiente linear de 0 a 

100%, utilizando o seguinte programa: 0-10 min, 100% da solução A; 10-40 min, 0-10 

100% da solução B e 40-50 min, 100% da solução B. A corrida foi monitorada usando-

se ʎ de 220 e 280 nm, com temperatura aproximada de 25 ºC. As frações foram 

coletadas em volume de 1 mL, liofilizadas, solubilizadas em 20 µL de água ultrapura e 

avaliadas em relação a ação antagonista (4.2.2). As frações ativas B11 a B14, B15 

obtidas do pool GF1; C1 a C3, C4 a C10 provenientes do pool GF2; B15 a C2 15 

adquiridas da fração GF3; C1 a C2 originadas da fração GF4, foram denominadas, 

respectivamente, RF1, RF2, RF3, RF4, RF5, RF6 e encaminhadas para a próxima 

etapa da pesquisa. 

 

 20 

4.3.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SEPHASIL
TM

 PEPTIDE 

 

 

 As frações B11 a B14 (pool RF1), B15 (RF2), C1 a C3 (pool RF3), C4 a C10 

(pool RF4), B15 a C2 (pool RF5) e C1 a C2 (pool RF6), oriundas da etapa anterior de 25 

purificação, foram analisadas por recromatografia em coluna SephasilTM Peptide C18 

(4,6 mm x 25 cm 5 µm)13 acoplada a sistema HPLC, seguindo o mesmo protocolo 

descrito no item 4.3.3. As frações obtidas foram processadas também como descrito 

anteriormente (4.3.3) e avaliadas em relação a atividade antagonista (4.2.2). Frações 

ativas foram encaminhadas para análise por espectrometria de massas. 30 
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4.3.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE AFINIDADE HEPARINA 

 

 

 Na busca por uma melhor estratégia de purificação de biomoléculas com 

atividade antibacteriana, em especial a proteína ribossomal L29 isolada do extrato 5 

intracelular de S. sonnei, purificada durante o desenvolvimento do meu mestrado 

Moreira (2014), foi empregado o uso da cromatografia de afinidade em coluna de 

heparina. A metodologia foi aplicada devido aos achados de Meyer-Hoffert e 

colaboradores (2008), que isolaram do extrato pulmonar de camundongos a proteína 

ribossomal L29, com amplo espectro de ação e capaz de interagir com heparina. Para 10 

o presente estudo, o extrato C-75 foi submetido à cromatografia de afinidade em coluna 

HiTrapTM Heparin HP14, acoplada ao sistema FPLC, seguindo o mesmo protocolo 

descrito no item 4.3.1. As frações obtidas foram dialisadas em tampão Tris-HCl 0,02 M, 

pH 8,0, a atividade antagonista foi avaliada (4.2.2) e as frações ativas com perfíl 

cromatográfico favorável foram submetidas a confecção de pools que foram 15 

cromatografados em coluna de troca iônica (4.3.1). As frações ativas foram 

dessalinizadas, concentradas e purificadas em ponteiras Ziptips C1815, seguindo um 

gradiente de 0-40%, 40-80% e 80-100% v/v de acetonitrila e encaminhadas para 

análise por espectrometria de massas (4.4).  

 20 

 

4.3.6 SS12 EMPREGADA COMO MATRIZ DE AFINIDADE 

 

 

S . sonnei SS9 foi cultivada em meio TSB, a 37 °C, por 12 h, em atmosfera de 25 

aerobiose. A cultura foi centrifugada a 16.500 x g, por 15 min, a 4°C e o sobrenadante 

filtrado para esterilização (0,22 μm). S. sonnei SS12 foi cultivada em meio TSB e 

ajustada em espectrofotômetro usando um ʎ de 625 nm até a OD de 0,08 a 0,10.  Em 

um erlenmeyer estéril, foram depositados o sobrenadante filtrado da cultura de SS9 e o 

mesmo volume da cultura de SS12. A amostra foi homogeneizada e distribuída, em 30 

duplicata, de maneira estéril, em tubos previamente identificados. Os tubos foram 
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incubados a 37 °C, em atmosfera de aerobiose, e em tempos pré-determinados de 0, 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 26 e 48 h, a amostra foi centrifugada nas mesmas 

condições descritas acima. O sedimento foi lavado por duas vezes com água destilada 

estéril, ressuspendido e sonicado (4.2). As amostras foram concentradas a vácuo, 

avaliadas em relação à atividade antagonista (4.2.2) e tituladas (4.2.3). Uma amostra 5 

selecionada foi cromatografada em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18 

(4.3.4). As frações foram avaliadas em relação à ação antagonista e as que 

apresentaram atividade foram analisadas por espectrometria de massas (4.4). 

Para confirmar que a ação antagonista não foi proveniente de SS12, a amostra 

reveladora foi cultivada, centrifugada, lavada por duas vezes com água destilada estéril 10 

e sonicada, como descrito acima. Uma alíquota da cultura, do sobrenadante da cultura, 

das células lavadas e da amostra lisada foram concentradas e analisadas em relação à 

ação antagonista. Como controle positivo, SS9 foi avaliada (4.2.2) 

 

 15 

 

4.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

 

 As frações selecionadas provenientes das últimas etapas de cromatografia 20 

foram encaminhadas para análise em espectrometria de massas. Assim, as frações 

foram liofilizadas, solubilizadas em solução de TFA 0,1% e adicionadas em matriz de α-

ciano-4-hidroxicinâmico (α-ciano), ácido sinapínico e 2,5-dihidroxibenzóico (DHB) na 

proporção de 1:1. Um volume de 1 µL/spot foi depositado em placa de aquisição de 

dados do MALDI (MTP AnchorChips 400 X 384)16, a qual foi mantida à temperatura 25 

ambiente. Para determinação da massa molecular, foi empregado o Autoflex® III 

MALDI-TOF/TOF17 operado no modo linear positivo e negativo. Para a calibração 

linear, foram utilizados os calibrantes Peptide Calibration Standart mono, Protein 1 

Calibration Standart e Protein Calibration Standard II18 e, para a análise dos dados, foi 

empregado o programa Flex Analysin19. 30 
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4.5 REDUÇÃO, ALQUILAÇÃO E TRIPSINÓLISE DAS AMOSTRAS PURIFICADAS 

 

 

 A concentração proteica das frações ativas purificadas foi estimada em 

equipamento Nanodrop 100020 com leitura em absorbância de 280 nm. Em seguida, as 5 

amostras foram concentradas a vácuo21 e ressuspendidas em 18 µL de solução 1 (200 

mM bicarbonato de amônio22, 6M ureia23 e 2M tioureia24), 5 µL de solução 2 (50 mM 

DTT25 e 100 mM bicarbonato de amônio) e incubadas por 3 h a 25 °C. Após o período 

de incubação, foram adicionados às amostras 5 µL de solução 3 (100 mM 

iodoacetamida26 e 100 mM bicarbonato de amônio), sendo essas novamente 10 

incubadas, protegidas da luz, por  30 min, a  25 °C. As frações foram diluídas 6X em 

água ultrapura  e o pH, com valor ideal de 7,5 a 8,0, foi avaliado com o auxílio de tiras 

indicadoras de pH27. As amostras foram acrescidas de tripsina28 1 mg/100 mg de 

proteína e incubadas a 37 °C, por 16 h. Após esse período, as amostras foram 

incubadas a -80 °C para interromper a reação. Os fragmentos obtidos foram tratados 15 

em ponteira Ziptip C18 e avaliados por espectrometria de massas (Oliveira, 2013).    

 

 

 

4.6 SEQUENCIAMENTO DE AMINOÁCIDOS 20 

 

 

 As frações ativas purificadas e parcialmente purificadas, provenientes dos 

ensaios de tripsinólise (4.5), foram sequenciadas por fragmentação PSD ou ISD em 

espectrômetro de massas. As sequências obtidas foram analisadas no web software 25 

BLAST, subaplicação Protein BLAST 
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&

LINK_LOC=blasthome), para verificação de similaridade com outras proteínas. 

 

 

 5 

4.7 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO DO DNA 

EXTRACROMOSSÔMICO DE S. sonnei 

 

 

4.7.1 EXTRAÇÃO DE DNA  10 

 

 

 S. sonnei SS9 foi cultivada em meio TSB, a 37°C, em atmosfera de aerobiose, 

até a densidade óptica de 0,08 a 0,10 em absorbância de 625 nm. A cultura foi 

centrifugada a 3.000 x g por 15 min e o sedimento encaminhado para a extração do 15 

DNA extracromossômico utilizando o kit comercial GeneaidTM Plasmid Maxi (Endotoxin 

Free)29, seguindo as recomendações do fabricante. A quantificação do DNA foi 

realizada por dosagem em equipamento NanoDrop 1000, empregando-se comprimento 

de onda de 260 nm. O perfil de DNA da amostra foi avaliado em gel de agarose 0,7% 

(m/v) preparado em tampão TBE (Tris/Borato/EDTA), sob corrente de 75 V, com 20 

duração de corrida de 2 h. O gel foi corado com GelRed™30 acrescido de TBE e as 

bandas estimadas por comparação com o padrão de massa molecular GeneRulerTM 

DNA Ladder Mix # SM0331/2/331.  

 

 25 

4.7.2 PRODUÇÃO DE BIBLIOTECAS E SEQUENCIAMENTO 

 

 

 Para o ensaio, foi empregado o sequenciamento de nova geração (NGS) em 

plataforma Ilumina. As bibliotecas de DNA foram preparadas pelos passos de 30 

quantificação do DNA extracromossômico de S. sonnei SS9 utilizando-se o kit Qubit ds 
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31
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DNA HS assay32 em equipamento Qubit 2.0 fluorometer33, fragmentação enzimática 

das moléculas utilizando o kit Nextera XT DNA Library Preparation Kit34 e preparação 

dos fragmentos gerados no formato paired-end, produzindo reads pareadas. A análise 

das reads foi realizada no sequenciador Ilumina versão Miseq35 utilizando o kit de 

sequenciamento V336 (600 ciclos). 5 

 

 

4.7.3 PRÉ- PROCESSAMENTO E MONTAGEM DOS CONTIGS  

 

 10 

 A qualidade do sequenciamento foi determinada pela análise das reads, 

empregando o software FastQC, utilizando como ponto de corte as leituras que 

geraram qualidade abaixo de phred 30, sendo essas descartadas. As reads 

selecionadas foram processadas utilizando o algoritmo SPAdes 3.10.1 que gerou por 

scaffolds a montagem dos contigs. 15 

 

 

4.7.4 ANÁLISE DOS DADOS 

 

 20 

 As fases de leitura aberta (ORFs) presentes nos contigs foram identificadas 

utilizando o programa Artmis37. A análise, por similaridade, dos contigs e das ORFs 

anotadas foram realizadas empregando o banco de dados Genbank, ferramenta Blastx 

e Blastp. O mapa genético dos plasmídios foi gerado no programa SnapGene® Viewer 

2.8.1. 25 
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4.8 BUSCA POR COLICINAS SINTETIZADAS POR S. sonnei 

 

 

4.8.1 SDS-PAGE 

 5 

 

Durante o desenvolvimento do meu mestrado (Moreira, 2014), foi observado, 

nos géis de poliacrilamida corados por prata e revelados in situ, duas bandas proteicas, 

produzidas pelos extratos intracelulares de SS9, preciptado com 30% e 75% p/v de 

sulfato de amônio, C-30 e C-75. A análise da espessura das bandas, em gel de 10 

poliacrilamida revelado in situ, demonstra uma maior concentração das substâncias 

quando precipitadas com 30%p/v de sulfato de amônio, motivo pelo qual foi empregado 

o extrato C-30 para o ensaio.  

O perfil eletroforético de C-30 foi analisado em gel de poliacrilamida 12,5%. A 

corrida eletroforética foi realizada a 120 V, à temperatura ambiente e, após a corrida, o 15 

gel foi corado por prata. Como padrão de massa molecular, foi utilizado Protein Ladder 

(#SM0661)38 e, após coloração, as bandas proteicas foram estimadas através do 

programa KODAK Gel Logic Imaging System (Tunon & Johansson, 1984; Rosenberg, 

1996; Alfenas & Brune, 1998; Moreira, 2014).  

 20 

 

4.8.2 GEL DE POLIACRILAMIDA REVELADO IN SITU 

 

 

 O padrão pré-corado Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards 25 

(#1610374)39, as amostras proteicas e o extrato C-30 foram submetidos à corrida 

eletroforética em gel de poliacrilamida 12,5%, a 120 V, à temperatura ambiente. Após a 

corrida, o gel foi descontaminado com uma solução de isopropanol 20%40 e ácido 

acético 10%41, sob agitação, por 2 h e, a seguir, lavado seis vezes (30 min/vez) com 

água destilada estéril. O gel foi depositado, sob condições assépticas, em uma placa 30 
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de Petri, sobre uma camada de TSA e, então, recoberto com 20 mL de TSA 

semissólido acrescido de 60 μL de cultura de S. sonnei SS12. A placa foi incubada a 

37 °C, por 24 h, em aerobiose e a leitura foi realizada pela avaliação da presença de 

linhas de inibição da amostra reveladora (Farias et al., 1994; Alfenas & Brune, 1998; 

Moreira, 2014).  5 

 

 

 

4.9 CONJUGAÇÃO E ANÁLISES DAS SUBSTÂNCIAS BIOATIVAS  

 10 

 

 O ensaio de conjugação foi realizado para verificar a capacidade de 

transferência dos plasmídios colicinogênicos por conjugação, bem como a capacidade 

de produção de moléculas bioativas por células transconjugantes.  

 15 

 

4.9.1 ESCOLHA DA AMOSTRA RECEPTORA 

 

 

 Para a escolha da amostra receptora a ser empregada no ensaio de 20 

conjugação, foi realizado o teste de difusão em sobrecamada (Booth et al., 1977), 

utilizando um painel de três amostras, E. coli K12 Row, E. coli ATCC 25922 e S. 

flexneri ATCC 12022. As amostras fazem parte da bacterioteca do Laboratório de 

Microbiologia Oral e Anaeróbios e vêm sendo mantidas em freezer -80 ˚C. 

 As amostras supracitadas, SS9 e SS12, foram cultivadas em meio TSA, a 37 25 

ºC, em atmosfera de aerobiose, por 24 h. As colônias foram submetidas à coloração 

pelo método de Gram, para a verificação da pureza das mesmas. Todas as amostras 

foram inoculadas, separadamente, em caldo TSB, e incubadas nas mesmas condições. 

A concentração de cada cultura foi ajustada para leitura de 0.08 a 0.10 usando ʎ de 

625 nm (CLSI, 2003). Alíquotas das amostras foram avaliadas pelo ensaio de atividade 30 

antagonista (item 4.2.2), analisadas como produtoras da ação antagonista e como 

reveladoras da expressão antagonista (QUADRO 1). 
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Quadro 1 

Avaliação da atividade antagonista e da suscetibilidade celular frente à substância 

antagonista para a seleção de uma amostra receptora para o teste de conjugação. 

Produtora de 

substância 

antagonista 

Reveladora da expressão de antagonismo 

S. sonnei SS9
 b

 S. sonnei SS12 
S. flexneri 

ATCC 12022 
E. coli K12 Row 

E. coli 

ATCC 25922 

E. coli K12 Row
a
 T

 c
 T NT NT NT 

E. coli 

ATCC 25922 
T T NT NT NT 

S. flexneri 

ATCC 12022 
T T NT NT NT 

S. sonnei SS9 NT
d
 CP

 e
 T T T 

a
, amostras avaliadas como produtoras de substância antagonista; 

b
, amostras testadas como 

reveladoras da expressão de antagonismo; 
c
, teste realizado; 

d
,não testado; 

e
, controle positivo. 5 

 

 

4.9.2 ANTIBIOGRAMA 

 

 10 

 As amostras S. sonnei SS9 e E. coli ATCC 25922 foram empregadas no ensaio 

de antibiograma por método de disco difusão. E. coli ATCC 25922 é recomendada, 

pelo CLSI 2018, como amostra controle para os ensaios de antibiograma que envolvam 

membros da família Enterobacteriaceae. No presente estudo, ela também foi 

empregada como candidata à receptora no processo de conjugação. 15 

 Para o ensaio, foi empregado um painel de 19 fármacos antimicrobianos, das 

seguintes classes: penicilinas, cefalosporinas de primeira a quarta gerações, 

carbapenêmicos, aminoglicosídeos, quinolonas, monobactâmicos, anfenicóis e 

sulfonamidas. Os discos foram selecionados com base na resistência aos 

antimicrobianos conferida por plasmídios. 20 

 Para o teste, foram dispensados 50 mL de Mueller Hinton Agar42/placa 150x30 

mm e, após a solidificação do meio, as amostras S. sonnei SS9 e E. coli ATCC 25922, 
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ambas cultivadas em  Mueller-Hinton Broth43, ajustadas em espectrofotômetro com 

absorbância de 625 nm, leitura de 0,08 a 0,10, foram semeadas com o auxílio de swab. 

Os discos de antimicrobianos foram depositados na superfície do meio e o material foi 

incubado a 37 °C, por 16 h, em aerobiose. A leitura foi realizada pela observação 

macroscópica da presença de halo de inibição e medição, com paquímetro, de cada 5 

halo (CLSI, 2003; CLSI, 2018). 

 

 

4.9.3 CONJUGAÇÃO 

 10 

 

 S. sonnei SS9 foi empregada nesse ensaio para verificar a capacidade de 

transferência, por conjugação, dos plasmídios colicinogênicos, bem como uma 

estratégia para tentar isolá-los.  A amostra de E. coli ATCC 25922 foi avaliada como 

receptora de tais plasmídios. 15 

 As amostras em estudos foram inoculadas em 2 mL de caldo Penassay44 e 

incubadas por 24 h, sem agitação, em atmosfera de aerobiose, a 37 °C. As culturas 

foram ajustadas em espectrofotômetro com absorbância de 625 nm, leitura de 0,08 a 

0,10, e diluídas 1:50 v/v, com volume final de 3 mL, no mesmo caldo. Os tubos foram 

incubados em atmosfera de aerobiose, a 37 °C, por 3 h, sob agitação a 300 rpm. As 20 

culturas foram diluídas, no mesmo caldo, na proporção 1:10 v/v. Um volume de 1 mL 

das culturas das amostras produtora e receptora foram, então, misturadas em tubo de 

ensaio esterilizado. As amostras foram incubadas em atmosfera de aerobiose, a 37 °C. 

Nos intervalos de tempo 0, 15 e 30 min, 1, 3, 5 e 24 h, alíquotas de 100 µL foram 

semeadas em MacConkey Agar45 acrescido de ampicilina46 32 μg/mL. As mesmas 25 

amostras foram diluídas 1:10 v/v em Caldo Penassay e 100 µL foram semeados em 

meio sem droga antibacteriana. Como controle, 100 µL das amostras produtora e 

receptora foram inoculadas no mesmo meio com e sem ampicilina. As placas foram 

incubadas em atmosfera de aerobiose, a 37 °C, por 24 h. A leitura foi realizada pela 

contagem das colônias lactose positivas (Watanabe & Fukasawa, 1960). 30 
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4.9.4 CONFIRMAÇÃO DO RESULTADO DA CONJUGAÇÃO E AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE 

ATIVIDADE ANTAGONISTA 

 

 

 Para assegurar a ausência de colônias de Shigella nas amostras recuperadas 5 

no ensaio de conjugação, as colônias lac+ foram estriadas em MacConkey Agar e 

incubadas em atmosfera de aerobiose, a 37 °C, por 24 h. As colônias de E. coli obtidas 

foram cultivadas em TSA, nas mesmas condições descritas anteriormente. Um clone 

das amostras em estudo foi obtido usando a técnica de plaqueamento de réplicas 

(Lederberg & Lederberg, 1952). O ensaio de atividade antagonista foi realizado com a 10 

placa réplica, conforme item 4.2.2. Amostras de E. coli transconjugantes que 

expressaram antagonismo vêm sendo mantidas criopreservadas em Brucella Broth 

acrescido de glicerol 10%, em freezer -80 ºC. 

 

 15 

4.9.5 EXTRAÇÃO DE DNA EXTRACROMOSSÔMICO E ELETROFORESE 

 

 

 Para confirmar a transferência do DNA extracromossômico por conjugação, foi 

realizado o ensaio de extração do DNA, utilizando-se o kit 96 Well Plasmid Kit47, com 20 

algumas modificações, e visualização em gel de agarose. 

 As amostras S. sonnei SS9, E. coli ATCC 25922 e E. coli transconjugante 

foram cultivadas em meio TSA, em atmosfera de aerobiose, a 37 °C, por 24 h. As 

colônias obtidas foram ressuspendidas em água ultrapura estéril, centrifugadas por 10 

min, a 3.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspendido 25 

em 100 µL de tampão PD1. Às amostras, foram adicionados 100 µL de tampão PD2 e 

o material foi incubado por 2 min a 25 °C. Um volume de 150 µL de tampão PD3 foi 

adicionado às amostras e, após homogeneização por inversão, o material foi 

centrifugado por 10 min, a 3.000 x g. Os sobrenadantes foram transferidos para uma 

placa de plasmídio acoplada a uma placa coletora e o material foi centrifugado como 30 

especificado anteriormente. Sobre os filtros da placa de plasmídio, foram adicionados 

250 µL de tampão W1. A seguir, a placa foi novamente centrifugada e, nos poços da 
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placa, foram adicionados 250 µL de tampão de lavagem. Após centrifugação por 15 

min, a 3.000 x g, a placa de plasmídio foi acoplada em uma nova placa coletora e aos 

filtros da placa foram adicionados 50 µL de água ultrapura estéril. Após 2 min, a placa 

foi centrifufada por 5 min, a 3.000 x g, e os filtrados contendo o DNA plasmidial foram 

transferidos para os tubos plásticos estéreis. 5 

 Os produtos obtidos da extração plasmidial e o padrão de massa molecular 

GeneRulerTM DNA Ladder Mix # SM0331/2/348 foram acrescidos de corante para DNA 

GelRed™49 e submetidos à eletroforese em gel de agarose50 0,7% (m/v) preparado 

com tampão TBE (Tris/Borato/EDTA). A corrida eletroforética foi realizada em cuba 

contendo tampão TBE, sob corrente de 75 V, por aproximadamente 2 h e 15 min. Após 10 

a corrida, o perfil do DNA extracromossômico foi visualizado em transiluminador de luz 

ultravioleta. 

 

 

4.9.6 CURVA DE CRESCIMENTO E PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIA ANTAGONISTA DE UMA 15 

AMOSTRA TRANSCONJUGANTE 

 

 

 Com base nos testes de atividade antagonista e perfil eletroforético em gel de 

agarose 0,7%, a amostra transconjugante 9 foi escolhida para a avaliação da síntese 20 

de substância antagonista em relação ao tempo de cultivo.  

 A amostra escolhida foi cultivada em TSA, a 37°C, por 24 h, em atmosfera de 

aerobiose. Colônias obtidas foram transferidas para caldo TSB e incubadas nas 

mesmas condições, por 12 h. A cultura foi ajustada em espectrofotômetro com 

absorbância de 625 nm, leitura de 0,08 a 0,10, fracionada em tubos pré-identificados e 25 

incuba. Em seguida, a amostra do tubo 1 foi submetida a leitura da densidade optica, 

uma alíquota da cultura foi centrifugada e o sobrenadante avaliado em relação a ação 

antagonista e titulação (itens 4.2.2 e 4.2.3). Uma outra alíquota foi diluída em salina 

0,85%, 100 µL da diluição 10-9 foi plaqueada, em duplicata, em meio TSA e incubadas. 

Os mesmos passos foram realizados para os demais tubos, respeitando o intervalo de 30 

tempo, 20 min entre cada tubo, por 9 h. A leitura da curva de crescimento foi realizada 
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pela contagem do número de colônias em relação ao tempo e a síntese de composto(s) 

antagonista(s) foi determinada durante a curva de crescimento bacteriano. 

 

 

4.9.7 SDS-PAGE  5 

 

 

  O perfil proteico do sobrenadante do transconjugante 9  foi avaliado em gel de 

poliacrilamida corado por prata. A amostra foi cultivada em meio TSB, em atmosfera de 

aerobiose, a 37 °C, por 24 h. A cultura foi centrifugada a 10.000 x g, por 30 min, a 4 ºC, 10 

o sobrenadante foi filtrado em membrana com poro de 0,22 μm51 e a expressão 

antagonista foi determinada (item 4.2.2). O sobrenadante estéril foi submetido à corrida 

eletroforética em gel de poliacrilamida 12,5%, corado por prata, como descrito no item 

4.8.1. Como padrão de massa molecular, foi utilizado Protein Ladder (#SM0661)52 e 

como controle, o meio de cultura TSB.  15 

 

 

4.9.8 GEL DE POLIACRILAMIDA REVELADO IN SITU 

 

 20 

O sobrenadante da amostra transconjugante 9, o padrão pré-corado Precision 

Plus ProteinTM Dual Color Standards (#1610374) e o meio de cultura TSB foram 

submetidos a corrida eletroforética, como descrito no item 4.9.7. Após a corrida, o gel 

foi descontaminado e revelado conforme apresentado no item 4.8.2. A análise do 

resultado foi dada pela observação da ausência ou presença de linha de inibição da 25 

amostra reveladora e estimativa da massa molecular por comparação com o padrão de 

massa molecular pré-corado.  
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4.10 TRANSFORMAÇÃO 

 

 

 O teste foi realizado para isolar os plasmídios colicinogênicos e verificar a 

expressão antagonista contra SS12. 5 

 

 

4.10.1 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS ELETROCOMPETENTES 

 

 10 

 A preparação de células eletrocompetentes foi realizada como descrito no 

protocolo do equipamento MicroPulserTM53. Para o ensaio, foi empregada a linhagem E. 

coli BL21 (DE3) 54. 

 A amostra bacteriana foi inoculada em 500 mL de caldo LB55 e incubada em 

atmosfera de aerobiose, por 24 h, a 37 °C. Para verificar a pureza da amostra, o ensaio 15 

de coloração pelo método de Gram foi realizado. A cultura foi diluída em uma 

proporção de 1:100 v/v, no mesmo caldo, e incubada a 37 °C, com agitação de 300 

rpm, até a obtenção de uma leitura 0,8 a 0,10 em espectrofotômetro com absorbância 

de 625 nm. A amostra foi incubada em banho de gelo, por 20 min, centrifugada a 4000 

x g, por 15 min, a 4 °C e, em seguida, o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi 20 

ressuspendido em 500 mL de uma solução estéril e gelada de água ultrapura e glicerol 

10%. Os passos de centrifugação e ressuspensão celular foram repetidos, por mais 

três vezes, utilizando-se, respectivamentre, os volumes de 250, 20 e 1 mL da mesma 

solução. A amostra foi aliquotada em microtubos de plástico gelados e estéreis, em 

volume de 50 µL e armazenadas em freezer a -80 °C. Uma alíquota de 10 µL da 25 

linhagem eletrocompetente foi analisada quanto à ação antagonista contra a amostra 

reveladora (item 4.2.2). 

 

 

 30 

 

                                                 
53

 Bio-Rad, Hercules, CA, EUA 
54

 Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brasil 
55

 Fórmula Difco 



Material e Métodos 

70 

4.10.2 TRANSFORMAÇÃO 

 

 

 Inicialmente, o DNA extracromossômico da bactéria produtora foi extraído 

utilizando-se o 96 Well Plasmid Kit (item 4.9.5). O produto obtido foi dosado em 5 

equipamento Nanodrop56 utilizando-se o comprimento de onda de 260 nm. A 

eletroporação foi realizada seguindo o protocolo do equipamento MicroPulserTM, com 

algumas modificações. 

 Para o ensaio de eletrotransformação, o microtubo contendo a amostra 

eletrocompetente E. coli BL21 (DE3) foi acondicionado em banho de gelo e, a ele, 10 

foram adicionados 50 ng do DNA extracromossômico. A amostra foi transferida para 

uma cubeta de eletroporação (Bio-Rad) de 0,2 cm, estéril, gelada e a ela foi aplicado 

um pulso elétrico de 2,5 kV, utilizando-se um eletroporador MicroPulserTM. A amostra 

foi ressuspendida em 500 µL de caldo SOC57 pré-aquecido a 37 °C e transferida para 

um tubo estéril. O tubo foi incubado por 1 h, a 37 °C, com agitação de 225 rpm. Um 15 

volume de 100 µL foi inoculado, por espalhamento, em ágar SOB58 pré-aquecido 

contendo 32 µg/mL de ampicilina e o mesmo volume da amostra diluída 1:500 v/v, no 

mesmo caldo, foi semeado em ágar SOB sem antimicrobiano. As placas foram 

incubadas por 24 h, a 37 °C, em atmosfera de aerobiose. A leitura foi realizada pela 

contagem de colônias. 20 

 

 

4.10.3 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE ATIVIDADE ANTAGONISTA PELAS CÉLULAS 

TRANSFORMADAS 

 25 

 

 As colônias da amostra transformada E.coli BL21 (DE3) recuperadas em Ágar 

SOB com e sem antimicrobiano foram removidas com auxílio de uma alça 

bacteriológica e cultivadas, em duplicada, em meio TSA, por 24 h, a 37 °C, em 

atmosfera de aerobiose. Após coloração pelo método de Gram, o ensaio de atividade 30 
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antagonista (item 4.2.2) foi realizado com uma das réplicas e a outra cópia foi inoculada 

em Caldo Brucella contendo 10% de glicerol e criopreservadas a -80 °C. 

 

 

4.10.4 PURIFICAÇÃO DOS PLASMÍDIOS COLICINOGÊNICOS 5 

 

 

 As bandas B e C, correspondentes aos plasmídios colicinogênicos 2 e 3, 

geradas por eletroforese do DNA extracromossômico da bactéria produtora (item 4.9.5) 

foram excisadas do gel com o auxílio de um bisturi, transferidas para tubos de plástico 10 

e purificadas com o Silica Bead DNA Gel Extraction Kit #K051359, de acordo as 

instruções do fabricante. Para a purificação, as porções dos géis foram pesadas e, 

então, adicionou-se solução de solubilização (três volumes do peso do gel). Os tubos 

foram incubados a 55 °C até a completa solubilização do gel e um volume de 

isopropanol60 a 100%, referente ao peso inicial do gel, foi adicionado às amostras. O 15 

material foi transferido para uma coluna previamente preparada e acoplada ao tubo 

coletor. As amostras foram centrifugadas por 1 min a 16.000 x g, o filtrado foi 

descartado e, ao filtro da coluna, foram adicionados 700 µL de solução de lavagem. 

Após duas etapas de centrifugação, como especificado anteriormente, a coluna foi 

transferida para um novo tubo coletor e, ao filtro de cada coluna, foram adicionados 50 20 

µL de ultrapura estéril. Após 1 min, o material foi novamente centrifugado e o DNA 

plasmidial recuperado no interior do tubo coletor. A pureza dos plasmídios 

colicinogênicos 2 e 3 foram determinadas por eletroforese (item 4.9.5) 

 

 25 

4.10.5 TRANSFORMAÇÃO UTILIZANDO OS PLASMÍDIOS COLICINOGÊNICOS ISOLADOS, 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA E ANTIBIOGRAMA 

 

 

 Os plasmídios colicinogênicos 2 e 3, purificados, foram submetidos ao ensaio 30 

de transformação (item 4.10.2). Como receptora, foi empregada a bactéria 
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eletrocompetente E. coli BL21 (DE3) (item 4.10.1). Os transformantes foram cultivados 

em meio SOB sem antimicrobiano e, então, os ensaios para avaliação de atividade 

antagonista (itens 4.2.2 e 4.10.3) e antibiograma utilizando os discos de ampicilina e 

sulfametaxazol-trimetropim (item 4.9.2) foram realizados.

5 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

5.1 RENDIMENTO DA EXTRAÇÃO PROTEICA, TITULAÇÃO DA ATIVIDADE 5 

ANTAGONISTA, DOSAGEM PROTEICA E ATIVIDADE ESPECÍFICA 

 

 

 Após diálise, foram obtidos, respectivamente, 12 mL e 23 mL dos extratos 

intracelulares C-30 e C-75 da amostra S. sonnei SS9. Os títulos de atividade 10 

antagonista dos extratos C-30 e C-75 contra a amostra reveladora S. sonnei SS12 

foram  5,5 x 1014 e 3,6 x 1018 UA/mL, respectivamente. A dosagem proteica e a 

atividade específica foram, respectivamente, de 65 mg/mL e 8,5  x  1012  UA/mL para o 

extrato C-30, e 113 mg/mL e 3,2  x  1016   UA/mL para o extrato C-75 (TAB.1). 

 15 

 

 

5.2 PURIFICAÇÃO DO EXTRATO C-75 

 

 20 

5.2.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IÔNICA 

 

 

 O extrato C-75, que apresentou maior atividade foi, inicialmente, cromatografado 

em coluna de troca iônica Mono QTM, gerando 40 frações ativas contra a amostra 25 

reveladora SS12 (FIG. 1). As frações 1 a 7, que não interagiram com a coluna, geraram 

halos de inibição maiores e límpidos e foram utilizadas para a confecção do pool TI, 

que foi liofilizado e ressuspendido em água ultrapura. Os títulos de atividade 

antagonista, atividade total, dosagem proteica, proteína total e atividade específica do 

pool TI estão apresentados na tabela 1. Com base nesses resultados e em dados 30 

anteriores (Moreira, 2014), o pool TI foi selecionado para análise por cromatografia em 

coluna de exclusão molecular. 
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Figura 1. Perfil cromatográfico em coluna de troca iônica Mono Q™ da fração 

intracelular C-75 de Shigella sonnei SS9 precipitada a 75% de sulfato de amônio. 

 

 5 

 

Cromatografia em coluna de troca iônica Mono Q™ 5/50 GL Tricorn™ (GE Healthcare) 

equilibrada com tampão Tris-HCl 0,02 M, pH 8,0, eluída em gradiente linear de 0 a 1,0 

M de NaCl no mesmo tampão, com fluxo de 1,0 mL mL/min, leitura em Abs = 280 nm. 

Em ciano, título de atividade antagonista do pool TI (frações 1 a 7); amostra reveladora: 10 

S. sonnei SS12. 

 

 

5.2.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE EXCLUSÃO MOLECULAR 

 15 

 

 A análise em coluna de exclusão molecular HR 10/30 Superose 12 do pool TI 

gerou 25 frações. As frações 2 a 15 apresentaram ação antagonista contra SS12, no 

entanto, as frações 2 a 11 apresentaram os melhores resultados de purificação. Com 

base no perfil cromatográfico e na atividade antagonista, as frações 2 a 6 e 7 a 9 foram20 
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 utilizadas para a confecção dos pools GF1 e GF2 e as frações 10 e 11 foram 

identificadas como GF3 e GF4, respectivamente. Os pools e as frações GF1, GF2, GF3 

e GF4 apresentaram, respectivamente, título de atividade antagonista de 25.600, 800, 

400 e 400 UA/mL (FIG. 2, TAB. 1). Os ensaios de atividade total, dosagem proteica, 

proteína total e atividade especifica de GF1, GF2, GF3 e GF4 também foram realizados 5 

e estão listados na tabela 1. As amostras supracitadas foram selecionadas para os 

próximos passos cromatográficos.  

 

 

Figura 2. Perfil cromatográfico do pool TI em coluna de exclusão molecular Superose 10 

12 HR 10/30. 

 

 

 

Cromatografia em coluna de exclusão molecular Superose 12 do pool TI (frações 1 a 7) 15 

obtido da cromatografia de troca iônica do extrato intracelular precipitado em 75% de 

sulfato de amônio da amostra de Shigella sonnei SS9. Em ciano, título de atividade 

antagonista dos pools GF1 (frações 2 a 6) e GF2 (frações 7 a 9); GF3 (fração 10) e 

GF4 (fração 11); amostra reveladora: S. sonnei SS12
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Tabela 1 

Volume, titulação da atividade antagonista, atividade total, dosagem proteica, proteína total e atividade específica dos extratos C-

30 e C-75 e das frações e do pools das frações parcialmente purificadas produzidas por Shigella sonnei SS9 

 

Amostra Volume 

(ml) 

Titulação da atividade  

antagonista 

(UA/mL) 

Atividade total 

(UA)
a
 

Dosagem 

proteica   

(mg/mL) 

Proteína total 

(mg) 

Atividade 

específica 

(UA/mg) 

C-30 12 5,5 x 10
14

 6,6 x 10
15

 65 780 8,5 x 10
12

 

C-75 23 3,6 x 10
18

 8,3 x 10 
19

 113 2599 3,2x10
16

 

Pool das frações 1 a 7 da cromatografia 

de troca iônica  Mono-Q™  

 

8 

 

1,4 x 10
16

 

 

1,1 x 10 
17

 

 

24 

 

192 

 

5,7 x 10 
14

 

Pool das frações 2 a 6 da cromatografia 

de exclusão molecular Superose 12 

 

3 

 

2,5 x 10
4
 

 

7,5 x 10
4
 

 

17 

 

51 

 

1,5 x 10
3
 

Pool das frações 7 a 9 da cromatografia 

de exclusão molecular Superose 12 

 

1,8 

 

800 

 

1,4 x 10
3
 

 

0,9 

 

1,6 

 

8,7 x 10
2
 

Fração 10 da cromatografia de exclusão 

molecular Superose 12 

 

0,6 

 

400 

 

2,4 x 10
2
 

 

0,3 

 

0,2 

 

1,2 x 10
3
 

Fração 11 da cromatografia de exclusão 

molecular Superose 12 

 

0,6 

 

400 

 

2,4 x 10
2
 

 

0,5 

 

0,3 

 

8 x 10
2
 

a
: unidade arbitrária 5 
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5.2.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SUPELCO 

 

 

 Os pools GF1 e GF2 e as frações GF3 e GF4 foram cromatografados, 

separadamente, em coluna de fase reversa Supelco C-8, gerando 65 frações cada, das 5 

quais 13, 15, 8 e 6 frações, respectivamente, foram ativas contra SS12 e 

encaminhadas para cromatografia de fase reversa em coluna SephasilTM Peptide C18. 

Das amostras analisadas, as listadas abaixo apresentaram os melhores resultados de 

purificação, quais sejam: pool das frações B11 a B14 e fração B15 proveniente de GF1, 

pools C1 a C3 e C4 a C10 obtidas de GF2, pool B15 a C2 adquiridas de GF3 e pool C1 10 

e C2 originada de GF4. 

 

 

5.2.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SEPHASIL
TM

 PEPTIDE 

 15 

 

 Para a cromatografia de fase reversa em coluna SephasilTM Peptide C18, foram 

empregadas os pools e as frações obtidas da cromatografia em coluna de fase reversa 

Supelco: FR1 (B11 a B14), FR2 (B15), FR3 (C1 a C3), FR4 (C4 a C10), FR5 (B15 a 

C2) e FR6 (C1 a C2). Cada corrida originou 65 frações e, dentre essas, algumas 20 

apresentaram atividade antagonista contra SS12. As frações ativas 33 a 40, 34 a 36, 

33 a 40 - 57 e 58, 33 a 40 e 55 a 58, 35 a 40, 35 a 40 provenientes, respectivamente, 

de FR1, FR2, FR3, FR4, FR5, FR6, foram eluidas com 61,3 a 80%, 64 a 69,3%, 61,3 a 

80%, 61,3 a 80%, 66,6 a 80%, 66,6 a 80% de acetonitrila, com exceção das frações 57 

e 58 de FR3 e 55 a 58 de FR4 que foram eluídas no reequilíbrio da coluna, figuras 3 a 25 

8, e figuras 1 a 5 no Apêndice 1. A eluição com altas concentrações de acetonitrila é 

um indicativo do caráter hidrofóbico da molécula. A alta hidrofobicidade favorece a 

atividade antagonista e essa característica é observada entre peptídios e proteínas 

antimicrobianas (Bahar & Ren, 2013). 

 As frações ativas recuperadas do último passo cromatográfico foram 30 

analisadas por espectrometria de massas para verificar a pureza das mesmas. 
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5.2.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE AFINIDADE HEPARINA 

 

 

 C-75 foi cromatografado em coluna de afinidade heparina gerando 44 frações 

ativas contra SS12. As frações 1 a 10, que não interagiram com a coluna e as frações 5 

11 a 19, 20 a 25, 26 a 30, 31 a 36, 37 a 44 eluídas com 0 a 20%, 21 a 44%, 45 a 62%, 

63 a 87% e 88 a 100% de NaCl foram agrupadas nos pools AF1, AF2, AF3, AF4, AF5 e 

AF6, respectivamente. Respeitando o perfíl cromatográfico e a ação antagonista, os 

pools ativos dialisados foram liofilizados, ressuspendidos em água ultrapura 

(200µl/fração) e encaminhados para a cromatografia de troca iônica em coluna Mono 10 

Q. 

 

 

5.2.6 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IÔNICA  

 15 

 

 Todos os pools obtidos da cromatografia em coluna de afinidade foram 

cromatografados em coluna de troca iônica. No entanto, será ressaltado apenas os 

pools AF3 e AF4, que apresentaram os melhores resultados de purificação. Os pools 

AF3 e AF4, cromatografados em coluna de troca iônica Mono Q, geraram, 20 

respectivamente, 33 e 28 frações ativas que foram dessalinizadas, concentradas, 

purificadas com ponteiras Ziptips C-18 e encaminhadas para a análise por 

espectrometria de massas. 

 

 25 

5.2.7 SS12 EMPREGADA COMO MATRIZ DE AFINIDADE 

 

 

 A ação antagonista das amostras analisadas foi observada a partir do ponto 9 h 

de incubação. O melhor resultado foi obtido no ponto 26 h, com título antagonista 6.400 30 

UA/mL. Após o ensaio cromatográfico da amostra 26 h em coluna de fase reversa 

SephasilTM Peptide C18, foi realizado o teste de atividade antagonista. As frações 32 a 

36, eluídas com 58,6 a 69,3% de acetonitrila, e a fração 58, eluída no reequilíbrio da 
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coluna (FIG. 6, Apêndice 1), foram ativas contra SS12 e analisadas por espectrometria 

de massas. 

 

 

 5 

5.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS E SEQUENCIAMENTO 

 

 

 As frações ativas obtidas da cromatografia de fase reversa em coluna 

SephasilTM Peptide C18 foram analisadas por espectrometria de massas. A análise 10 

evidenciou a presença de amostras parcialmente purificadas e purificadas com massas 

moleculares de 7,2; 8,6; 9,2, 4,7/9,5 e 10,7 kDa, sendo os melhores resultados listados 

na TAB. 2 e FIG. 7 a 25 do Apêndice 1. Foram observadas, em algumas amostras, 

massas moleculares de 644,0; 666,0; 855,0; 929,1; 1060,0; e 1271,4 Da. No entanto, 

essas massas não são referentes às substâncias que apresentam ação antagonista 15 

contra SS12, mas, sim, a sinais das matrizes utilizadas para a análise (Smirnov et al., 

2004). 

 As moléculas purificadas de 9.2 kDa, com 90 resíduos de aminoácidos, e 10.7 

kDa, com 95 resíduos, apresentaram intensidade de sinal favorável e foram submetidas 

a fragmentação e sequenciamento em espectrômetro de massa (FIG. 9 a 14). As 20 

sequências dos resíduos de aminoácidos identificadas foram analisadas no banco de 

dados Genbank, ferramenta Protein BLAST. A análise indicou, respectivamente, 54 e 

19 aminoacidos idênticos com homologia elevada (identidade e Query coverage de 

100%) para uma proteína ligadora de DNA (tipo histona) e uma proteína de hibernação 

ribossômica, ambas de S. sonnei (TAB. 3). 25 

 Durante o desenvolvimento do meu mestrado (Moreira, 2014), a substância 

ativa com massa molecular 7,2 kDa foi purificada e parcialmente sequenciada. A 

análise do sequenciamento dos resíduos de aminoácidos identificou a substância como 

uma proteína ribossomal L29 de E.coli. Por se tratar das mesmas amostras produtora e 

reveladora, o emprego dos mesmos métodos de purificação e com base na massa 30 

molecular, é plausível inferir que a substância atualmente purificada é a mesma 

anteriormente isolada. 
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 Na busca por isolar e identificar biomoléculas ativas contra SS12, outras 

metodologias também foram utilizadas. Sendo assim, C-75 foi cromatografado em 

coluna de afinidade heparina, gerando 44 frações ativas e, dessas, os pools AF3 

(frações 20 a 25) e AF4 (frações 26 a 30) foram cromatografados em coluna de troca 

iônica Mono Q. As frações ativas, tratadas com ponteira Ziptip C-18, foram analisadas 5 

por espectrometria de massas, que identificou a presença de frações purificadas e 

parcialmente purificadas com massas moleculares de 1,5; 8,1 e 8,6 kDa (TAB. 4) (FIG. 

26 a 31 do Apêndice 1). A análise da sequência dos resíduos de aminoácidos das 

biomoléculas aqui citadas está sendo realizada para a identificação das substâncias. 

 Outra metodologia utilizada para a busca de biomoléculas ativas foi a utilização 10 

da amostra reveladora SS12 como uma matriz ligante para substância antagonista. O 

ponto 26 h apresentou melhor resultado e foi cromatografado. As frações ativas 32 a 36 

e 58 foram analisadas por espectrometria de massas e os melhores resultados foram 

obtidos nas frações 35 e 36, com 5 e 3 massas, respectivamente (TAB. 5 e FIG. 32 e 

33 do Apêndice 1). 15 

 Durante os ensaios de purificação por cromatografia líquida, foram obtidas  

frações que não interagiram com a coluna de troca iônica Mono-Q, sugerindo caráter 

catiônico ou neutro da molécula. Essas mesmas amostras foram eluídas com 

concentrações elevadas de acetonitrila, sugerindo caráter hidrofóbico. Além dessas 

moléculas, outras ficaram retidas na coluna, sendo eluídas com 6 a 19% de sal, o que 20 

pode sugerir carga líquida negativa. Peptídios antimicrobianos, geralmente, são 

constituídos por 12 a 100 resíduos de aminoácidos, sendo, na maior parte das vezes, 

substâncias catiônicas e anfifílicas (Bahar & Ren, 2013). Essa característica catiônica 

da molécula favorece o reconhecimento da célula alvo pelas interações eletrostáticas 

com o grupo fosfato do LPS e os fosfolipídios aniônicos da membrana externa, no caso 25 

de bactérias Gram negativas. Já o carater hidrofóbico permite a interação do peptídio 

com a membrana citoplasmática e essa interação é peça fundamental na ação 

antagonista por atuação na membrana (Brogden, 2005). Embora não com frequência, 

peptídeos antimicrobianos aniônicos (AAMPs) já foram descritos na literatura. Esses 

compostos geralmente são ricos em glutamina e ácido aspártico, e, alguns deles, 30 

utilizam íons metais, como o zinco, para produzir uma ponte catiônica com as 

substâncias de carga negativa presente na membrana bacteriana. Assim, os AAMP 
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atravessam a membrana sem danificá-la, podendo atuar contra as organelas celulares, 

como os ribossomos (Gupta et al., 2014; Jeżowska-Bojczuk & Stokowa-Sołtys, 2018). 

 

 

Figura 3. Atividade antagonista de frações recuperadas da cromatografia em coluna de 5 

fase reversa SephasilTM Peptide C18. 
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Halo de inibição produzido pelas frações 33 a 40 obtidas da cromatografia em coluna 25 

de fase reversa SephasilTM Peptide C18 [Origem: fração FR1 (frações B11 a B14)  da 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF1 (frações 2 a 6) da cromatografia 

de  exclusão molecular  - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia de troca iônica - 

extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio] 

contra a amostra indicadora S. sonnei SS12. 30 
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Figura 4. Atividade antagonista de frações recuperadas da cromatografia em coluna de 

fase reversa SephasilTM Peptide C18. 

 

 

 5 

 

 

 

 

Halo de inibição produzido pelas frações 34 a 36 obtidas da cromatografia em coluna 10 

de fase reversa SephasilTM Peptide C18 [Origem: fração FR2 (fração B15) da 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF1(frações 2 a 6) da cromatografia 

de exclusão molecular  - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia de troca iônica - 

extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio] 

contra a amostra indicadora S. sonnei SS12. 15 
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Figura 5. Atividade antagonista de frações recuperadas da cromatografia em coluna de 

fase reversa SephasilTM Peptide C18. 
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Halo de inibição proveniente das frações 33 a 40, 57 e 58 obtidas da cromatografia em 

coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18 [origem: fração FR3 (frações C1, C2 e 

C3) da cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF2 (frações 7 a 9) da 

cromatografia de exclusão molecular  - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia de troca 15 

iônica – extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de 

amônio] contra a amostra indicadora S. sonnei SS12. 
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Figura 6. Atividade antagonista de frações recuperadas da cromatografia em coluna de 

fase reversa SephasilTM Peptide C18. 
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Halo de inibição proveniente das frações 33 a 40, 55 e 58 obtidas da cromatografia em 

coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18 [origem: fração FR4 (frações C4 a C10) 20 

da cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF2 (frações 7 a 9) da 

cromatografia de exclusão molecular  - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia de troca 

iônica – extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de 

amônio] contra a amostra indicadora S. sonnei SS12. 
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Figura 7. Atividade antagonista de frações recuperadas da cromatografia em coluna de 

fase reversa SephasilTM Peptide C18. 
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Halo de inibição proveniente das frações 35 a 40 obtidas da cromatografia em coluna 

de fase reversa SephasilTM Peptide C18 [origem: fração FR5 (frações B15 a C2) da 20 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF3 (fração 10) da cromatografia de 

exclusão molecular  - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia de troca iônica – extrato 

intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio] contra a 

amostra indicadora S. sonnei SS12. 

 25 

 

 

35 

5 36 

6 

37 

7 

38 

8 

39 

9 

40 

0 



Resultados e Discussão 

86 
 

Figura 8. Atividade antagonista de frações recuperadas da cromatografia em coluna de 

fase reversa SephasilTM Peptide C18. 
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Halo de inibição proveniente das frações 35 a 40 obtidas da cromatografia em coluna 

de fase reversa SephasilTM Peptide C18 [origem: fração FR6 (frações C1 a C2) da 20 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF4 (fração 11) da cromatografia de 

exclusão molecular  - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia de troca iônica – extrato 

intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio] contra a 

amostra indicadora S. sonnei SS12. 
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Tabela 2 

Purificação por processos cromatográficos do extrato proteico intracelular precipitado a 

75% de sulfato de amônio e análise por espectrometria de massas das frações 

purificadas e parcialmente purificadas. 

 5 

 

Cromatografia  

Massa molecular (Da) 

Troca 

iônica 

 Exclusão 

molecular 
Fase reversa 

 

Mono Q 
Superose 

12 
Supelco C-8 Peptide C18 

Eluição com 

acetonitrila (%) 

Pool TI 

(frações 

1 a 7) 

Pool GF 1 

(frações 

2 a 6) 

Fração FR1 

(fração B11 a 

B14) 

FR7 

(fração 37) 

 

 

72% 

9226,8 (DNA binding 

protein S. sonnei) 

FR8 

(Fração 38) 

 

 

74,6% 

 

9230,0 (DNA binding 

protein S. sonnei) 

 

 

FR9 

(fração 39) 

 

 

 

77,3% 

9220,4 (DNA binding 

protein S. sonnei) 

 

 

Fração FR2 

(fração B15) 

 

FR10 

(fração 34) 

 

 

 

64% 

 

4763.2 (dupla carga ou 

dímero)  

9526,2 (dupla carga ou 

dímero)   

 

FR 11 

(fração 35) 

 

 

 

66,6% 

 

4606,3(dupla carga de 

9215,9) 

9215,9 (DNA binding 

protein S. sonnei) 

 

 

 

 

 

 

4604,2 (dupla carga de 
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FR 12 

(fração 36) 

69,3% 9212,0) 

9212,0 (DNA binding 

protein S. sonnei) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pool GF 2 

(frações 

7 a 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pool FR3 

(frações C1 a 

C3) 

 

FR 13 

(fração 34) 

 

 

 

64% 

5369,1 (dupla carga de 

10.741,6) 

10.741,6 (Ribosome 

hibernation promoting 

factor of S. sonnei) 

FR 14 

(fração 35) 

 

 

 

 

 

 

66,6% 

 

4607,1 (dupla carga de 

9215,7) 

5511,0 (dupla carga ou 

dímero) 

7263,0 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

9215,7 (DNA binding 

protein S. sonnei) 

11023,3 (dupla carga ou 

dímero) 

 

FR 15 

(fração 37) 

 

 

 

 

72% 

 

7275,4 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

9119,2   

10771,3 (Ribosome 

hibernation promoting 

factor of S. sonnei) 

 

 

 

FR16 

(fração 38) 

 

 

 

74,6% 

 

7271,8 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

9119,8   
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10749,7 (Ribosome 

hibernation promoting 

factor of S. sonnei) 

 

FR17 

(fração 39) 

 

 

77,3% 

 

7275,4 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

 

FR18 

(fração 40) 

 

 

80% 

 

7274,9 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

 

FR19 

(fração 57) 

 

 

reequilíbrio 

 

7272,3 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

 

FR20 

(fração 58) 

 

 

reequilíbrio 

 

7298,5 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

 

Pool FR4 

(frações C4 a 

C10) 

FR21 

(Fração 34) 

 

 

64% 

7270,6 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

FR 22 

(Fração 36) 

 

 

69,3% 

 

7263,6 (Ribosomal 

protein Escherichia coli 

L29) 

FR23 

(Fração 37) 

 

 

 

72% 

 

4762,3 (dupla carga de 

9524,4) 

 5373,7 

 7263,5 (Ribosomal 



Resultados e Discussão 

90 
 

protein Escherichia coli 

L29) 

 9109,6 

 9524,4 

GF 4 

(fração 

11) 

Pool FR6 
(frações C1 e 

C2) 

FR24 

(fração 35) 

 

 

 

66,6% 

 

4296,8 (dupla carga de 

8594,8) 

8594,8  

FR 25 

(fração 37) 

 

 

 

 

72% 

 

650,2 

713,3 

861,1 (matriz) 

913,2 

1066,2 (matriz) 

1563,1 
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Tabela 3 

Identificação por espectrometria de massas e banco de dados Genbank ferramenta  Protein BLAST das substâncias antibacteriana purificadas 

 

a; em vermelho, sequência de aminoácidos das proteínas purificadas idênticas as das proteínas depositas em banco de dados;  pfam, Protein Familes 
Database; cd, Conserved Domains.5 

Espectrometria de massas 

Massa 

molecular 

 (kDa) 

Aminoácidos Sequência de aminoácidos Identificação 

da molécula 

Identidade Query 

 Corerage 

N° de acesso 

subject 

N° de acesso 

pfam e cd query 

Ponto 

isoelétrico  

9,2 

 

90 teslkegddvalvgfgtf DNA-binding 

protein HU 

beta (Shigella 

sonnei) 

100% 100% WP_052978778 
 

pfam00216 8,9 

raldaiiasvteslkegddvalvgfgtfavk 

mnksqlidkiaagadiskaaagraldaiia 

graldaiiasvteslkegd 

Rn 

10,7 95 lrefvtakfakleqyfdri 
Ribosome 
hibernation 
promoting 

factor (Shigella 
sonnei) 

100% 100% WP_052983145

.1 

cd00552 6,3 

 

 

 

Aminoácidos 

identicos 
a
 

DNA-binding 

protein HU beta 

(Shigella sonnei) 

WP_052978778 
 

MNKSQLIDKIAAGADISKAAAGRALDAIIASVTESLKEGDDVALVGFGTFAVKERAARTGRNPQTGKEIPTPAAKVPSFRAGK
ALKDAVN 
 

Ribosome 

hibernation 

promoting factor 

(Shigella sonnei) 

WP_052983145.1 MQLNITGNNVEITEALREFVTAKFAKLEQYFDRINQVYVVLKVEKVIHTSDATLHVNGGEIHASAEGQDMYAAIDGLIDKLARQ
LTKHKDKLKQH 
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Tabela 4 
 

Purificação por processos cromatográficos do extrato proteico intracelular precipitado a 

75% de sulfato de amônio e análise por espectrometria de massas das frações 

purificadas e parcialmente purificadas. 5 

 

 

Cromatografia  

Massa molecular 

(Da) 

Afinidade Troca iônica 

Heparina 
% 

NaCl 

Mono Q 

 

% 

NaCl 

 

Pool AF3 

(frações 20 a 25) 

 

21 a 44% Fração 12 

 

6% 8.609,3 

Pool AF 4 

(frações 26 a 30) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

45 a 62% 

 

Fração 6 

 

 

0% 1,496.7 

Fração 8 

 

0% 

 

961,4 

1,496.6 

 

Fração 11 

  

 1% 

 

8.098,2 

 

 

Fração 14 

 

 

 

9% 

 

4.061,2 (dupla 

carga de 8.119,6) 

4.164,5 

4.377,5 

8.119,6 

 

Fração 18 

 

 

19% 

 

4049,7 

7847,3 (dupla 

carga de 15.696,2) 

15.696,2 
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Tabela 5 

Purificação parcial de substâncias antagonista utilizando SS12 como uma matriz de 

afinidade, cromatografia em coluna de fase reversa e análise por espectrometria de 

massas. 

 5 

 

Purificação Massa molecular (Da) 

SS12 como matriz de 

afinidade 

Cromatografia 

 

 

 

Peptide C18 

 

 

Eluição com 

acetonireila (%) 

 

 

 

 

 

FR 32 

(fração 35) 

 

 

 

66,6% 

 

3493,7 

6611,6 

8065,3 

8816,1 

19937,2 

 

 

 

FR 33 

(fração 36) 

 

 

69,3% 

 

3495,7 

7095,8 

8135,6 
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Figura 9: Perfil de fragmentação da proteína de ligação de DNA de S. sonnei 

 

 

Fragmentação lSD em espectrofotômetro MALDI TOF TOF. Sequência obtida de 18 

resíduos de aminoácidos TESLKEGDDVALVGFGTF que apresentou 100% de similaridade 5 

com a proteína de ligação de DNA de S. sonnei. A proteína fragmentada possui massa 

molecular de 9.215,9 Da, e está presente na fração ativa purificada FR11 [ Origem: 

FR11 (fração 35) da cromatografia de fase reversa SephasilTM Peptide C18 –  FR2 

(fração B15) da cromatografia de fase reversa Supelco C-8 – pool GF1 (frações 2 a 6 

da cromatografia de exclusão molecular  – pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de 10 

troca iônica) - extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato 

de amônio]
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Figura 10. Perfil de fragmentação da proteína de ligação de DNA de S. sonnei 

 

 

Fragmentação ISD em espectrofotômetro MALDI TOF TOF. Sequência obtida de 31 

resíduos de aminoácidos RALDAIIASVTESLKEGDDVALVGFGTFAVK que apresentou 5 

100% de similaridade com a proteína de ligação de DNA de S. sonnei. A proteína 

fragmentada possui massa molecular de 9.215,9 Da, e está presente na fração ativa 

purificada FR11 [ Origem: FR11 (fração 35) da cromatografia de fase reversa 

SephasilTM Peptide C18 –  FR2 (fração B15) da cromatografia de fase reversa Supelco 

C-8 – pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia de exclusão molecular  – pool TI 10 

(frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica) - extrato intracelular de Shigella sonnei 

SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. 
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Figura 11. Perfil de fragmentação da proteína de ligação de DNA de S. sonnei 

 

 

 

Fragmentação modo PSD (MS/MS) em espectrofotômetro MALDI TOF TOF. Sequência 5 

obtida de 30 resíduos de aminoácidos MNKSQLIDKIAAGADISKAAAGRALDAIIA que 

apresentou 100% de similaridade com a proteína de ligação de DNA de S. sonnei. A 

proteína fragmentada possui massa molecular de 9.212,0 Da, e está presente na 

fração ativa purificada FR12 [ Origem: FR12 (fração 36) da cromatografia de fase 

reversa SephasilTM Peptide C18 -  FR2 (fração B15) da cromatografia de fase reversa 10 

Supelco C-8 - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia de exclusão molecular - pool TI 

(frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica) - extrato intracelular de Shigella sonnei 

SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. 
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Figura 12. Perfil de fragmentação da proteína de ligação de DNA de S. sonnei 

 

 

 

Fragmentação ISD em espectrofotômetro MALDI TOF TOF. Sequência obtida de 19 5 

resíduos de aminoácidos GRALDAIIASVTESLKEGD que apresentou 100% de similaridade 

com a proteína de ligação de DNA de S. sonnei. A proteína fragmentada possui massa 

molecular de 9.212,0 Da, e está presente na fração ativa purificada FR12 [ Origem: 

FR12 (fração 36) da cromatografia de fase reversa SephasilTM Peptide C18 -  FR2 

(fração B15) da cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF1 (frações 2 a 6 da 10 

cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca 

iônica) - extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de 

amônio]. 
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Figura 13. Perfil de fragmentação da proteína de ligação de DNA de S. sonnei 

 

 
Fragmentação modo PSD (MS/MS) em espectrofotômetro MALDI TOF TOF. Sequência 

obtida de 2 resíduos de aminoácidos RN que apresentou  similaridade com a proteína 5 

de ligação de DNA de S. sonnei. A proteína fragmentada possui massa molecular de 

9.212,0 Da, e está presente na fração ativa purificada FR12 [ Origem: FR12 (fração 36) 

da cromatografia de fase reversa SephasilTM Peptide C18 - FR2 (fração B15) da 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia 

de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica) - 10 

extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. 
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Figura 14. Perfil de fragmentação da proteína fator de promoção da hibernação 

ribossômica de S. sonnei 

 

Fragmentação ISD em espectrofotômetro MALDI TOF TOF. Sequência obtida de 19 

resíduos de aminoácidos LREFVTAKFAKLEQYFDRI que apresentou 100% de 5 

similaridade com a proteína fator de promoção da hibernação ribossômica de S. sonnei 

com massa molecular de 10.741,6 Da, presente na fração ativa purificada FR13. 

[Origem; FR 13 (fração 34) da cromatografia de fase reversa SephasilTM Peptide C18 - 

pool FR3 (frações C1 a C3) da cromatografia de fase reversa Supelco  C-8 - pool GF2 

(frações 7 a 9 da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da 10 

cromatografia de troca iônica) - extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 

75% de sulfato de amônio]. 
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 Dentre as substâncias em estudo, foram purificadas sete biomoléculas com 

ação antagonista contra SS12, das quais, duas, com massa molecular de 9,2 e 10,7 

kDa, foram identificadas, no presente trabalho, respectivamente, como proteína 

ligadora de DNA, que é comumente conhecida como proteína tipo histona, devido à 

similaridade no papel fisiológico com as histonas de eucariotos e proteínas fator de 5 

promoção da hibernação ribossômica, que auxiliam na supressão da tradução no 

momento de estresse celular (Grove, 2011; McKay & Portnoy, 2015). Outra proteína 

purificada, com massa molecular de 7,2 kDa, foi identificada, anteriormente, como uma 

proteína ribossomal L29 de E. coli, substância constituinte dos ribossomos, 

responsável pela síntese proteica. Já as massas moleculares de 4,7 e 9,5 kDa são 10 

referentes a dupla carga ou dímero de uma mesma substância, mas devido  à baixa 

intensidade de sinal da amostra, quando analisada por espectrometria de massas, a 

massa molecular e a identificação da biomolécula não foi determinada, e ainda, 

aquelas substâncias com massas moleculares de 1,5; 8,1 e 8,6 kDa serão analisadas 

por sequenciamento e comparação em banco de dados. 15 

 A síntese de substâncias proteicas com funções clássicas que também 

desempenham ação antagonista são relatadas na literatura, como a produção de 

quatro proteínas ribossomais, um peptídio fator de iniciação da tradução e uma 

proteína não caracterizada que foram isoladas de uma amostra de L. sakei subsp. 

sakei 2a. As substâncias apresentaram ação antagonista contra L. monocytogenes por 20 

proporcionar o aumento do efluxo de ATP e reduz o potencial de membrana, sendo 

consideradas, após estudos preliminares, como boas canditadas no controle de L. 

monocytogenes em alimentos (Carvalho et al., 2018). Outras substâncias também 

foram isoladas de L. sakei subsp. sakei 2a, como uma proteína tipo histona, uma 

proteína ribosomal e uma bacteriocina formadora de poros, denominada sacaricina P. 25 

As substâncias  foram ativas contra L. monocytogenes e  E. faecalis (Carvalho et al., 

2010). Um fragmento de histona, isolado do tecido gástrico de sapo (Bufo bufo 

garagrizans), também foi caracterizado como promotor da ação antagonista por ser 

capaz de atravessar a membrana citoplasmática e se ligar fortemente aos ácidos 

nucleicos da bactéria sensível (Park et al., 2000). Outros resultados foram relatados por 30 

Lee et al. (2002), que observaram na porção N terminal da proteína ribosomal L1 de H. 

pylori, ação antagonista contra Bacillus subtilis, S. epidermidis, S. aureus, E. coli, 

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Saccharomyces 



Resultados e Discussão 

101 
 

cerevisiae. A ação antagonista também foi observada em um derivado da hemoglobina 

de peixe, demominado ShβAP, que foi ativo contra as bactérias Gram positivas B. 

subtilis, S. aureus, Streptococcus sp. e as bactérias  Gram negativas, E. coli D31, P. 

aeruginosa, Salmonella enterica, Vibrio parahaemolyticus e também S. sonnei (Seo et 

al., 2014). 5 

 Ainda que já tenha sido relatada, para os mais diversos organismos, a síntese 

de proteínas ribossomais e proteínas tipo histonas, ou fragmentos dessas substâncias, 

que exercem, além das funções clássicas, a ação antagonista contra microrganismos, 

resultados semelhantes não foram encontrados para aquelas produzidas por membros 

do gênero Shigella. E, até então, a proteína fator de promoção da hibernação 10 

ribossômica também não foi encontrada como promotora da ação antagonista contra 

microrganismos.  

 

 

 15 

5.4 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO DO DNA 

EXTRACROMOSSÔMICO DE S. sonnei 

 

 

5.4.1 EXTRAÇÃO DE DNA 20 

 

 

 O perfil das bandas do DNA extracromossômico de S. sonnei e o padrão de 

massa molecular podem ser visualizados em gel de agarose 0,7% (p/v), corado com 

GelRed™ (FIG 15). A análise da amostra evidenciou a presença de quatro bandas. 25 

Uma com massa molecular superior a 10kDa, e as demais com massa molecular 

inferior a  6, 5, e, aproximadamente, 3 kDa, que foram identificadas, respectivamente, 

como 1, 2, 3 e 4.  

 

30 
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Figura 15. Perfil do DNA extracromossômico de S. sonnei produtora de substância 

antagonista. 
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5.4.2 SEQUENCIAMENTO DO DNA EXTRACROMOSSÔMICO ISOLADO DE S.SONNEI SS9 

 

 25 

 A análise em equipamento Ilumina versão Miseq do DNA extracromossômico 

extraído da amostra produtora de substância antagonista SS9 originou 64.694 reads 

com comprimento de 301 pb/cada, o que representa 38.945.788 pares de bases 

sequenciadas com cobertura de sequenciamento de 653 vezes. A análise por 

sobreposição das reads resultou na montagem final de 4 contigs de massas 30 

moleculares 46.188, 6.134, 5.230 e 2.076 pb.  

1, perfil do DNA extracromossômido de S. 

sonnei SS9 obtido após extração empregando 

o kit comercial GeneaidTM Plasmid Maxi 

(Endotoxin Free); P, padrão de massa 

molecular (GeneRulerTM DNA Ladder Mix # 

SM0331/2/3). 
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5.4.3 ANOTAÇOES ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DOS CONTIGS  

 

 

 Os quatro contigs obtidos tiveram suas ORFs analisadas em bancos de dados. 

O primeiro contig, 46.188pb, apresentou identidade de 99% e Query coverage de 98%, 5 

demostrando alta homologia, com o plasmídio p634-1 isolado de E. coli (número de 

acesso Genbank MG692624.1). A análise individual das 58 ORFs obtidas identificou 18 

proteínas hipotéticas ou não caracterizadas e 30 proteínas relacionadas a fago, sendo 

algumas associadas ao bacteriófago lambda (TAB. 1, Apêndice 2). A presença dos 

genes que codificam a produção de bacteriófagos demonstram que SS9 alberga o 10 

vírus.  

 A análise em banco de dados do segundo contig, 6.134 pb, demostrou 

homologia elevada (identidade de 99% e Query coverage de 97%) com o plasmídio 

pMRY16-002_5 isolado de E. coli  (número de acessso no Genbank  AP017615.1) e 

com o plasmídio pSSE3 obtido de S. sonnei (identidade de 97% e Query coverage de 15 

85%) (número de acesso no Genbank KP970685.1). A análise individual das 7 ORFs 

que compõe o contig 2 também apresentaram alta homologia com proteínas 

depositadas no banco de dados. Das 7 ORFs encontradas, 2 foram identificadas como 

proteínas hipotéticas (E. coli), 1 como proteína de replicação de plasmídio - Rep (S. 

sonnei), que possui a função de se ligar a região OriT e iniciar a replicação do 20 

plasmídio; 1 proteína de mobilização (S. sonnei), que participa do processo de 

transferência do plasmídio para uma célula receptora; 1 proteína de lise E8 

(Enterobacteriaceae), que é responsável por liberar a colicina produzida para o meio 

extracelular; 1 proteína de imunidade (S. sonnei), que proteje a célula produtora contra 

colicina e 1 colicina (S. sonnei), que possui ação antagonista contra outras bactérias 25 

(FIG. 34 e TAB. 2, Apêndices 1 e 2) (Meyer, 2000; Yagura & Itoh, 2006; Cascales, 

2007; Calcuttawala et al., 2017). 

 A análise genética do óperon para colicina presente no contig 2, denominado 

plasmídio 2, demostrou homologia de 100% entre a proteína de lise estudada no 

presente trabalho e a proteína de lise E8. Os demais genes que compõem o óperon 30 

das colicinas, genes para a proteína de imunidade e colicina, não foram homólogos 

com os genes do óperon E8. No entanto, ambas as proteínas de imunidade e colicina 

de SS9 apresentaram homologia de 100% com uma proteína de imunidade e uma 
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colicina que ainda não foram nomeadas. Com base na sequência de aminoácidos da 

colicina aqui estudada, é possível inferir que a proteína possui 575 resíduos de 

aminoácidos e massa molecular de 61,2 kDa. A presença dos genes rep e mob aqui 

observados também foi relatada em plasmídios colicinogênicos, como aqueles do tipo 

E (Col E1-E9). Esses plasmídios são pertencentes ao grupo de plasmídios do tipo I, 5 

que apresentam tamanho de 6 a 10 kDa e, geralmente, estão presentes em um número 

de 20 cópias por células (Cascales, 2007; Calcuttawala et al., 2017). 

 Como observado, a colicina aqui estudada não foi nomeada dentro do grupo 

das colicinas. Essa nomenclatura é atribuída à substância com base no receptor celular 

que a molécula tem afinidade e nas letras do alfabeto, destinada para cada receptor. 10 

Assim, quando mais de uma colicina se liga ao mesmo receptor elas são nomeadas 

pela letra atribuída ao receptor seguida de um número. Como no caso, as nove 

colicinas do grupo E se ligam ao receptor BtuB e são nomeadas como colicinas E1 a 

E9 (Cascales, 2007).   

 O terceiro contig, 5.230 pb, contém 6 ORFs e homologia elevada (identidade 15 

de 99% e Query coverage de 100%) com o plasmídio colicinogênico E1, pSS046_spB 

de S. sonnei (número de acesso Genbank CP000642.1). A avaliação genética/proteica 

de cada ORF pode ser observada na FIG. 35 e TAB. 3, Apêndices 1 e 2. A ORF1 

codifica a síntese da proteína Rop, responsável por controlar o número de cópias de 

plasmídios colicinogênicos, como observado para a colicina E1; a ORF2 codifica a 20 

síntese da proteína de lise para colicina (Enterobacteriaceae); a ORF3 síntetiza a 

colicina E1; a ORF 4 e a ORF 5 sintetizam, respectivamente, as proteínas de exclusão 

de entrada 1 e 2, que atuam na estabilidade do plasmídio no interior da célula, e a ORF 

6 codifica a proteína de mobilização de plasmídio.  

 Com base na análise dos dados, S. sonnei SS9 alberga o plasmídio 25 

colicinogênico pColE1. A presença de plasmídio codificador da colicina E1 também foi 

relatada em outras amostras da mesma espécie (Sansonetti et al., 1981). Essa colicina 

possui massa molecular de 57,2 kDa. Quando em contato com a célula alvo, ela 

interage com o receptor para vitamina B12 (BtuB), transloca a parede celular através 

do sistema Tol e atua pela formação de poros na membrana citoplasmática. O óperon 30 

que codifica os genes para as colicinas formadoras de poros podem não albergar o 

gene para a proteína de imunidade, uma vez que a colicina não interage com a 
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membrana, quando ela se encontra no meio intracelular (Yamada, 1982; Cascales, 

2007; Rebuffat, 2011a; Zamaroczy & Chauleau, 2011; Jakes, 2017) 

 O quarto contig, 2.076 pb, apresenta 3 ORFs, sendo a segunda responsável 

pela resistência a antimicrobianos, em especial a trimetroprima (TAB. 4, Apêndice 2). 

 5 

 

 

5.5. BUSCA POR COLICINAS SINTETIZADAS POR S. sonnei 

 

 10 

5.5.1 SDS-PAGE 

 

 

 O perfil eletroforético do extrato C30 em gel de poliacrilamida 12,5% corado por 

prata pode ser observado na FIG. 16. A estimativa das bandas proteicas em programa 15 

KODAK Gel Logic Imaging System evidenciou a presença de duas bandas nos valores 

de 61,6 e 57,4 kDa.  

 

 

5.5.2 GEL DE POLIACRILAMIDA REVELADO IN SITU 20 

 

 

 A análise do extrato intracelular C30 em gel de poliacrilamida 12,5% revelado 

in situ evidenciou a presença de duas linhas de inibição de SS12. Por comparação com 

o padrão de massa molecular, as linhas de inibição estão situadas entre 50 e 75 kDa 25 

(FIG 17). As demais amostras proteicas analisadas não apresentaram linha de inibição 

da amostra reveladora. 

 Com base nos valores das massas moleculares identificadas no gel de 

poliacrilamida corado por prata, nas duas linhas de inibição da amostra reveladora 

observadas no gel revelado in situ e nos valores das massas moleculares das colicinas 30 

codificadas pelos plasmídios 2 e 3, é possível sugerir que as bandas proteicas 

observadas nos géis revelados por prata e in situ são referentes à colicina codificada 

pelo plasmídio 2, com massa molecular de 61,2 kDa, que ainda não foi classificada 
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dentro do grupo das colicinas, e a colicina E1, com massa molecular de 57,2 kDa,  

codificada pelo plasmídio 3. Caso essa hipótese seja verdadeira, as colicinas 

estudadas apresentam ação antagonista contra SS12. 

 

 5 

Figura 16. Gel de poliacrilamida corado por prata. 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 
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 30 

Gel de poliacrilamida 12,5% corado por prata. C-30, extrato proteico intracelular de S. 
sonnei SS9 precipitado com 30% p/v de sulfato de amônio; P, padrão de massa 

molecular Protein Ladder  (#SM0661). Massas moleculares das bandas proteicas do 
extrato C-30 estimadas através do programa KODAK Gel Logic Imaging System  
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Figura 17. Gel de poliacrilamida revelado in situ. 
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 25 

 

Gel de poliacrilamida 12,5% revelado in situ com meio de cultura TSA semissólido 

acrescido da amostra reveladora SS12. P, padrão de massa molecular pré-corado 

Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (#1610374); 1 a 9, amostras proteicas; 

C30, extrato intracelular de S. sonnei produtora de substância antagonista precipitado 30 

com 30 %p/v de sulfato de amônio. 

 

 

C30 
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5.6 CONJUGAÇÃO E ANÁLISES DAS SUBSTÂNCIAS BIOATIVAS 

 

 

5.6.1 ESCOLHA DA AMOSTRA RECEPTORA 

 5 

 

 Com base no ensaio de difusão em sobrecamada, para a avaliação da ação 

antagonista, E. coli ATCC 25922 foi escolhida como receptora para o teste de 

conjugação. A amostra não foi ativa contra S. sonnei SS9 e S. sonnei SS12 e também 

não foi inibida por S. sonnei SS9 (TAB. 6). A escolha da amostra receptora é um passo 10 

importante para a pesquisa de plasmídio conjugativo que possa codificar a produção de 

substância(s) antagonista(s), em especial bacteriocinas. 

 

 

Tabela 6 15 

Avaliação da atividade antagonista e da suscetibilidade celular frente à substância 

antagonista para a seleção de uma amostra receptora para o teste de conjugação. 

Produtora de 

substância 

antagonista 

Reveladora da expressão de antagonismo 

S. sonnei SS9
b
 

S. sonnei 

SS12 

S. flexneri 

ATCC 12022 

E. coli K12 

Row 

E. coli 

ATCC 25922 

E. coli K12 

Row
a
 

- 
c
 - NT NT NT 

E. coli 

ATCC 25922 
-  - NT NT NT 

S. flexneri 

ATCC 12022 
-  +++

 e
 NT NT NT 

S. sonnei SS9 NT
f
 +++ +

d
 +++ - 

a
, amostras avaliadas como produtoras de substância antagonista; 

b
, amostras testadas como 

reveladoras da expressão de antagonismo; 
c
, ausência de atividade antagonista; 

d
, halo de inibição 

pequeno e nublado; 
e
 , halo de inibição grande e límpido; 

f 
, não testado. 20 
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5.6.2 ANTIBIOGRAMA 

 

 

 A análise fenotípica, por antibiograma, evidenciou a resistência de S. sonnei 

SS9 aos antimicrobianos trimetroprima e ampicilina, enquanto que E. coli ATCC 25922 5 

foi sucetível aos mesmos. O dado obtido para SS9 corrobora a análise genotípica por 

sequenciamento de plasmídios, que evidenciou a presença de um plasmídio de 

resistência, em especial à trimetroprima.    

 Segundo o CLSI (2003), alguns meios de cultura, como o TSA, contém 

inibitores de trimetroprima, um dos motivos pelos quais é preconizado o uso do meio 10 

Muller Hinton para o antibiograma.  Durante todo o desenvolvimento do trabalho, foi 

utilizado meio TSA para a pesquisa de atividade antagonista e o mesmo não interfere 

na ação da ampicilina, sendo esta a droga de escolha para o prosseguimento dos 

ensaios de conjugação e transformação. 

 15 

 

5.6.3 CONJUGAÇÃO 

 

 

 No ensaio, apenas as colônias de E. coli, que são lactose positivas, foram 20 

consideradas. A conjugação entre S. sonnei SS9 e E coli ATCC 25922 com 

transferência do plasmídio que codifica resistência a ampicilina foi observada a partir 

de 15 min. Watanabe & Fukasawa (1960) também relataram a transferência de 

resistência a antimicrobiano no mesmo período de tempo. Resultados semelhantes 

também foram reportados por Yah (2010), que observou a transferência de plasmídio 25 

conjugativo que codificava resistência antimicrobiana, inclusive à ampicilina, entre 

amostras de Shigella e E. coli. No meio sem antimicrobiano, o número de colônias lac+ 

e lac- foi incontável, o que inviabilizou o emprego deste ensaio.  
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5.6.4 ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS CÉLULAS TRANSCONJUGANTES 

 

 

 O ensaio para avaliação de expressão de antagonismo pelas amostras de E. 

coli ATCC 25922 recuperadas do meio com ampicilina apresentou resultado positivo 5 

para algumas amostras (FIG. 18). O dado sugere a transferência horizontal, por 

conjugação, dos plasmídios que conferem as características fenotípicas de resistência 

à ampicilina e atividade antagonista contra SS12. 

 

 10 

 

Figura 18. Atividade antagonista de amostras transconjugantes. 

 

 

 15 

Halos de inibição produzidos pelas amostras transconjugantes de E. coli ATCC 25922 

recuperadas de meio com ampicilina, contra a amostra reveladora SS12. 

 

 

5.6.5 ELETROFORESE 20 

 

 

 O perfil do DNA extracromossômico de algumas das amostras em estudo está 

mostrado na FIG. 19. As demais corridas eletroforéticas apresentaram resultado 

semelhante. A amostra produtora apresentou quatro bandas distintas, como também foi 25 

observado no experimento de sequenciamento do DNA extracromossômico (5.4). A 
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amostra receptora apresentou perfil díspar da amostra produtora, exibindo bandas com 

massas moleculares superior a 10.000 pb e com cerca de 2.500 pb e 1.500 pb, 

respectivamente. As bandas 1, 2 e 3 foram observadas em todas as amostras 

transconjugantes, enquanto a banda 4 foi visualizada apenas em algumas amostras. 

 O perfil eletroforético comprova a eficiência da transferência por conjugação 5 

dos plasmídios colicinogênicos e de resistência ao antimicrobiano. A presença das 

bandas 2 e 3 em todas as amostras transconjugantes evidencia a necessidade do 

emprego de outra técnica para a separação dos plasmídios colicinogênicos.  Embora a 

resistência a ampicilina tenha sido observada em todas as amostras transconjugantes 

selecionadas, a visualização da banda 4 foi restrita a algumas amostras, o que não 10 

descarta a presença da mesma. 

   

 

Figura 19. Perfil plasmidial das amostras produtora, reveladora e transconjugantes. 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 

 

 

 

 

 30 

P, padrão de massa molecular (GeneRulerTM DNA Ladder Mix # SM0331/2/3); 1 a 26, 

amostras transconjugantes; Rec, amostra receptora, E. coli ATCC 25922; Prod, 

amostra produtora, S. sonnei SS9. 

1 

2 
3 
4 
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5.6.6 CURVA DE CRESCIMENTO E PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIA ANTAGONISTA DE UMA 

AMOSTRA TRANSCONJUGANTE 

 

 

 A amostra transconjugante 9, avaliada em relação a curva de crescimento 5 

bacteriano e a produção de substâncias antagonistas, apresentou início das fases 

exponencial e estacionária aos 60 e 180 min, respectivamente. A presença no meio 

extracelular da(s) substância(s) antagonista(s) iniciou, durante a fase exponencial, a 1h 

40 min, com título 400 UA/mL com presença de halos de inibição pouco nítidos. Às 4 h 

o título antagonista foi de 800 UA/mL com halos ainda pouco nítidos. O melhor 10 

resultado da ação inibitória foi observado durante a fase estácionaria, a partir das 8h 20 

min, com 400 UA/mL em halos límpidos e 12.800 UA/mL com halos menos nítidos 

(FIG. 20 e 21). 

 Habitualmente, o óperon que codifica a síntese de colicinas contém dois ou três 

genes que estão localizados em plasmídios colicinogênicos. A produção dessas 15 

substâncias é observada, em níveis basais, durante o início do crescimento bacteriano, 

e isso se deve à presença do repressor transcricional LexA, que permite a síntese das 

moléculas apenas em pequenas quantidades. Com o aumento da densidade 

populacional, a escassez de nutrientes ou a presença de substâncias nocivas ao DNA, 

há uma elevação na síntese dessas moléculas, uma vez que o sistema SOS é ativado 20 

e leva à expressão de RecA, que se liga à LexA, permitindo a produção da colicina em 

maior quantidade (Cascales, 2007; Bakkal et al., 2012).      

 

 

 25 
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Figura 20. Curva de crescimento bacteriano e produção de substância(s) 

antagonista(s).  

 

 

Curva de crescimento e título antagonista da amostra transconjugante 9, E. coli ATCC 25922 5 

conjugada com plasmídio(s) de S sonnei SS9 produtora de substâncias antagonistas. 

 

 

 

Figura 21. Produção de substância(s) antagonista(s) sintetizada pelo transconjugante 9 10 

durante a curva de crescimento bacteriano.  

 

 

 

Atividade e título antagonista da mostra transconjugante 9, contra a amostra reveladora SS12. 15 

A, Início da atividade antagonista e título de 400 UA/mL da amostra recuperada na fase lag, 

com 1h 40min de cultivo; B,  atividade e título antagonista de 800 UA/mL da amostra obtida 

após 4h de cultivo; C,  Atividade e título antagonista de 12.800 UA/mL da amostra recuprerada 

às 8h e 20min de cultivo. 
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5.6.7 SDS-PAGE  

 

 

 As proteínas presentes no sobrenadante da amostra transconjugante 9 e do 

controle negativo foram fracionadas na malha do gel de poliacrilamida 12,5%. O 5 

sobrenadante da amostra apresentou uma banda proteica, de coloração mais 

acentuada, com valor estimado entre 60 a 70 kDa, seta vermelha. (FIG. 22). Baseado 

no posicionamento da banda proteína é possível sugerir que a substância aqui 

visualizada pode ser a mesma colicina codificada pelo plasmídio 2, com massa 

molecular de 61,2 kDa, mas para certificarmos do valor da massa molecular da 10 

substância, a mesma será analisada por espectrometria de massa. 

 

 

5.6.8 GEL DE POLIACRILAMIDA REVELADO IN SITU  

 15 

 

 O sobrenadante da amostra transconjugante 9, avaliado em gel de 

poliacrilamida revelado in situ, apresentou uma linha de inibição da amostra reveladora 

com valor estimado entre 50 e 75 kDa, seta vermelha, FIG. 23. O dado sugere que a 

biomolécula ativa contra SS12 também foi observada como uma banda de maior 20 

intensidade no gel corado por prata (FIG. 22 e 23).  

 Com base na análise do sequenciamento plasmidial da amostra produtora SS9, 

no perfil plasmidial da amostra transconjugante 9, na produção de substâncias 

antagonistas após conjugação, no perfil proteico observado nos geis de poliacrilamida 

corado pelo método de prata e revelado in situ, é possível sugerir que a amostra 25 

transconjugante 9 sintetiza a colicina, não nomeada, com massa molecular de 61,2 

kDa, presente no plasmídio colicinogênico de 6,134 pb. O mesmo plasmídio também 

apresenta uma ORF capaz de codificar a síntese da proteína de mobilização A, 

responsável pela transferência de plasmídios durante os processos de conjugação. 

 30 
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Figura 22. Perfíl proteico da amostra transconjugante 9 em SDS-PAGE.  

 

 

 

 5 

 

P, Padrão de peso molecular Protein Ladder (#SM0661); C- controle negativo, caldo 

TSB; 9, sobrenadante da cultura da amostra transconjugante 9; Em destaque, uma 

banda proteica com massa molecular entre 60 a 70kDa, presente no sobrenadante da 

amostra  10 

 

 

 

 

 15 
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Figura 23. Perfil antagonista da amostra transconjugante 9 em gel de poliacrilamida 

12,5% revelado in situ. 

 

 

  5 

 

 
 
 

P padrão pré-corado Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (#1610374); C- 10 

controle negativo, caldo TSB; 9, sobrenadante da cultura da amostra transconjugante 

9. Em destaque, seta vermelha, uma linha de inibição da amostra reveladora, 

produzida por uma substância ativa presente no sobrenadante da cultura do 

transconjugante 9 

 15 

 
 

 Os resultados do ensaio de conjugação demostram a transferência dos 

plasmídios colicinogênicos 2 e 3 para a amostra receptora. Embora albergue os dois 

plasmídios colicinogênicos, foi detectado no sobrenadante da amostra transconjugante 20 
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9 apenas uma proteína ativa com massa molecular entre 60 a 70 kDa, o que sugere ser 

a colicina, não nomeada, com massa molecular de 61,2 kDa. A análise por 

espectrometria de massa se faz necessária para a determinação da massa molecular, 

caso o resultado seja favorável, para a colicina aqui mencionada, a mesma poderá ser 

classificada dentro do grupo das colicinas, após a determinação do receptor 5 

responsável pela ligação da molécula na célula alvo.  

 

 

 

5.7 TRANSFORMAÇÃO 10 

 

 

5.7.1 ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS AMOSTRAS ELETROCOMPETENTES 

 

 15 

 O ensaio de atividade antagonista da amostra E. coli BL21 (DE3)  

eletrocompetente evidenciou que a mesma não possui ação inibitória contra a amostra 

reveladora SS12. 

 

 20 

5.7.2 TRANSFORMAÇÃO 

 

 

 Quatro colônias transformantes de E. coli BL21 (DE3) foram recuperadas em 

Ágar SOB contendo ampicilina. Nas placas sem antimicrobiano, o número de colônias 25 

obtido foi incontável. 
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5.7.3 ATIVIDADE ANTAGONISTA DAS AMOSTRAS TRANSFORMANTES 

 

 

 As colônias de E. coli BL21 (DE3) transformadas, adquiridas inicialmente do 

meio sem ampicilina, apresentaram atividade antagonista contra a amostra reveladora 5 

SS12. Já os quatro transformantes recuperados de meio com antimicrobiano não 

apresentaram ação antagonista, podendo esses albergar o plasmídio de resistência a 

antimicrobianos e não os colicinogênicos (FIG. 24). O ensaio de coloração pelo método 

de Gram evidenciou que todas as amostras em estudo são bastonetes Gram negativos.  

Resultados similares também foram obtidos por Watson & Visentin (1980), que 10 

observaram a transferência da característica expressão de antagonismo após ensaio 

de transformação com os plasmídios ColE2-P9 e ColE3-CA38 que codificam as 

colicinas E2 e E3, respectivamente. 

 

 15 

Figura 24. Avaliação da atividade antagonista da amostra de E. coli BL21 (DE3) 

transformada com o DNA extracromossômico de S. sonnei SS9 contra S. sonnei SS12. 

 

 

 20 

Presença de halos de inibição de SS12 em amostras recuperadas de meio sem 

ampicilina. As colônias 1 a 4, obtidas de meio com ampicilina, não são ativas contra a 

amostra reveladora. 
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5.7.4 TRANSFORMAÇÃO UTILIZANDO OS PLASMÍDIOS COLICINOGÊNICOS ISOLADOS, 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA E ANTIBIOGRAMA 

 

 

 As células receptoras BL21 (DE3) transformadas, separadamente, com os 5 

plasmídios colicinogênicos 2 e 3 foram cultivadas em meio sem antimicrobiano. As 

culturas foram repicadas, em duplicata, e a ação antagonista foi determinada com uma 

placa réplica. O ensaio de atividade antagonista de ambos os transformante 

demonstrou a transferência dos plasmídios colicinogênicos por transformação e a 

presença da substância ativa contra SS12 (FIG. 25 e 26).  Dois transformantes ativos 10 

contra SS12, cada um contendo um plasmídio colicinogênico, e S. sonnei SS9 foram 

avaliados em relação à resistência aos antimicrobianos ampicilina e sulfazotrim. A 

análise demostrou resistência e sensibilidade, respectivamente, da amostra produtora 

SS9 e dos transformantes frente aos antimicrobianos (FIG. 27). A análise corrobora os 

experimentos de sequenciamento do DNA extracromossômico de SS9, demonstrando 15 

que os plasmídios colicinogênicos 2 e 3 não possuem genes associados à resistência. 

 A análise, por espectrometria de massas, das substâncias antagonistas 

produzidas pelas amostras transformantes que albergam os plasmídios colicinogênicos  

2 e 3 estão sendo realizadas. Após a confirmação da síntese da colicina, ainda não 

nomeada, ensaios para a identificação do receptor serão realizados, bem como, outras 20 

técnicas para a identificação do mecanismo e espectro de ação da colicina ainda não 

caracterizada. 
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Figura 25. Avaliação da atividade antagonista dos transformantes E. coli BL21 (DE3) 

contendo o plasmídio colicinogênico 2, originado de S. sonnei SS9, contra S. sonnei 

SS12. 
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Figura 26. Avaliação da atividade antagonista dos transformantes E. coli BL21 (DE3) 

contendo o plasmídio colicinogênico 3, originado de S. sonnei SS9, contra S. sonnei 

SS12. 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

Avaliação da atividade antagonista da amostra de E. coli BL21 (DE3) transformada com 25 
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Figura 27. Antibiograma das amostras Shigella sonnei SS9 e transformantes contendo 

os plasmídios colicinogênicos  2 e 3. 
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Antibiograma em meio Mueller Hinton. A, antibiograma empregando S. sonnei SS9  

frente aos antibióticos sulfazotrim (SUT) e ampicilina (AMP); B, Halo de inibição da 

amostra transformante com plasmídio colicinogênico 2  frente aos antimicrobianos 20 

sulfazotrim (SUT) e ampicilina (AMP); C, Halo de inibição da amostra transformante 

com plasmídio colicinogênico 3  frente aos antimicrobianos sulfazotrim (SUT) e 

ampicilina (AMP). 
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6 SÍNTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSÕES 

 

 

 

 A amostra S. sonnei SS9 isolada de criança com doença diarreica aguda 5 

sintetiza composto(s) com ação antagonista contra amostra da mesma espécie. 

 

 A purificação de sete peptídeos e proteínas pequenas demostram a síntese, 

por S. sonnei SS9, de mais de uma substância ativa conta a amostra 

reveladora. Dentre as substâncias purificadas, foram identificadas duas 10 

proteínas, no presente trabalho, e uma anteriormente, denominadas proteína 

tipo histona, proteína fator de promoção da hibernação ribossômica e proteína 

ribossomal L29, com massas moleculares de 9,2; 10,7 e 7,2 kDa, 

respectivamente. As demais substâncias serão analisadas por espectrometria 

de massas e comparação da sequência em banco de dados para a 15 

identificação das moléculas. 

 

 As substâncias purificadas e identificadas com massas moleculares 7,2, 9,2 e 

10,7 kDa, não foram encontradas na literatura como moléculas sintetizadas por 

S. sonnei que possuem ação antagonista contra microrganismos, demontrando 20 

a relevância dos dados. 

 

 A análise, por sequenciamento de nova geração, do DNA extracromossômico 

de SS9, identificou a presença de dois plasmídios colicinogênicos. O plasmídio 

identificado como 2, codifica a produção de uma colicina, com massa molecular 25 

de 61,2kDa, ainda não nomeada. O plasmídio 3 sintetiza a colicina E1, com 

massa molecular de 57,2kDa.  

 

 A identificação do receptor, localizado na parede célular da bactéria sensível, é 

peça fundamental para a nomeação da colicina, sendo essa uma das próximas 30 

análises com a substâcia. 

 



Síntese dos Resultados e Conclusões 

124 
 

 A análise em gel de poliacrilamida corado por prata e revelado in situ identificou 

duas proteínas ativas com massas moleculares 57,4 e 61,6 kDa. Essas 

substâncias são sugestivas de serem as colicinas mencionadas, para confirmar 

essa hipótese, a purificação das frações ativas que pode conter as substâncias 

estão sendo realizadas. 5 

 

 A transferência por conjugação e transformação dos plasmídios colicinogênicos 

foi realizada. O ensaio de atividade antagonista demostram a produção de 

substâncias antagonistas contra SS12, sugestivo de serem as colicinas 

mencionadas. A análise das substâncias por espectrometria de massas estão 10 

sendo realizadas para confirmar essa hipótese. Após a confirmação da síntese 

da colicina com massa molecular 61,2 kDa, outras metodologias poderam ser 

empregadas para uma melhor caracterização da molécula.
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Figura 1. Perfil cromatográfico do pool FR1 em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18.   

 

Cromatografia em coluna de fase reversa  SephasilTM Peptide C18  do pool FR1 [Origem: fração FR1 (frações B11 a B14) da 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF1(frações 2 a 6) da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7) 

da cromatografia de troca iônica - extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. Coluna 5 

SephasilTM Peptide C18  eluída com solução B (acetonitrila 80% v/v acrescida de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e equilibrada com 

solução A (TFA 0,1% v/v em água ultrapura). Frações eluídas com as soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um 

gradiente linear de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solução A, 10-40 min 0-100% da solução 

B e 40-50 min 100% da solução B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25ºC. As 

frações 33 a 40 apresentaram atividade antagonista contra SS12, e, dentre essas, as fração 37 a 39 apresentaram os melhores 10 

resultados de purificação. 
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Figura 2. Perfil cromatográfico do pool FR2 em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18.   

 

Cromatografia em coluna de fase reversa  SephasilTM Peptide C18  do pool FR2 [Origem: fração FR2 (fração B15) da cromatografia de 

fase reversa Supelco C-8 - pool GF1(frações 2 a 6) da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia 

de troca iônica - extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. Coluna SephasilTM Peptide C18  5 

eluída com solução B (acetonitrila 80% v/v acrescida de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e equilibrada com solução A (TFA 0,1% v/v 

em água ultrapura). Frações eluídas com as soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 

100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solução A, 10-40 min 0-100% da solução B e 40-50 min 100% 

da solução B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25ºC. As frações 34 a 36 

apresentaram atividade antagonista contra SS12 e os melhores resultados de purificação. 10 
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Figura 3. Perfil cromatográfico do pool FR3 em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18. 

 
Cromatografia em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18  do pool FR3 [origem: fração FR3 (frações C1, C2 e C3) da 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF2 (frações 7 a 9) da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7) 

da cromatografia de troca iônica – extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. Coluna 5 

SephasilTM Peptide C18  eluída com solução B (acetonitrila 80% v/v acrescida de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e equilibrada com 

solução A (TFA 0,1% v/v em água ultrapura). Frações eluídas com as soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um 

gradiente linear de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solução A, 10-40 min 0-100% da solução 

B e 40-50 min 100% da solução B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25ºC. As 

frações 34 e 35, 37 a 40, 57 e 58 apresentaram atividade antagonista contra SS12 e os melhores resultados de purificação. 10 
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Figura 4. Perfil cromatográfico do pool FR4 em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18. 

 
Cromatografia em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18  do pool FR4 [origem: fração FR4 (frações C4 a C10) da 

cromatografia de fase reversa Supelco C-8 - pool GF2 (frações 7 a 9) da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7) 

da cromatografia de troca iônica – extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. Coluna 5 

SephasilTM Peptide C18  eluída com solução B (acetonitrila 80% v/v acrescida de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e equilibrada com 

solução A (TFA 0,1% v/v em água ultrapura). Frações eluídas com as soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um 

gradiente linear de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solução A, 10-40 min 0-100% da solução 

B e 40-50 min 100% da solução B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25ºC. As 

frações 33 a 40, 55 a 58 apresentaram atividade antagonista contra SS12, e, dentre essas, as frações 34, 36 e 37 os melhores 10 

resultados de purificação. 
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Figura 5. Perfil cromatográfico do pool FR6 em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18. 

 
Cromatografia em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18  do pool FR6 [origem: fração FR6 (frações C1 e C2) da cromatografia 

de fase reversa Supelco C-8 - pool GF4 (fração11) da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7) da cromatografia 

de troca iônica – extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amônio]. Coluna SephasilTM Peptide C18  5 

eluída com solução B (acetonitrila 80% v/v acrescida de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e equilibrada com solução A (TFA 0,1% v/v 

em água ultrapura). Frações eluídas com as soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 

100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solução A, 10-40 min 0-100% da solução B e 40-50 min 100% 

da solução B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25ºC. As frações 35 a 40 

apresentaram atividade antagonista contra SS12, e, dentre essas, as frações 35 e 37 os melhores resultados de purificação. 10 
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Figura 6. Perfil cromatográfico da amostra 26h em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18. 

 

Cromatografia em coluna de fase reversa SephasilTM Peptide C18  da amostra 26h  [origem: SS12 utilizada como matriz de afinidade]. 

Coluna SephasilTM Peptide C18  eluída com solução B (acetonitrila 80% v/v acrescida de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e 

equilibrada com solução A (TFA 0,1% v/v em água ultrapura ). Frações eluídas com as soluções A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, 5 

perfazendo um gradiente linear de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solução A, 10-40 min 0-

100% da solução B e 40-50 min 100% da solução B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura 

aproximada de 25ºC. As frações 32 a 36 e 58 apresentaram atividade antagonista contra SS12, e, dentre essas, as frações 35 e 37 os 

melhores resultados de purificação.
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Figura 7. Espectro de massas da fração purificada FR7. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR7: massa molecular  9226,8 Da. [origem: fração 37 da cromatografia de fase reversa Peptide 

C18 – pool FR1 (frações B11 a B14 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 8. Espectro de massas da fração purificada FR8. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR8: massa molecular  9230,0 Da. [origem: fração 38 da cromatografia de fase reversa Peptide 

C18 – pool FR1 (frações B11 a B14 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 9. Espectro de massas da fração purificada FR9. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR9: massa molecular  9220,6 Da. [origem: fração 39 da cromatografia de fase reversa Peptide 

C18 – pool FR1 (frações B11 a B14 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 10. Espectro de massas da fração purificada FR10. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR10: massas moleculares 4763.2  e 9526,2 Da. [origem: fração 34 da cromatografia de fase 

reversa Peptide C18 –  FR2 (fração  B15 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia 5 

de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 11. Espectro de massas da fração purificada FR11. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR11: massas moleculares 4606,3; 9215,9 Da. [origem: fração 35 da cromatografia de fase reversa 

Peptide C18 – FR2 (fração B15 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 12. Espectro de massas da fração purificada FR12. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR12: massas moleculares 4606,3; 9212,0  Da. [origem: fração 36  da cromatografia de fase 

reversa Peptide C18 – FR2 (fração  B15 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF1 (frações 2 a 6 da cromatografia 5 

de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 13. Espectro de massas da fração purificada FR13. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR13: massas moleculares 5369,1 e 10.741,6  Da. [origem: fração 34 da cromatografia de fase 

reversa Peptide C18 – pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da 5 

cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 14. Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR14. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR14: massas moleculares 4607,1 ; 5511,0 ; 7263,0; 9215,7;  11023,3 Da. [origem: fração 35 da 

cromatografia de fase reversa Peptide C18 – pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 5 

(frações 7 a 9 da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 15. Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR15. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR15: massas moleculares 7275,4 ; 9119,2; 10771,3 Da. [origem: fração 37 da cromatografia de 

fase reversa Peptide C18 – pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da 5 

cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 16. Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR16. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR16: massas moleculares 7271,8; 9119,8 ; 10749,7 Da. [origem: fração 38 da cromatografia de fase 

reversa Peptide C18 – pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da 5 

cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 17. Espectro de massas da fração purificada FR17. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR17: massa molecular 7275,4 Da. [origem: fração 39 da cromatografia de fase reversa Peptide C18 

– pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da cromatografia de exclusão 5 

molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 18. Espectro de massas da fração purificada FR18. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR18: massa molecular 7274,9 Da. [origem: fração 40 da cromatografia de fase reversa Peptide 

C18 – pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 19. Espectro de massas da fração purificada FR19. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR19: massa molecular 7272,3 Da. [origem: fração 57 da cromatografia de fase reversa Peptide 

C18 – pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 20. Espectro de massas da fração purificada FR20. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR20: massa molecular 7298,5 Da. [origem: fração 58 da cromatografia de fase reversa Peptide C18 

– pool FR3 (frações C1 a C3 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da cromatografia de exclusão 5 

molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 21. Espectro de massas da fração purificada FR21. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR21: massa molecular 7270,6 Da. [origem: fração 34 da cromatografia de fase reversa Peptide 

C18 – pool FR4 (frações C4 a C10 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da cromatografia de 5 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 22. Espectro de massas da fração purificada FR22. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR22: massa molecular 7263,6 Da. [origem: fração 36 da cromatografia de fase reversa Peptide 5 

C18 – pool FR4 (frações C4 a C10 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 (frações 7 a 9 da cromatografia de 

exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 23. Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR23. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR23: massas moleculares 4762,3; 5373,7; 7263,5; 9109,6; 9524,4  Da. [origem: fração 37 da 

cromatografia de fase reversa Peptide C18 – pool FR4 (frações C4 a C10 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) - pool GF2 5 

(frações 7 a 9 da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 24. Espectro de massas da fração purificada FR24. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR24: massas moleculares 4296,8;  8594,8 Da. [origem: fração 35 da cromatografia de fase 

reversa Peptide C18 – pool FR6 (frações C1 e C2 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) -  GF4 (fração 11 da cromatografia 5 

de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 25. Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR25. 

 
 

Espectro de massas da amostra FR25: massas moleculares 650,2; 713,3; 861,1; 913,2; 1066,2; 1563,1 Da. [origem: fração 37 da 

cromatografia de fase reversa Peptide C18 – pool FR6 (frações C1 e C2 da cromatografia de fase reversa Supelco C-8) -  GF4 5 

(fração 11 da cromatografia de exclusão molecular - pool TI (frações 1 a 7 da cromatografia de troca iônica)]. 
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Figura 26. Espectro de massas da fração 12 purificada. 

 

Espectro de massas da fração 12 : massa molecular 8609,3 Da. [origem: fração 12 da cromatografia de troca iônica  – pool AF 3 

(frações 20 a 25 da cromatografia de afinidade)]. 

 5 

 



Apêndice I 

171 
 

Figura 27. Espectro de massas da fração 6 purificada. 

 

 

Espectro de massas da fração 6 : massas moleculares 1496,7 e 1518,7  Da. [origem: fração 6 da cromatografia de troca iônica  

 – pool AF 4 (frações 26 a 30 da cromatografia de afinidade)]. 5 
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Figura 28. Espectro de massas da fração 8 purificada. 

 

 
Espectro de massas da fração 8 : massas moleculares 961,4 e 1496,6 Da. [origem: fração 8 da cromatografia de troca iônica  – 5 

pool AF 4 (frações 26 a 30 da cromatografia de afinidade)]. 
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Figura 29. Espectro de massas da fração 11 purificada. 

 
 

Espectro de massa da fração 11: massa molecular  8098,1 Da. [origem: fração 11 da cromatografia de troca iônica  – pool AF 4 

(frações 26 a 30 da cromatografia de afinidade)]. 5 
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Figura 30. Espectro de massas da fração 14 parcialmente purificada. 

 

 

Espectro de massas da fração 14: massas moleculares 4041,2; 4164, 5, 4377,5 e 8119,6 Da. [origem: fração 14 da cromatografia de 

troca iônica  – pool AF 4 (frações 26 a 30 da cromatografia de afinidade)]. 5 
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Figura 31. Espectro de massas da fração 18 parcialmente purificada. 

 

 

Espectro de massas da fração 18: massas moleculares 4049,7; 7847,3 e 15.696,2 Da. [origem: fração 18 da cromatografia de troca 

iônica  – pool AF 4 (frações 26 a 30 da cromatografia de afinidade)]. 5 
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Figura 32.Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR32. 

  
 

Espectro de massas da amostra FR32: massa molecular  3493,7; 6611,6; 8065,3; 8816,1; 19937,2 Da. [origem: fração 35 da 

cromatografia de fase reversa Peptide C18 – SS12 utilizada como matriz de afinidade.  5 
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Figura 33.Espectro de massas da fração parcialmente purificada FR33. 

  
 

 

Espectro de massas da amostra FR 33: massa molecular  3495,7; 7095,8; 8135,6 Da. [origem: fração 36 da cromatografia de 5 

fase reversa Peptide C18 – SS12 utilizada como matriz de afinidade.  
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Figura 34. Mapa genético do plasmídio colicinogênico 2.  

 

 
Sequenciamento de nova geração em plataforma ilumina Miseq e análise da sequência em banco de dados Genbank do 

plasmídio colicinogênico 2, 6.134pb, extraído da amostra produtora de substância antagonista S. sonnei SS9. O plasmídio 5 

analisado possui 7 ORFs e dentre essas três,  ce8l, cxi e cxa, referentes ao operon colicinogênico. 
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Figura 35. Mapa genético do plasmídio colicinogênico 3.  

 

 
Sequenciamento de nova geração em plataforma ilumina Miseq e análise da sequência em banco de dados Genbank do 

plasmídio colicinogênico 3, 5.170 pb, extraído da amostra produtora de substância antagonista S. sonnei SS9. O plasmídio 5 

analisado possui 6 ORFs e dentre essas duas,  cxl e cea, referentes ao operon colicinogênico. 
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Tabela 1. Análise das ORFs localizadas no contig 1, 46.188pb, isolado da amostra produtora de substância antagonista SS9 
 
Gene Localização 

no 
plasmídio 

Comprimento 
(nt/aa) 

Massa 
molecular 

Produto Identidade Query 
coverage 

N° de acesso 
subject 

N° de 
acesso 

pfam e cd 
query 

sopa 513-1679 1164/388 43,6 Proteína de divisão de 
plasmídio (S.sonnei) 

100% 99% WP_052968579.1 pfam01656 
 

orf2 1679-2644 963/321 35,7 Proteína de divisão de 
plasmídio – ParB/ 

RepB/Spo0j/(S.sonnei) 

99% 100% WP_112384465.1 prk13698 

orf3 2677-3252 573/191 21,19 Proteína de montagem 
da cauda do fago 

lambda (S. sonnei) 

98% 100% WP_052968577.1 pfam02413 
 

orf 4 3252-6650 3396/1132 167,6 Transportador de acido 
graxo de cadeira curta 

(S. sonnei) 

99% 100% WP_077125888.1 pfam08400 
 

orf 5 6715-7314 357/119 21,7 Proteína da família 
Ail/lom (S. sonnei) 

99% 100% WP_077125884.1 pfam06316 

orf6 7381-10863 3480/1160 127,0 Proteína J especifica do 
hospedeiro (S. sonnei) 

98% 100% WP_052975333.1 pfam12421 
 

orf7 10924-11496 570/190 19,4 Proteína de montagem 
da cauda do profago ( E. 

coli) 

100% 100% WP_000847626.1 pfam06805 

orf 8 11493-12092 741/247 23,0 Proteína da cauda do 
fago (S. sonnei) 

100% 100% WP_077124679.1 pfam00877 

orf 9 12241-12939 696/232 25,7 Proteína L da cauda 
menor do fago (S. 

flexneri) 

99% 100% WP_095758983.1 pfam05100 
 

orf 
10 

12939-13268 330/110 12,5 Proteína M da cauda 
menor do fago (E. coli) 

99% 100% CAU96933.1 pfam05939 

orf 
11 

13265-15826 2559/853 92,3 Proteína da fita média da 
cauda do fago (S. 

sonnei) 

100% 100% WP_052981259.1 pfam06791 
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orf 
12 

15819-16253 456/152 16,1 Proteína T de montagem 
da cauda do fago (E. 

coli) 

100% 100% WP_032164855.1 pfam06223 
 

orf 
13 

16235-16657 420/140 15,3 Proteína G da cauda 
menor do bacteriófago 

lambda( S. sonnei) 

99% 100% WP_052968583.1 pfam06894 
 

orf 
14 

16673-17413 768/256 25,9 Proteína da cauda do 
fago (S. sonnei) 

99% 100% WP_077903701.1 pfam16461 

orf 
15 

17421-17816 447/149 14,7 Proteína U da cauda 
menor (E. coli) 

100% 100% OYC12327.1 pfam06141 

orf 
16 

17813-18391 576/192 21,6 Componente da cauda 
do profago (S. sonnei) 

99% 100% CST47324.1 pfam06763 

orf 
17 

18403-18756 351/117 12,7 Proteína da cauda do 
fago ( E. coli) 

99% 100% WP_063102047.1 pfam05354 
 

orf 
18 

18768-19163 393/131 13,9 Proteína de 
empacotamento do DNA 

de bacteriófago 

99% 100% STI46563.1 pfam14000 

orf 
19 

19205-20230 1050/350 30,1 Proteína do capsídeo de 
bacteriófago (E. 

fergusonii) 

100% 100% EGC95682.1 pfam03864 
 

orf 
20 

20286-20618 336/112 11,5 Proteína do capsídeo de 
bacteriófago (E. coli) 

100% 100% CAU96661.1 pfam02924 
 

orf 
21 

20628-21948 1317/439 45,9 Peptidase S49 (S. 
sonnei) 

100% 100% WP_077124677.1 pfam01343 

orf 
22 

21928-23529 1599/533 59,4 Proteína do capsídeo de 
bacteriófago (S. sonnei) 

99% 100% WP_077137612.1 ne 

orf 
23 

23526-23732 204/68 7,6 Proteína W de ligação 
cabeça cauda do 

profago lambda (E. coli) 

99% 100% WP_029393491.1 pfam02831 
 

orf 
24 

23729-25654 1923/641 73,1 Proteína terminasse, da 
subunidade maior,do 

fago (S. sonnei) 

99% 100% WP_112384470.1 pfam05876 

orf 
25 

25629-26174 543/181 20,5 Proteína terminasse, da 
subunidade maior,do 

fago (E. coli) 

99% 100% WP_021533771.1 pfam07471 
 

orf 26314-26539 222/74 8,2 Proteína não 100% 100% CSO50556.1 ne 
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26 caracterizada (S. sonnei) 

orf 
27 

26772-27221 347/149 16,9 Proteína hipotética (S. 
sonnei) 

93% 100% WP_052973403.1 ne 

orf 
28 

27345-27695 348/116 12,9 Proteína hipotética (E. 
coli) 

92% 100% STN47024.1 ne 

orf 
29 

27643-28206 858/286 21,2 Proteína hipotética (S. 
sonnei) 

100% 97% WP_052971397.1 ne 

orf 
30 

28487-28798 309/103 11,5 Proteína DUF4406 99% 100% WP_054575912.1 pfam14359 

orf 
31 

28840-29307 465/155 16,9 Proteína de lise de 
bacteriófago (E. coli) 

99% 100% WP_113465666.1 pfam03245 

orf32 29304-29801 495/165 18,1 Lisozima (S. sonnei) 99% 100% WP_077108029.1 pfam00959 

orf33 29801-30073 270/90 10,0 Proteína hipotética (S. 
sonnei) 

98% 100% WP_065553372.1 ne 

orf34 30169-31290 1119/373 42,6 DNA metilase (S.sonnei) 100% 100% CSH47357.1 pfam01555 

orf35 31514-31741 225/75 8,4 Proteína hipotética (E. 
coli) 

99% 100% WP_001386921.1 ne 

orf36 31755-31976 219¹/73 8,5 Proteína hipotética (S. 
sonnei) 

99% 100% WP_077127658.1 ne 

orf37 32140-32451 309/103 11,8 Sistema toxina-antitoxina 
tipo II: Toxina ReIE/ParR 

(S. boydii) 

95% 100% WP_046891819.1 pfam05973 
 

orf 
38 

32451-32738 285/95 10,5 Regulador transcricional 
da família XRE (E.coli) 

99% 100% WP_032180352.1 pfam01381 
 

orf 
39 

32782-30000 216/72 7,7 Proteína não 
caracterizada (S. sonnei) 

100% 100% CTA05160.1 ne 

orf40 33242-33568 324/108 12,6 Proteína hipotética (S. 
sonnei) 

99% 100% WP_052973362.1 ne 

orf 
41 

33584-34258 672/224 25,3 Proteína que contem o 
domínio DUF 551 (E. 

coli) 

99% 100% WP_114304638.1 prk03918 
 

orf 
42 

34255-34545 288/96 10,9 Proteína da família 
DUF4752 (S. sonnei) 

99% 100% WP_077108031.1 pfam15944 
 

orf 
43 

34545-34964 417/139 15,9 Proteína da família 
DUF977 (S.flexneri) 

99% 99% WP_112362069.1 pfam06163 
 

orf 34964-35563 597/199 20,2 Exodeoxirribonuclease 99% 100% SJG28996.1 pfam16473 
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44 VIII (S. sonnei)  

orf45 35587-3576 171/57 6,8 Proteína hipotética (E. 
coli) 

100% 100% AVR61859.1 ne 

orf 
46 

35771-36073 300/100 11,6 Proteína não 
caracterizada (S. sonnei) 

100% 100% CSS35333.1  

orf 
47 

36024-36734 708/236 27,3 Proteína de 
antiterminação de fago 

(S. flexneri) 

99% 100% WP_112362068.1 pfam06323 
 

orf 
48 

36724-36969 243/81 9,1 Proteína gp39 de fago 
(E. coli) 

99% 100% AUO37516.1 pfam14549 

orf  
49 

37037-37633 594/198 22,4 Proteína contendo o 
domínio hélice (E. coli) 

100% 100% WP_052973356.1 pfam01381 

orf 
50 

37879-41874 3993/1331 150,7 Proteína hipotética 
(Enterobacterias) 

100% 100% WP_001683860.1 ne 

orf 
51 

41867-42058 189/63 8,0 Proteína hipotética (E. 
coli) 

97% 100% WP_032143254.1 ne 

orf 
52 

42063-42389 324/108 12,9 Proteína hipotética (E. 
coli) 

99% 100% WP_096002451.1 ne 

orf 
53 

42392-42787 393/131 15,5 Proteína hipotética 
(Enterobacteriaceae) 

100% 100% WP_001542487.1 ne 

orf 
54 

42815-43102 285/95 10,5 Proteína gp32 do vírus 
(Escherichia) 

93% 100% NP_046927.1 pfam10554 
 

orf 
55 

43479-43643 162/54 6,2 Proteína hipotética (E. 
coli) 

98% 100% WP_108997104.1 ne 

orf 
56 

43640-43873 231/77 8,4 Proteína hipotética (E. 
coli) 

99% 100% WP_114455238.1 ne 

orf  
57 

43870-44034 162/54 6,0 Proteína hipotética (E. 
coli) 

94% 100% WP_072119805.1 ne 

orf  
58 

44080-45975 1893/631 72,6 Protelomerase (S. 
sonnei) 

99% 100% WP_077108033.1 pfam16684 
 

nt, nucleotídeo; aa, aminoácido;  pfam, Protein Familes Database; cd, Conserved Domains; ne, não encontrado.  Análise 
realizada em banco de dados Genbank ferramentas Blastp, Blastn e Blastx.  
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Tabela 2. Análise das ORFs localizadas no contig  2, 6134pb, isolado da amostra produtora de substância antagonista SS9 
 
Gene Localização 

no plasmídio 
Comprimento 

(nt/aa) 
Massa 

molecular 
Produto Identidade Query 

coverage 
N° de acesso  N° de 

acesso 
pfam e cd 

query 

orf1 341-749 399/132 15,2 Proteína hipotética (E. 
coli) 

99% 100% WP_096200387.1 ne 

repa 933-1847 915/304 34,4 Proteina de replicação 
de plasmídio 
(S.sonnei) 

100% 100% WP_077123256.1 pfam03090 
 

ce8l 2342-2485 141/47 4,8 Proteína de Lise E8 ( 
Enterobacteriaceae) 

100% 100% WP_001314446.1 pfam02402 
 

cxi 2547-2807 261/86 10,0 Proteína de imunidade 
de bacteriocina (S. 

sonnei) 

98% 100% WP_077108249.1 cd16363 

cxa 2810-4537 1728/575 61,2 Colicina (S. sonnei) 100% 100% WP_052973162.1 pfam12639 
 

orf6 4759-5292 534/177 19,7 Proteína hipotética (E. 
coli) 

99% 100% WP_113977127.1 ne 

mob 5295-6095 801/266 31,5 Proteína de 
mobilização  (S. 

sonnei) 

100% 100% WP_050541757.1 pfam03389 

nt, nucleotídeo; aa, aminoácido;  pfam, Protein Familes Database; cd, Conserved Domains; ne, não encontrado.  Análise 5 

realizada em banco de dados Genbank ferramentas Blastp, Blastn e Blastx.  
 
 
 
 10 
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Tabela 3. Análise das ORFs localizadas no contig  3, 5230pb, isolado da amostra produtora de substância antagonista SS9 
 

Gen
e 

Localizaçã
o no 

plasmídio 

Compriment
o (nt/aa) 

Massa 
molecula

r 

Produto Identidad
e 

Query 
coverag

e 

N° de acesso 
subject 

N° de 
acesso 

pfam e cd 
query 

rop 5114-155 192/64 7,2 Proteína  Rop 
(bactérias) 

100% 100% WP_001041621.
1 

 
pfam0181

5 
 

cxl 1182-1520 342/113 13,1 Proteína de lise  
para  colicina 

(Enterobacteriaceae
) 

100% 100% WP_000058755.
1 

pfam0352
6 

cea 1523-3085 1563/521 57,2 Colicina E1 
(Enterobacteriaceae

) 

100% 100% WP_023150412.
1 
 

pfam0102
4 
 

exc1 3363-3782 417/139 16,7 Proteína de 
exclusão de entrada 

1 (S. sonnei) 

99% 100% WP_072113988.
1 

pfam0411
1 

exc2 3863-4282 417/139 15,7 Proteína de 
exclusão de entrada 

2 (S. sonnei) 

99% 100% WP_112367404.
1 
 

pfam0411
1 

mob 4507-4830 321/107 12,0 Proteina para 
mobilização de 

plasmídio 
(Enterobacteriaceae

) 

99% 100% WP_001699352.
1 

prk13877 
 

nt, nucleotídeo; aa, aminoácido;  pfam, Protein Familes Database; cd, Conserved Domains; ne, não encontrado.  Análise 5 

realizada em banco de dados Genbank ferramentas Blastp, Blastn e Blastx.  
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Tabela 4. Análise das ORFs localizadas no contig  4, 2076pb, isolado da amostra produtora de substância antagonista SS9 
 

Gen
e 

Localizaçã
o no 

plasmídio 

Compriment
o (nt/aa) 

Massa 
molecula

r 

Produto Identidad
e 

Query 
coverag

e 

N° de acesso 
subject 

N° de 
acesso 

pfam e cd 
query 

rve 64-768 702/234 27,9 Transposase (S. 
flexneri 4c) 

99% 100% AJQ17476.1 pfam1361
0 
 

drfr 864-1373 507/169 19,0 Diidrofolato redutase 
resistente ao 
trimetropim 

(Gammaproteobactere
a) 

100% 100% WP_000571065.
1 

pfam0018
6 

sbcd 
 

1370-2026 639/213 23,7 Regulador de resposta 
(S. sonnei) 

98% 100% WP_077137812.
1 

cd00840 

nt, nucleotídeo; aa, aminoácido;  pfam, Protein Familes Database; cd, Conserved Domains; ne, não encontrado.  Análise 
realizada em banco de dados Genbank ferramentas Blastp, Blastn e Blastx.5 



 

 

 


