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Com este exemplar de nimero 5, iniciamos o segundo ano da “Microbiolo-
gia in foco”. Agradecemos a nossos colegas colaboradores que, sugerindo
temas e elaborando artigos, possibilitaram que a revista completasse o pri-
meiro ano. Afotoilustrativa da capa desta edig¢&o traz o agente etioldgico Pa-
racoccidioides brasiliensis que, somada ao artigo Paracoccidioidomicose-
Enigma da Micologia escrito pelo Professor Zoilo Pires de Camargo, da
UNIFESP, pretendem assinalar os 100 anos das primeiras observagdes de
Adolpho Lutz e ainda homenagear todos os eminentes pesquisadores brasi-
leiros que contribuiram e contribuem para o conhecimento dessa micose.
Incluimos, ainda, importantes artigos da area de Microbiologia: Nisina, um
lantobidtico obtido por processo microbiano; floculagéo de Saccharomyces
cerevisae na producéo de bioetanol; monitorag&o microbiologica de agua
para hemodialise por sistema Petrofilm; na area de virologia, gastroenterites
virais e vacinas e erradicagao da linfadenite caseosa, desenvolvidos por emi-
nentes pesquisadores da Microbiologia. Como em todos os outros editoria-
is, enfatizamos a necessidade de sua colaboragdo, mandando noticiais so-
bre sua area, sugerindo temas, pesquisadores, enfim, qualquer assunto que
envolva a microbiologia e que achar interessante para publicagéo e divulga-
¢a0. Somente com sua participagdo atuante, a Revista “Microbiologia in fo-
co”teraa possibilidade de seraprimorada e continuar no seu objetivo de atin-
gir os mais variados setores e divulgar a Microbiologia.
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INTRODUGAO

Autilizagdo de microrganismos na gera-
¢ao de produtos de interesse industrial re-
flete o conceito geral de microbiologia in-
dustrial. Dentre as razdes paratal estaare-
lativa simplicidade em realizar experimen-
tos com microrganismos, com adequada
velocidade de crescimento e grande diver-
sidade de atividades bioquimicas, tornan-
do-os um modelo experimental ideal para
o estudo da genética e producéo de bio-
moléculas aplicadas a diversas areas dain-
dustria.

Dando énfase a obtengéo de biomolé-
culas com vasto espectro de agéo e aplica-
¢ao e carater inovador, a nisina surge co-
mo um bioproduto de relevante interesse
industrial.

IMICROBIOLOGIA
in foco

5. Thereza Christina VVessoni Penna

Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
Av. Professor Lineu Prestes, 580, Bloco 16. 05508-900, Séo Paulo, Sao Paulo, Brasil.

NISINA

Anisina é uma bacteriocina com carac-
teristica bio-preservante, reconhecida em
diversos paises. As bacteriocinas sao pro-
teinas ou complexos protéicos excretados
por bactérias e que se apresentam ativas
contra espécies de microrganismos Gram-
positivos, incluindo as bactérias acido lac-
ticas e os esporos do género Bacillus. Re-
presentam um grupo de substancias anti-
microbianas bastante heterogéneas, que
variam consideravelmente quanto ao mi-
crorganismo produtor, ao espectro bacteri-
ano, ao modo de a¢@o, amassa molar e as
propriedades bioquimicas (Cleveland et
al.,2001; Thomasetal, 2000).

Bactérias Gram-positivas, em sua mai-
oria, produzem bacteriocinas menores do

que 6 kDa e aquelas produzidas por bacté-
rias acido-laticas séo divididas em 3 clas-
ses (Nes et al, 1996): (i) Lantibioticos; (i)
Lantibiéticos pequenos néo estaveis; e (iii)
Grandes proteinas termolabeis.

Os lantibioticos sdo peptideos antimi-
crobianos, bacteriocinas, produzidos por
uma extensa gama de bactérias Gram-
positivas, e sdo caracterizadas pela pre-
senca Unica de aminoacidos modificados,
particularmente os desidroaminodcidos e
os tioéter aminoacidos lantionina (Lan) e
3-metilantionina (MeLan), produzidos por
complexos multienzimaticos. Nisina per-
tence ao subgrupo dos lantibiéticos linea-
res, sendo termoestavel e esta inclusa na
classe dos lantibiéticos (Thomas, Clark-
son e Delves-Broughton, 2000).




Aclassificagdo da nisina deve-se ao ter-
mo do “Group N Inhibitory Substance” pro-
duzida por estreptococos de Lancefield
Grupo sorologico N ou género estrepto-
cocci. Aestrutura do peptideo nisina foi pri-
meiramente descrita por Gross e Morell
(1971), mas geneticamente isolada por
Buchman, Banerjee & Hansen, 1988.

Existemduas variantes naturais de ni-
sina existentes, anisinaAeanisinaZ, as
quais diferem em apenas um simples
aminodcido na posicdo 27. Aasparagina
na nisina Z é substituida por histidina na
nisina A. A substituicdo do aminoacido é
devida a troca de um simples par de ba-
ses para o cédon correspondente. As di-
ferengas entre as variantes de nisina sdo
pequenas. A nisina Z parece ser ligeira-
mente mais difusivel em &gar e mais solu-
velem pHneutro (Kraaijetal. 2000).

O peptideo bioativo nisina, figura 1, &
sintetizado por certas cepas de Lacto-
coccus lactis subsp. Lactis durante sua
fase de crescimento exponencial. (Ves-
soni Penna & Moraes, 2002). Sua massa
molar é de 3,4 kDa e é composta por 34
residuos de aminoacidos, incluindo al-
guns insaturados. Os aminoacidos inco-
muns podem ser responsaveis por pro-
priedadesimportantes damoléculadani-
sina, como por exemplo, sua termoesta-
bilidade e sua agédo bactericida. (Kraaij
etal.2000; Jack&Jung, 2000).

Nisina e outros lantibioticos do subti-
poAsao caracterizados pela extensa ati-
vidade bactericida inibindo a germina-
caode esporos e o crescimento de varia-
das cepas de bactérias Gram-positivas
(Vessoni Penna, Moraes e Fajardo,
2001).Anisina é usada como um conser-
vante natural nas industrias de alimen-
tos e laticinios e aprovada pelo FDA (Fo-
odand DrugAdministration) e GRAS (Ge-
nerally Regarded as Safe) (Cleveland et
al., 2001). Apesar da caracteristica prin-
cipal de toda bacteriocina ser a utiliza-
¢do em alimentos, por atuar como con-
servante natural, pesquisas recentes ve-
rificaram a grande possibilidade do uso
de nisina para finalidades terapéuticas
particularmente interessantes em trata-
mentos de Ulceras estomacais e infec-
¢Oes de colon intestinal para pacientes
com imunodeficiéncia (Sakamoto, Iga-
rashieKimura, 2001).

Os principais microrganismos Gram-
positivos sensiveis aagdo danisinasao:

- Bacillus spp (B. brevis, Bcereus,
B. coagulans, B. licheniformis, B.mace-
rans, B. megaterium, B. pumilus, B. sub-
tilis, B. stearothermophilus).
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Figura 1: Estrutura primaria do lantobidtico nisina (Jack& Jung, 2000)

- Clostridium spp (Cl. Bifermen-
tans, Cl. Botulinum, Cl.butyricum, CI. his-
tolyticum, Cl. pasteurianum, CI. perfrin-
gens, Cl. putrifucum, Cl. sordelli, CI. sporo-
genes, Cl. tertium, Cl. thermosaccharolyti-
cum, Cl. tyrobutyricum).

- Desulfotomaculum spp (Desulfo-
tomaculum nigrificans).

- Entreococcus spp (Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium.

- Lactobacillus spp (Lactobacillus
spp, L. bulgaricus, L. brevis, L. buchneri, L.
casei, L. helveticus, L. fermentum, L. lac-
tis, L. plantarum);

- Leuconostocspp (L.oenos, L. me-
senteroides).

- Listeria spp (Listeria monocytoge-
nes).

- Micrococcus spp (M. luteus, M. va-
rians).

- Pediococcus spp (Pedicoccus
spp, P. damnosus, P. pentosaceus).

- Staphyloccusspp (S. aureus).

- Sporolactobacillus spp (Sporo-
lactobacillus inulinus)

REGULAMENTAGAO TOXICOLOGICA

Extensivos estudos toxicologicos reali-
zados com a nisina demonstraram que a
sua ingestdo ndo causa efeitos toxicos ao
organismo humano, sendo reportada uma
DL50 de 6950 mg/kg, similar ao sal, quan-
do administrada oralmente. Com base no
nivel “no effect’, observado nas avalia-
coes toxicoldgicas realizadas em animais
e permitido para humanos, a Organizagéo
Mundial da Salde recomenda a Ingestao
Diaria Aceitavel-IDA (Acceptable Daily
Intak” ADI que representa a quantidade
méxima do aditivo que poderia ser ingeri-
da diariamente, sem causar quaisquer da-
nos a saude do consumidor) de 33000 Uni-
dades Internacionais, Ul ou 0,825 mg, por
quilo de peso corpéreo (Hoover & Steen-
son, 1993).

A nisina é rapidamente inativada pela
quimiotripsina, enzima produzida no pan-
creas e liberada no intestino delgado, e é
sensivel & ptialina, ndo sendo detectada
na saliva de humanos ap6s 10 minutos do
consumo de liquidos contendo essa bac-
teriocina. E também a unica bacteriocina
que foi confirmada como GRAS e de uso li-
berado como aditivo alimentar pelo comité

do Codex Alimentarius, para uso como
agente antimicrobiano na inibicdo do de-
senvolvimento pés-germinativo de espo-
ros e formagéo de toxina por C. botulinum
em queijos fundidos e pasteurizados
(Chandrapati & O'Sullivan, 1998).

FORMAGAO E MECANISMO DE AGAO
DANISINA

Estudos prévios mostraram que a nisi-
na é formada continuamente desde os es-
tagiosiniciais de crescimento do L. lactis (fi-
gura 2) até a fase estacionaria, além disso,
um atraso da fase de crescimento rende
expressivo aumento em sua producdo
(Chandrapati & O"Sullivan, 1998; Cheig et
al., 2002)

O langamento de nisina da célula no
meio de propagagao & dependente do pH.
Em valores de pH menores que 6,0, mais
de 80% da nisina produzida é liberada ao
meio de crescimento, enquanto a pHs mai-
ores de 6,0 a maior parte da nisina esté as-
sociada @ membrana celular e no interior
da célula (Thomas, Clarkson e Delves-
Broughton, 2000). A solubilidade e a esta-
bilidade da nisina aumentam substancial-
mente com aumento da acidez do meio. A
nisina é estavel em pH 2,0 e pode ser auto-
clavadaa121°C.

O mecanismo de agdo vem sendo con-
tinuamente estudado e alguns pesquisa-
dores indicam que a nisina seria fortemen-
te atraida pelos fosfolipidios na membra-
na, formando poros ou canais de 0,2-1,0
nm de didmetro. Asimultanea despolariza-
¢a0 da membrana causaria um rapido eflu-
xo de moléculas essenciais (ions K+, ami-
noacidos e ATP), levando a uma série de al-
teragdes que terminariam com a lise celu-
lar (Bruno & Monteville, 1993; Abee et al.,
1994, Sahletal., 1998).

Esta bacteriocina possui amplo espec-
tro de atividade antimicrobiolégica contra
bactérias Gram-positivas e seus esporos,
mas mostram pouca ou nenhuma ativida-
de contra bactérias Gram-negativas, leve-
duras ou fungos. Porém, bactérias Gram-
negativas podem ser sensiveis a nisina pe-
la exposicdo a um agente quelante
(EDTA), calor subletal ou congelamento
(Vessoni Penna et al., 2006; Delves-
Broughton et al., 1996). Estudos mostra-
ram que a utilizagdo da nisina em combi-




Figura 2: Coloragdo de Gram: Células de Lactococcus lactis ATCC 11454,
cultivo em leite (em microscépio modelo: BX60F5, Olympus optical co.,

Itd.made in japan, com aumento de 1000 vezes).

nagao com agentes quelantes (EDTA, mo-
nohidrato citrico e ortofosfato trisédico) tor-
na bactérias Gram-negativas sensiveis a
nisina (Ganzle et al, 1999;Ukuku e Fett,
2004). Um sistema combinando diferentes
solugbes de antimicrobianos, como nisi-
na/EDTA ou nisina/sorbato de potassio a
10 °C, mostrou significante decréscimo da
populagéo de E. coli O157: H7 comparado
as amostras tratadas somente com a nisi-
na (Fang e Hung-Chi, 2004). Portanto, a
atividade inibitoria da nisina em microrga-
nismos Gram-negativos pode ser melho-
rada com a combinagdo da nisina com
EDTAno meio de cultivo (Figura 3) (Vesso-
niPennaetal, 2006).

PRODUGAO DE NISINA: ESTUDOS DE
MEIOS DE CULTIVO ALTERNATIVOS.
Aimportancia do meio de cultivo é fun-
damental em trabalhos em que esté@o en-
volvidos microrganismos e produtos gera-
dos por eles. No caso da produgéo de nisi-
na o balanco nutricional do meio de cultivo
¢éindispensavel para as células produtoras.
As bactérias lacticas sao fastidiosas e
requerem meios de cultivo de alto valor nu-
tricional, dos quais melhoram o crescimen-
to e a produgao de bacteriocinas. Muitos ar-
tigos descrevem os caldos MRS e M17 co-
mo 6timos meios de cultivo utilizados para
o crescimento celular e produgéo de bacte-
riocina pelo Lactococcus lactis (Cheig et al.,
2002). Apesar de estes meios promoverem
crescimento exuberante e relativamente al-
tos niveis de concentragdo de bacterioci-
nas, seus custos elevados os tornam ina-
dequados para produgdo em larga escala
(Guerra & Pastrana, 2003). Por outro lado,
algumas matérias primas baratas como so-
ro de leite ou melago de cana, que séo resi-
duos industriais, ém sido utilizadas como
meio de cultura para produgéo de bacterio-
cinas (Guerra & Pastrana, 2003). As dife-
rentes concentracdes dos suplementos nu-
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tricionais tais como a sacarose, a lactose e
a glicose podem estar ligadas a nisina ex-
cretada nos meios de cultivos pelo L. lactis
(Kim, Hall e Dunn, 1997). Altas concentra-
cbes de sacarose podem estar relaciona-
das ao aumento da produgdo de nisina no
fim da fase estacionaria de crescimento mi-
crobiano (Vessoni Penna & Moraes, 2002).
Vessoni Penna e Morais, 2002, verifica-
ram ainfluéncia positiva da utilizagao de su-
plementos como sacarose e asparagina
em caldo MRS e M17, mostrando que a pro-
dug&o de nisina e massa celular de L. lactis
dependiam do balango desses nutrientes.
Em outro estudo Vessoni Penna e colabo-
radores (2005) utilizaram o leite desnatado
como suplementagdo dos meios de cultivo
e verificaram melhores condi¢des no cres-
cimento do L. lactis e sua concomitante pro-
dugdo de nisina. Jozala e colaboradores
(2006) estudaram a incorporagao do leite
desnatado (9,09% solidos totais), na pro-
porcdo 1:1, aos meios de cultivo MRS e

M17 e observaram o favorecimento do cres-
cimento e simultdnea produgao de nisina
por L. lactis. Portanto, afirma-se que a pro-
dugao de nisina esta relacionada a concen-
trag&o nutricional dos meios de cultivo utili-
zados para o crescimento do microrganis-
mo.

Os resultados favoraveis a utilizagao de
leite desnatado continuaram a ser explora-
dos por Jozala e colaboradores (2007).
Estes autores estudaram diferentes con-
centragbes do leite desnatado e observa-
ram que ao ser diluido em 40% (contendo
2,279 ,s160 was) NOUVE melhor expressao de
nisina. A figura 4 representa os ensaios de
verificagéo da atividade nisina, através da
metodologia de difusdo em agar, aplicados
nos trabalhos realizados por este grupo de
pesquisa.

Neste trabalho, Jozala e colaboradores
(2007), sugeriu-se a utilizag&o do soro de le-
ite como meio de cultivo, pois aumentaria a
producéo de nisina e reduziria o custo de
producéo desta biomolécula.

O soro de leite € um subproduto da in-
dustria de laticinios e contém nutrientes co-
mo lactose, proteinas e sais minerais (Liu et
al., 2006). No Brasil, a produgéo de queijo
cresceu nas Ultimas décadas e a maioria do
soro gerado é indevidamente descartado.
Estima-se que no Brasil 50% do soro de lei-
te s&o descartados sem tratamento em rios
€ carrega uma alta quantidade de matéria
organica, sendo considerado um importan-
te poluente. Neste caso a producéo de um
antimicrobiano poderia ser associada com
a reciclagem ou a reutilizagdo de material
de descarte industrial, contribuindo com me-
lhorias do meio ambiente, diminuindo ris-

Figura 3: Halos de inibigdo da ac&o de nisina combinada com
EDTA em E. coli produtora de proteina verde fluorescente (GFPuv).




cos de impacto ambiental. Flores & Alegre
(2001) utilizaram soro de leite como suple-
mento durante fermentag&o por batelada e
obtiveram atividade de nisina méaxima de
5280 IU.mI" apés 9h de processo (pH 4,9).
Mondragon-Prada et al. (2006) verificaram
que a suplementacéo de soro de leite filtra-
do aumentou a produgéo de biomassa de
bactérias lacteas. Pesquisadores testando
uma cultura mista de L. lactis e Saccha-
romyces cerevisiae observaram que o meio
a base de soro de leite estimula a produgéo
de nisina (Liu, C etal., 2006). Estudos reali-
zados por nosso grupo de pesquisa de-
monstram a utilizagdo do soro de leite ndo
suplementado para promover o crescimen-
to e produgo de nisina pelo L. /actis. (Joza-
laetal., 2007;Arauzetal., 2008).

Este meio de baixo custo, usado em cul-
turas microbianas, promove vantagens eco-
némicas, reduzindo a polui¢éo do meio am-
biente e estimulando os pesquisadores pa-
ra a utilizacéo deste subproduto.
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Ciéncia in Foco

FLOCULACAO DE

SACCHAROMYCES

CEREVISIAE NA PRODUCAO
DE BIOETANOL

INTRODUGAO

Afermentacéo alcodlica industrial para
produgéo de &lcool carburante pela leve-
dura Saccharomyces cerevisiae (Figura 1)
se baseia em duas bases tecnoldgicas
que permitiram o grande avango na efi-
ciéncia alcodlica:

a) aelevada concentragdo de células

b) oreciclode células de levedura.

Isto por que com esses dois fatores foi

possivel:

- diminuir muito o tempo de fermen-
tagéo alcodlica, mesmo trabalhan-
do com altas concentragdes de agu-
car. (aumento de produtividade)

Prof. Dr. Pedro de Oliva Neto

UNESP - Campus de Assis - SP - poliva@assis.unesp.br

- Operar um processo ndo asséptico
sem que os contaminantes o difi-
cultassem ou inviabilizassem (es-
tabilidade microbioldgica e bio-
quimica)

- Aumento da eficiéncia alcodlica
desde que o aglcar ndo era mais
tanto desviado para a produgdo da
biomassa celular, mas apenas a re-
posicdo da mesma ao longo da sa-
fra.

Com o reciclo de células s&o também
reciclados varios agentes biéticos e abioti-
cos que podem produzir um fenémeno mui-
to prejudicial a fermentagao alcodlica para
produgao de etanol carburante - a Flocu-
lagao celular (Figura2) .

Figura 1: Fotografia eletrénica de
S. cerevisiae em fase de brotamento

Figura 2: Fotografia eletrénica da
floculagdo entre leveduras S.cerevisiae.
Fonte: Fermentec - agradecimento ao
prof. Luis Basso

IMICROBIOLOGIA
in foco

FLOCULAGAO CELULAR

Ocorre quando numa suspensao, célu-
las individuais sdo agregadas formando flo-
C0S ou agregados que logo em seguida so-
frem sedimentagéo ou flotagéo (fig. 2).

Autofloculagao - quando envolve as cé-
lulas de uma Unica linhagem que se agre-
gam.

Co-floculagédo - determinada por agre-
gacodes ocorrendo entre diferentes linha-
gens de diferentes espécies  (STEWART
etal, 1975; ESSER & KUES, 1983).

Denominagoes - Este processo pode
estar associado também com as palavras
aderéncia, aglomeragéo, aglutinagéo, co-
agulacéo, flotagao, etc., sendo que quando
em uma suspensdo as células individuais
sdo unidas, agregadas formam estruturas
que recebem diversos nomes como: aglo-
merados, agregados, aglutinados, ca-
chos, coagulos, flocos ou pellet, que sedi-
mentam no meio no qual sao cultivados, ou
flotam para a superficie do meio
(CALLEJA,1987).

FATORES QUE PROVOCAM
AFLOCULAGAO

Este padrdo de floculagdo depende
das propriedades da parede celular, ten-




do em vista que estas Ultimas isoladas
apresentam 0 mesmo comportamento de
agregacao em relagédo as células intactas,
determinada por um gene especifico - o ge-
neFLO. (MIKletal, 1982a).

Este fendmeno é de carater especifi-
co dependendo da linhagem de leve-
dura utilizada e o seu comportamento
frente a tratamentos com maltose ou
manose, presenga ou auséncia de
Ca™. Além disso, a floculagido pode
ocorrer entre células preparadas em so-
lugdotampéo, através de interagoes en-
volvendo a parede celular de células
adjacentes (EDDY & PHIL, 1955a e
STEWARTetal, 1975).

Existem fatores intimamente relacio-
nados ao fendmeno da agregacao celu-
lar, que podem ser classificados de acor-
docomESSER &KUES (1983)em:

Fatores genéticos, onde a agregagéo
das células de levedura é efetuada por
multiplos genes alélicos (FLO1, FLO2 e
FLO4) conhecidos pelo Locus FLO, que
na presenga de no minimo um gene ativo
é suficiente para o fenotipo ser expresso
e ter inicio a floculagdo (LEWIS et al,
1976; RUSSELL et al, 1980; MIKI et al,
1982a).

Fatores fisioldgicos, onde aflocula-
¢ao depende da idade fisioldgica das
células.

Fatores ambientais tais como tem-
peraturae pH, séoimportantes naflocu-
lagéo por leveduras, j& que o tratamento
térmicoentre 50 e 60°C provocaasepa-
ragdo das células e o resfriamento au-
menta a floculagdo enquanto que em pH
por volta de 2,0 afloculagdo € minima e
em pH entre 4,5- 5,5 é maxima. Acon-
centragéo de calcio que se caracteriza
como elemento determinante na flocula-
cao também deve ser destacado como
um fator ambiental importante. (AMRI et
al, 1982; CALLEJA, 1974; GILLILAND,
1957; MILL, 1964b).

Fatores bioldgicos tais como a con-
centragdo de células em suspenséo é
fundamental em linhagens floculantes
de Saccharomyces cerevisiae com uma
otima taxa de agregacdo em concentra-
¢oes superiores a 3-5x10° células/ml
(PARKER et al, 1971 apud ESSER &
KUES, 1983; YOKOYA & OLIVA-NETO,
1991).
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Figura 3: Parede celular de uma levedura. Fonte: Ki Canada.

MECANISMO DE
FORMAGAODOSFLOCOS

AORIGEM DAFLOCULAGAO pode
serdevida adiferentes fatores, ta-
is como:

1. aglutinagdo imunoquimica (li-
gacao antigeno anticorpo),

2. por aditivos quimicos (ex. cal-
cio, ferro,gomas),

3. morfologia da parede celular e
estruturas especificas (fimbri-
as, lectinas, polissacarideos da
parede celular)de célulasindu-
torasdafloculagao.

4. Fatores genéticos podem estar
envolvidos. Ex. gene Flo na flo-
culagdo de leveduras de cerveja-
ria

5. aglutinagdo sexual (conjuga-
¢do entre bactérias) Na fermen-
tagdo alcodlica para produgdo
de etanol combustivel os agentes
mais comuns sao:

1°. Bactérias indutoras da flocula-
¢do com participacao de ions
Calcio.

2°. Leveduras floculantes

3°. Polissacarideos (dextrana)

AUTO-FLOCULAGAO
EM LEVEDURAS
A parede celular das leveduras esta
intimamente ligada as propriedades de
floculagdo e é composta de duas cama-
das: umainterior de glucanas e uma ma-
is externa de mananas que estdo associ-
adasas proteinas (Figura 3).
Acredita-se que o complexo exteri-
or de fosfomananas e proteinas sejam

essenciais paraafloculagéo,jaqueotra-
tamento com enzimas como, por exem-
plo, tripsina e papaina e outras enzimas
proteoliticas e carboidrases reduzem a
agregacéao (Ludwig, 1998).

Processo esse, também observado
com leveduras do tipo Candida albicans,
que se aderem aos tecidos humanos, e
que temuma parede celular muito seme-
lhante a de Saccharomyces cerevisiae.
Enzimas como glucanases e quitina sin-
tases, manosil transferases e proteases
podem atuar no desligamento da levedu-
raao epitélio(KRUPPAetal, 2003). Tam-
bém a adi¢do de manose numa suspen-
séo de leveduras promove a completa
desfloculagéo das células (Oliva-Neto,
1990).

FATORES ENVOLVIDOS NA
FLOCULAGAOENTRE LEVEDURAS

- Fatores genéticos, onde a agre-
gacéo das células de levedura é
efetuada por multiplos genes alé-
licos (FLO1, FLO2 e FLO4) co-
nhecidos pelo Locus FLO, que na
presenga de no minimo um gene
ativo € suficiente para o fenotipo
ser expresso e terinicio a flocula-
cao (LEWISetal, 1976; RUSSELL
etal, 1980; MIKl etal, 1982a)

- Fatores fisiolégicos, onde a flo-
culagéo depende da idade fisio-
légicadas células.

- Fatores ambientais tais como
temperatura e pH, sdo importan-
tesnafloculagéo porleveduras, ja
que o tratamento térmico entre 50
€60°C provocaaseparagédo das




células e oresfriamento aumenta
afloculagao enquanto que em pH
porvoltade 2,0afloculagdo é mi-
nimaeempHentre4,5-5,5é ma-

Grupo Carboxila de . . . y

Gli tei (1QCHNA) o Calcio xima. A rigor acima de pH 2,8 ja

1COpro em‘ffls cclina ocorre o reagrupamento das célu-
(uma célula) g las (Ludwigetal2001).

- Aconcentragao de calcio que se

' caracteriza como elemento deter-
Fosfomanana

minante nafloculagadotambémde-
(da parede celular ve ser destacado como um fator
de outra célula) ambiental importante. (AMRI et

al, 1982; CALLEJA, 1974;
GILLILAND, 1957; MILL, 1964b).
- Fatores bioldgicos tais como a
Figura 4: Representagéo esquematica da ligagéo entre as células concentragaode célulasemsus-
para formagéo do floco ~ . )
pensao é fundamental em linha-
gens floculantes de Saccharomy-
ces cerevisiae com uma 6tima ta-
xa de agregagdo em concentra-
¢des superiores a 3-5x10° célu-

ac. Tefcaico

las/ml (ESSER & KUES, 1983);
h& necessidade de pelo menos
Farede 30% de leveduras floculantes pa-
celular ra que essas induzam as néo flo-
culantes.

MEMBRAMNA ENVOLVIMENTO DE i
CITORLASKIC A GLICOPROTEINASNAFLOCULAGAO
Aparede celular de umalinhagem flo-

culante e outra ndo floculante de Kluyve-
romyces marxianus, mostram diferen-
¢as no contelido proteico, com uma
concentragdo mais elevada de protei-
Fonte: Daniel Val. nas nas células floculantes. Eletrofo-
rese das proteinas mostraram um pepti-
deo extra (peso molecular-37 KDa) que
¢é ausente em células nao floculantes
(TEIXEIRAetal, 1989).

Resultados semelhantes foram obti-
dos por PEREIRAJR &BU'LOCK (1993)
que estudaram as proteinas da parede
celular de duas linhagens (floculantes e
nao floculantes) de Pichia stipitis.. As li-
nhagens floculantes apresentaram um
conteudo mais elevado de proteinas
na parede celular do que as correspon-
dentes nao floculantes, um polipepti-
deo de peso molecular 65 KDa foi de-
tectado nas proteinas das linhagens
floculantes e estava ausente nos ex-
tratos das naofloculantes.

STEWART etal (1995) isolaram e ca-

Figura 6: Efeito do aumento da concentragdo de Lactobacillus fermentum CCT 1396 racterizaram as proteinas da parede ce-
indutor da floculagdo de S. cerevisiae. A partir da concentragdo de 1,38 g/L de bactérias lular de leveduras floculantes em fase
Ja ocorre separacédo de fases entre na suspenséo celular. (Fonte: Ludwig et al, 1996)

A, Lipoteicoico

Figura 5: Representagcdo esquemaética da parede celular de bactérias Gram positivas.
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estacionaria de crescimento, e observa-
ram proteinas de PM de 20 a 85 KDa e
glicoproteinas de 40 a 80 KDa, sendo
as proteinas dependentes de célcio para
flocular. Observaram também que pro-
vavelmente as proteinas do gene FLO1
(93 a 150 KDa) tem papel regulatério na
floculag@o, agindo diretamente na inte-
ragéolectina-carboidrato.

MECANISMO QUIMICO
DAFLOCULAGAO

Acredita-se que os grupos carboxi-
la da porgao proteica das glicoprotei-
nas (lectinas) tenham papel importan-
te neste processo, ligando-se as ma-
nanas ou fosfato que formam o com-
plexo de fosfomanas das células adja-
centes . Grupos aniénicos com-
ponentes da parede celular de células
adjacentes tornem-se ligados pelo cal-
cio, através de pontes de hidrogénio
entre os grupos carboxilicos das pro-
teinas da parede celular e os grupos
fosfato do esqueleto de fosfomana-
nas (LYONS & HOUGH, 1971).

Estaligagdoentrelevedurasvia pon-
tesde hidrogénio (formadas entre os gru-
pos carboxila das células adjacentes,
por meio de célcio) induzem auma “li-
gacao” conformacional determinan-
do assim a adesdo celular. (MILL,
1964b; STEWART etal, 1975).

Aligacao entre glicoproteinas (lec-
tinas) da superficie celular, unindo-se as
mananas dos carboidratos comple-
mentares de células adjacentes, é ati-
vada pelos ions célcio atuam como co-
fatores, (Figura 4) ativando a capacida-
de de ligagao de certos componentes de
lectinas com os carboidratos, mantendo
a configuragdo correta destas lectinas
essa é ateoria “lectin-like” . Sendo isto
sustentado pelo fato da parede celular
de leveduras floculantes conter uma
quantidade mais alta de prolina, lisina e
aspartato do que as leveduras néo flocu-
lantes (AMRI et al, 1982; MIKI et al,
1982a; TAYLOR & ORTON, 1978).

FLOCULAGAOPELO CONTATO
ENTREBACTERIAS INDUTORAS DA
FLOCULAGAOE OUTRAS CELULAS
A parede celular bacteriana (Figura
5) pode também estar associada a flo-
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Figura 7: Efeito do pH sobre a capacidade de Lactobacillus fermentum flocular as
células de Saccharomyces cerevisiae no tempo inicial e com 175 min.
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(Saccharomyces cerevisiae) por Lactobacillus fermentum CCT 1396, ap6s o tratamento
com a enzima proteolitica Novozyme 642, nas concentragdes de 0 a1500 //l.
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culagao celulare é formada de peptido-
glicano (mureina), que € um heteropoli-
mero formado por dois aminoaglcares
(N-acetil-glicosamina e &cido N-acetil-
muramico). A este Ultimo encontra-se li-
gadas, covalentemente, cadeias laterais
de tetrapeptideos, normalmente com-
posto de L-alanina, D-glutamato, meso-
diaminopimélico (ou outro aminoacido di-
aminico) e D-alanina. Nas bactérias
gram (+), responsaveis pela floculagéo,
aproximadamente 90% da parede sé&o
compostos de peptidoglicano, além de
acido teicdico e acido lipoteicoico
(PELCZAR et al, 1996; TRABULSI &
ALTERTHUM, 2004).

MECANISMODAFLOCULAGAO
ENTREBACTERIAS ELEVEDURAS
Omecanismode floculagdo que ocor-
re entre as células de bactérias conta-
minantes da fermentagao alcoélica e
asleveduras, estaassociadoaoconta-
tofisico entre aparede celular dos do-
is microrganismos, existindo umarela-
¢do otima entre a quantidade de célu-
las de bactéria e levedura para causar
a floculagéo, que segundo YOKOYA &
OLIVA-NETO (1991) por contagem mi-
croscopica estda em 4,8 (bacté-
ria/levedura), o que explica a apari¢do
repentina de floculagdo emindustrias de
produgado de etanol, quando ocorre um
aumento da contaminagdo bacteriana
principalmente por Lactobacillus fer-
mentum. AFigura 6 mostra que a partir
de 1,38 g/L de biomassa seca de L. fer-
mentum CCT 1398 sobre uma suspen-
sdo de S.cerevisiae, ocorre separagao
defasesdevidoaintensafloculagéo celu-
lar. (LUDWIG et al. 1996) Segundo
BROMBERG & YOKOYA (1995) residu-
os de aminoacidos da superficie de Lac-
tobacillus fermentum e residuos de car-
boidratos das leveduras s&oresponsa-
veis pelo desenvolvimento do fendmeno
dafloculagdo.Asreagdes comvariosrea-
gentes de modificagao proteica indica-
ram que o grupo indol do triptofano e o
grupo hidroxil fendlico da tirosina de-
vem estar presentes na superficie ce-
lular bacteriana para a floculagéo
ocorrer. Oresiduo do carboidrato na su-
perficie celular de leveduras, que é res-
ponsavel pela ligagao, é provavelmente

manana que tem sido demonstrado por
experimentos de inibigdo por aguca-
res (SANTOS &YOKOYA, 1993).

METODOSDE
DESFLOCULAGAO CELULAR

As destilarias de produgao de bioeta-
nol utlizam como método de controle da
floculagdoindesejavel, otratamento aci-
do do fermento. Tal procedimento con-
siste naacidificagdo comacido sulfdrico,
depositado diretamente sobre a suspen-
séo de levedura, e o consequente abai-
xamento do pH para a faixade 2,0 a 2,5.
Isso produz umarapida desfloculagéo ce-
lular devido a competicao dos ions Hi-
drogénio pelos sitios ligagdo onde os
ions calcio estavam ligados. Como o hi-
drogénio ndo possui a capacidade de in-
duziraformagado de flocos, ascélulasse
separam, e este procedimento auxilia di-
minuindo a formagao de flocos durante a
fermentagdo. Porém tal reversao é tem-
poraria, pois com a introducdo da sus-
pensdo de leveduras acidificadas no
mosto, ocorre aumento do pH (pH entre
3,8 € 4,5) 0 que novamente induz a for-
macaode flocos.

Na Figura 7 é demonstrado o efeito
do pH na desfloculagdo celular, esta
ocorrendo comadiminui¢do do pH, nota-
se que acima de pH 3,0 j& ndo ha mais
desfloculagao, pois diminui a turbidez da
suspensao celular provocada pelo rea-
parecimento dafloculag&o.

Asfiguras 8 e 9 mostram que ha alter-
nativas adesfloculagao celularvia acido.
Tanto enzimas carboidrases como prote-
ases podem desflocular o fermento de
forma irreversivel, ou seja, mesmo alte-
rando-se o pH do mosto durante a fer-
mentacao alcodlica, ndo ha reverséo da
desfloculagao quando se utilizaum méto-
doenzimatico. Porém neste caso, alimi-
tacdo € econdmica, uma vez que o trata-
mento enzimatico é incompativel com o
custo do tratamento &cido, razdo pela
qual ainda continua sendo usado acido
nafermentag&o alcodlica.
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INTRODUGAO

Aé4gua é um dos recursos naturais fun-
damentais para a vida e para as diferentes
atividades humanas, proporcionando sad-
de e conforto por meio de seus incontaveis
usos.

Aqualidade da agua, por si s6 (em parti-
cular a qualidade microbioldgica da agua),
tem uma grande influéncia sobre a nossa
salde. Se néo for adequada, pode ocasio-
nar surtos de doengas e causar sérias epi-
demias.

Os riscos a saude, associados a agua,
resultam da polui¢o da agua causada por
elementos microbiolégicos (bactérias e vi-
rus) ou quimicos (metais e pesticidas). E
ainda vai mais além, se observarmos que a

4. Thereza Christina VVessoni Penna
Profa. Dra. Titular do Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo

agua parada é o bergo de vetores como o
Aedes aegypti, transmissor da dengue.

Quando falamos em &gua para utiliza-
G&o na area da saude (hospitais, clinicas, in-
dustrias médicas e farmacéuticas), nos refe-
rimos a um tipo de &gua com elevado grau
de pureza necessario para nao contaminar
0s processos e produtos, evitando assim,
riscos aos pacientes.

Portanto, na area da salide, a agua pota-
vel é especialmente tratada, por modernos
sistemas de purificagdo de agua, como a 0s-
mose reversa, capazes de remover particu-
las, bactérias e endotoxinas (substancias
presentes na célula de bactérias e que
quando entram em contato com a corrente
sanguinea, causam terriveis febres).

Figura 1: Sistema Petrifilm®
(3M, St. Paul, MN, USA)
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TABELA 1. PARAMETROS PARA QUALIDADE DA AGUA PARA HEMODIALISE

PARAMETRO
Coliforme total
Contagem de bactérias heterotréficas
Endotoxinas

Este tratamento especial confere a agua
niveis de seguranca, exigidos para aqueles
tipos de agua utilizados, por exemplo, na
preparacdo de medicamentos administra-
dos por via venosa e em segdes de hemo-
dialise.

Por meio de pesquisa de bactérias hete-
rotréficas (que decompdem matéria organi-
ca) uma industria que fabrica e comercializa
produtos para a saude (agulhas, cateteres,
oxigenadores de sangue e dialisadores), re-
alizou um estudo abordando as etapas de
tratamento para purificagéo da agua utiliza-
da na fabricagdo de seus produtos, de-
monstrando a importancia da qualidade da
agua nas industrias e estabelecimentos de
saude.

Neste estudo, a espécie Flavimonas ory-
zihabitans (também conhecida como Pseu-
domonas oryzihabitans) foi a bactéria identi-
ficada com maior freqiiéncia, em diferentes
etapas do sistema de purificacéo de agua.

Este estudo foi apresentado a uma con-
ceituada clinica de hemodiélise, igualmente
consciente da importancia da qualidade da
4gua nos seus processos, despertando inte-
resse em realizar esta pesquisa na &gua pa-
ra hemodialise, assunto este que quando
concluido, sera publicado.

Esta clinica, além de cumprir com todas
as exigéncias legais de controle de qualida-
de da agua para hemodidlise (monitoragéo
mensal realizada por laboratorios credenci-
ados junto a Rede Brasileira de Laboratori-
os Analiticos em Salde - REBLAS), segue
uma sistematica alternativa realizada pela
propria clinica, utilizando o sistema Petri-
film® (Figura 1), que fornece dados impor-
tantes para assegurar a qualidade da &gua
utilizada na clinica.

Diversos métodos microbiol6gicos, co-
mo a filtragdo da agua em filtro especial
(membrana filtrante) e semeadura em pro-
fundidade (mistura de uma amostra de
agua com um &gar), tém sido largamente
empregados no monitoramento da qualida-
de da agua para verificagdo da presenca de
microrganismos.

A patogenicidade (capacidade de cau-
sar doenga) destes microrganismos ndo de-
pende apenas de suas habilidades de pro-
duzir toxinas, mas também depende da re-
sisténcia do hospedeiro. Qualquer micror-
ganismo é patogénico em potencial, caso
encontre um hospedeiro debilitado.

VALOR MAXIMO PERMITIDO

Auséncia em 100 mL
200 UFC/mL
2 UE/mL

Os principais géneros patogénicos
sao: Salmonella, Shigella, Vibrio, Yersi-
nia, Escherichia, Klebsiella e Enterobac-
ter[1].

Doentes renais cronicos (com perda
irreversivel da fungédo dos rins) necessi-
tam geralmente de 3 segbes semanais
de hemodidlise, onde a filtragédo ou “lim-
peza” do sangue é realizada por um rim
artificial, o dialisador (Figura 2), ajudado
poruma maquina de hemodidlise (Figura
3),que através umasolugdo aquosa con-
tendo ingredientes eletroliticos especifi-
COs.

Em cada uma das seg¢des de hemo-
dialise sdo utilizados em média 120 litros
de aguaespecialmente tratada paraesta
finalidade e muitas das inflamacgdes e re-
acgdes adversas sentidas pelo doente re-
nal séo causadas por contaminacao bac-
terianadas solugdes de didlise 2, 3, 4].

A &gua para hemodiélise é aquela
que atende aos requisitos da agua pota-
vel e que foi submetida a um tratamento
adicional, por processo apropriado, para
reduzir componentes quimicos e micro-
biologicos [5]. Segundo a Resolugéo da
Diretoria Colegiada da Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitéria (Anvisa), a RDC
n® 154, os parametros de qualidade da
agua parahemodialise (Tabela 1) devem
serrigorosamente obedecidos e monito-
rados mensalmente por um laboratério
credenciado, utilizando métodos oficiais
deanalises daqualidade da dgua[6].

Mas, devido a periodicidade mensal
destas analises, o intervalo de um resul-
tadoaooutrochegaalevar45dias e este
éum periodo muitolongo para assegurar
aseguranca dos pacientes em hemodia-
lise.

Entdo, para garantir a qualidade da
agua, durante este intervalo, o Instituto
de Hemodidlise Sorocaba (IHS) tem rea-
lizado desde janeiro de 2007, o controle
interno de qualidade da &gua, utilizando
o sistema Petrifilm® para analise microbi-
ologica, além de realizar também anali-
sesfisico-quimicas e de endotoxinas.

O SISTEMA DE TRATAMENTO DE
AGUAE O PETRIFILM®

O sistema de tratamento de agua do
IHS (Figura 4) é composto por trés etapas
distintas:




- Pré-tratamento da agua (oriunda de
poco artesiano e abastecimento pU-
blico) através de filtragéo em leito de
areia, abrandamento e filtracdo em
carvao ativado.

- Osmose reversa (dois modulos em
paralelo).

- Reservatério de agua tratada com-
posto de trés “loops” de distribuicdo
que abastecem as maquinas de he-
modidlise e as salas de reprocessa-
mento de materiais.

Enquanto foram realizadas analises mi-
crobioldgicas pelo laboratério credenciado
junto a REBLAS, nos 4 pontos especificos
do sistema de tratamento de &gua da clini-
ca (Pré-tratamento, “loop” 1, “loop” 2 € “lo-
op” 3), totalizando 40 andlises por métodos
convencionais, o controle de qualidade in-
terno da clinica realizou 200 anélises no
mesmo periodo. Isto incluiu, além dos pon-
tos citados, também a analise de amostras
de &gua do filtro de carvéo, apontado como
um dos grandes vildes dos sistemas de puri-
ficagdo de agua[7].

O sistema Petrfilm® consiste de uma pla-
ca de papel quadriculado recoberto com nu-
trientes desidratados e um gel hidrossolu-
vel a frio com corante indicador, protegido
por um filme plastico superior transparente
[8].

Para seu funcionamento, basta adicio-
nar assepticamente, 1 mL de amostra de
agua sobre o Petrifilm®. Seus nutrientes se
hidratam, o gel solidifica a mistura e entao
ele é deixado em uma incubadora a 37°C
por 48 horas.

O corante presente no gel produz colo-
racdo avermelhada nos microrganismos,
tornando mais fcil sua visualizagéo e con-
tagem das unidades formadoras de col6nia
(UFC) desenvolvidas sobre a superficie do
Petrifilm®.

O nlimero limite de microrganismos que
se desenvolvem e formam as coldnias visi-
veis de bactérias sobre a superficie do Pe-
trifilm® & de 50 UFC/mL. Valores acima des-
te limite funcionam como alertas as clini-
cas, indicando que acgdes quanto a qualida-
de da &gua devem ser tomadas, para pre-
servar o paciente renal.

Andlises para detectar a presenga de
endotoxinas também foram realizadas tan-
to pelo laboratorio credenciado quanto pelo
controle de qualidade da clinica.

RESULTADOS

As monitoragdes mensais realizadas
pelo laboratério credenciado apresentaram
0s seguintes valores maximos (expressos
emlog,, UFC/mL) de carga microbiana:

1,1log,, UFC/mL no pré-tratamento;
1,5log,, UFC/mLno “loop” 1;
1,6 log,, UFC/mLno “loop” 2;
1,4 log,, UFC/mLno “loop” 3.

Ja as monitorac@es realizadas pelo con-
trole de qualidade da clinica, apresentaram
0s seguintes valores maximos (expressos
emlog,, UFC/mL) de carga microbiana:

0,5log,, UFC/mL no pré-tratamento;

1,7 log,, UFC/mL no filtro de carvao ati-
vado;

1,4log,, UFC/mLno “loop” 1;

1,0log,, UFC/mLno “loop”2;

1,3log,, UFC/mLno “loop” 3.

As andlises de presenga de endotoxi-
nas realizadas pelo laboratorio credenciado
apresentaram resultados inferiores a 2
UE/mL em todas as amostras de agua ana-
lisadas durante o periodo avaliado.
Enquanto os resultados encontrados pelo
controle de qualidade da clinica foram infe-
riores a 0,25 UE/mL em todas as amostras
analisadas durante 0 mesmo periodo.

CONSIDERAGOES FINAIS

0 uso do sistema alternativo Petrfilm®,
mesmo que ainda ndo tenha sido reconhe-
cido pelos drgdos oficiais como método
aprovado para monitorag&o microbioldgica,
¢ uma importante ferramenta auxiliar no
controle da qualidade da &gua para hemo-
dialise.

Os resultados obtidos com este sistema
foram muito semelhantes aos resultados ob-
tidos através dos métodos convencionais,
fornecidos pelos laboratdrios credenciados
junto aos 6rgdos oficiais.

O método alternativo de monitoragéo mi-

RasabiataHes
de
distribuigas

200 L

crobioldgica apresenta facil manuseio e pro-
duz rapidos resultados em relagdo ao moni-
toramento exigido pela legislacéo vigente.

Como vimos aqui, a terapia de hemo-
dialise constitui um importante suporte para
a vida de pacientes renais cronicos. E a
4gua é o principal ingrediente desta pratica.

Portanto, o monitoramento frequiente
desta &gua, com répidos resultados, torna-
se imprescindivel para as decisdes que vi-
sam a saude do paciente.
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A gastroenterite aguda € uma das do-
encas mais freqlientes em humanos (30).
Em paises industrializados, a diarréia in-
fecciosa aguda é uma das maiores cau-
sas de morbidade em criangas e jovens, o
que representa uma grande perda econo-
mica, em custos indiretos e médicos (10).
Estima-se que aincidéncia de diarréiaem
criangas menores de 11 meses seja de
3,8 episodios por ano por crianga e de 2,1
episodios por ano para cada crianga de
um a quatro anos de idade (35). Embora
ha muito tempo se suspeitasse de que mu-
itas gastroenterites infantis agudas pode-
riam ter etiologia viral, as tentativas para
se caracterizar o virus, ou grupo de virus
responsavel por estes quadros foram sem-
pre mal sucedidas. Tal situagdo s6 pdde
ser modificada apds 1970 quando foram
empregadas técnicas de microscopia ele-
tronica para exame direto das fezes, o
que tornou possivel a visualizagao de par-
ticulas virais em fragmentos de mucosa
duodenal ou em amostras fecais (10).
Dentre a multiplicidade de particulas vira-
is, visualizadas por microscopia eletréni-
ca, as que podem ser relacionadas etiolo-
gicamente com quadros agudos de diar-
réia s&o os rotavirus, adenovirus, calicivi-
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rus e astrovirus (10,18). Aparticipagéo de
cada um destes agentes em casos de gas-
troenterites pode ser observada na Figura
1(23).

ROTAVIRUS

Os rotavirus séo considerados como o
principal agente etioldgico causador de di-
arréias. A cada ano os rotavirus infectam
111 milhdes de criangas com menos de cin-
€0 anos, que apresentam quadros clinicos
de diarréia e sdo tratadas em casa; 25 mi-
Ihdes de criangas a cada ano procuram tra-
tamento médico e 2 milhdes de criangas
nesta faixa etéria sdo hospitalizados; sdo
observadas 440 mil mortes entre os casos
mais graves, ou seja, 1.205 mortes por dia
em todo o mundo. Em paises extrema-
mente pobres, os rotavirus séo responsa-
veis por 82% das mortes em criangas com
menos de cinco anos (35).

No Brasil, a freqliéncia de diarréias as-
sociadas a rotavirus variade 12% a42% e
0 Ministério da Saude estima que hoje cer-
ca de 2.500 criangas de menos de cinco
anos morrem desse mal por ano (26).

Os rotavirus sd@o membros da familia
Reoviridae, género Rotavirus. Atualmen-
te, encontram-se descritas cinco espéci-
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es, Rotavirus A, B, C, D e E, bem como du-
as espécies tentativas, Rotavirus E e F
(12).

A particula viral tem morfologia esféri-
ca, simetria icosaédrica, com 100 nm de
didmetro e ndo apresenta envelope lipo-
protéico. O capside viral é constituido por
trés camadas protéicas concéntricas (Fi-
gura 2) (48). Acamada interna do cépside,
ou core viral, é constituida por quatro pro-
teinas: a proteina VP1 (125 Kd), que é a
polimerase viral; a proteina VP3 (88 Kd),
que tem atividade de guanilil transferase;
€ mais externamente, a proteina VP2 (94
Kd), responsavel pela ligagdo do RNA ao
interior do core e necessaria para a ativi-
dade de replicase da VP1. Circundando o
core, tem-se o capside interno, constitui-
do pela proteina VP6 (46 Kd), que possui
propriedades imunogénicas. Na terceira
camada, o capside externo contém duas
proteinas estruturais: a proteina VP4 (88
Kd), que representa as espiculas da parti-
cula viral, e a glicoproteina VP7 (38 Kd)
(10).

O genoma dos rotavirus é constituido
por 11 segmentos de RNA de fita dupla
(dsRNA), com pesos moleculares que vari-
amde 0,6 a 3,3 Kbp, 0 que permite sua se-




paracdo por técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida. Cada segmento co-
difica para pelo menos uma proteina, e a
correspondéncia entre os segmentos do
dsRNA e as proteinas do rotavirus € bem
conhecida conforme mostra a Figura 2
(10,13,48).

As espécies de rotavirus correspon-
dem a classificagéo antigénica de grupos
soroldgicos (A, B, C, D, E, F e G). Os rota-
virus mais freqiientemente encontrados
em todas as espécies animais pertencem
aogrupoA(12).

Os demais grupos, anteriormente cha-
mados de rotavirus atipicos ou para-
rotavirus, sdo mais raramente encontra-
dos. As demais classificagdes sorologi-
cas, subgrupo e sorotipo, estdo estabele-
cidos apenas para os rotavirus do grupo
A. O antigeno de subgrupo esta situado
no polipeptidio VP6 do capside interno.
Atualmente, sé@o reconhecidos quatro sub-
grupos distintos, I, I, e lle ndo Indo Il, sen-
do detectados por ensaio imunoenzimati-
co ou por hemaglutinag&o por imunoade-
réncia (10, 30).

Os antigenos que determinam o soro-
tipo estdo localizados nas duas proteinas
do capside externo dos rotavirus: a glico-
proteina VP7, codificada, dependendo da
cepa, pelos segmentos gendmicos 7, 8 ou
9; e aproteina VP4, codificada pelo quarto
segmento gendmico. Inicialmente, acredi-
tava-se que a glicoproteina VP7 constitu-
isse o determinante primario da especifici-
dade de sorotipo, enquanto que a proteina
VP4 teria um papel secundario. Entretan-
to, sabe-se atualmente que as duas prote-
inas possuem papéis igualmente impor-
tantes na imunogenicidade dos rotavirus.
De acordo com a proposta de nomenclatu-
ra binaria para os sorotipos de rotavirus, a
especificidade antigénica da glicoproteina
VPT7 dos sorotipos estabelecidos de rota-
virus é designada utilizando-se a letra G,
de glicoproteina. A nomenclatura propos-
ta para a especificidade antigénica da pro-
teina VP4 é a utilizagéo da letra P, pelo fa-
to de esta proteina ser sensivel a protea-
ses (10, 30).

Sé&o atualmente bem estabelecidos 15
sorotipos/gendtipos G de rotavirus do gru-
poA, designados G1a G15. Em amostras
de rotavirus de humanos, sdo mais fre-
qlentemente encontrados os sorotipos
G1a G4, G8, G9e G12. Entretanto, 0s so-
rotipos G5, G6, G10 e G11, freqiientemen-
te isolados em animais, também foram
descritos em amostras de rotavirus de hu-
manos. Em amostras de rotavirus de ani-
mais sao identificados principalmente os
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Figura 1: Participacdo dos principais agentes etiolégicos de gastroenterites nos casos
de diarréia em criangas, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (24).
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Figura 2: Genoma e proteinas correspondentes a cada segmento de dsRNA,
localizagdo das proteinas no capsideo viral e na estrutura tridimensional da particula
de rotavirus. VP: proteina viral; NSP: proteina n&o estrutural (48).
http://www.reoviridae.org/dsrna_virus_proteins/rotavirus%20figure.htm.

sorotipos G5 e G11 em suinos e G6, G8,
G10e G15embovinos. Os gendtipos G13
e G14 foram identificados exclusivamente
em amostras de rotavirus de equinos e o
G7, somente em amostras de rotavirus de
aves (10, 30).

Com relagdo a proteina VP4, existem
descritos 15 sorotipos P de rotavirus. Esta
proteina dos rotavirus tem sido também
caracterizada pela seqliéncia de nucleoti-
deos ou por hibridizagdo com sondas de

acido nucléico, sendo estabelecidos 27 ge-
notipos P, designados P[1] a P[27] (10,
27). Em amostras de rotavirus de huma-
nos, sao mais freqlientemente encontra-
dos os genoétipos P[4], P[6] e P[8]; este ulti-
mo corresponde a aproximadamente 74%
dos casos relatados em humanos em todo
0 mundo (43). Além disso, os gendtipos
P[3], P[9], P[10] e P[14] foram descritos
em amostras de rotavirus de humanos
(10, 30).




Estudos de epidemiologia molecular
tém evidenciado que os tipos G1P1A[8],
G2P1B[4], G3P1A[8] e G4P1A[8] s&o os
mais comumente encontrados em diver-
sos paises (43). No Brasil, além desses ti-
pos, tem sido relatado o sorotipo G5, ca-
racteristico de suinos, infectando criangas
(7). O sorotipo G9 é considerado emer-
gente, tendo sido descrito em muitos pai-
ses, inclusive no Brasil. Além disso, ainda
no Brasil, existem varios relatos de dife-
rentes associagdes entre os genotipos P e
G, como por exemplo, G1P1B[4],
G2P1A[8] ou G2P2A[6], em amostras de
rotavirus de humanos (1, 3, 31).

Os rotavirus replicam-se nas células
do topo das vilosidades intestinais, ndo
sendo atingidas as células que formamas
criptas de Lieberkuhn. O exame de cortes
finos, a microscopia eletrénica, mostra en-
terocitos vacuolizados contendo rotavi-
rus. O processo infeccioso instala-se rapi-
damente, em aproximadamente 48 ho-
ras, entrando em regress&o ao fim de trés
a cinco dias, apesar de os virus poderem
ser eliminados, ainda, por oito dias e, em
alguns casos, até cerca de 40 dias. Are-
constituicdo dos enterocitos faz-se lenta-
mente, 0 que pode ser considerado uma
das causas da longa duragéo dos qua-
dros diarréicos por rotavirus; a outra cau-
sa seria que, eventualmente, ocorre um
acentuado aumento do peristaltismo no
ileo inflamado. No caso das gastroenteri-
tes ocasionadas por rotavirus, o fluxo da
agua e eletrélitos no intestino torna-se al-
terado ndo s6 por lesdo do enterdcito,
mas também por perturbagdes do proces-
so de reabsorgao de fluidos intestinais.
Recentemente, foi relatado que a protei-
na ndo estrutural NSP4, produzida duran-
te ainfecg@o viral, tem atividade de ente-
rotoxina, sendo a primeira enterotoxina vi-
ral descrita (30, 38).

Ainfeccéo por rotavirus é seguida do
aparecimento de anticorpos das classes
IgM e IgG. Ao nascer, 73 a 80% das crian-
cas possuem anticorpos do tipo IgG con-
tra rotavirus, de origem materna, haven-
do depois um declinio acentuado dos mes-
mos, seguido de elevagéo a partir do sex-
tomés; aos 18 meses, 50% a 90% das cri-
angas possuem anticorpos contra rotavi-
rus (10).

Os estudos sobre ainfecgao de bezer-
ros e suinos por rotavirus evidenciam que
a imunidade local, no intestino, esta rela-
cionada com a presenga de anticorpos se-
cretores de tipo IgA no limen intestinal,
nao importando se estes foram elabora-
dos localmente, ouingeridos com o colos-

tro ou como leite, situacéo esta idéntica a
que ocorre nas infecgdes humanas. Além
da amamentacao natural, que explicaria
a baixa incidéncia dos quadros de gastro-
enterite por rotavirus e sua benignidade
emrecém-nascidos, outros elementos pa-
recem interferir, como a ocorréncia no lei-
te de fatores inespecificos de agao antivi-
ral (10, 30).

A grande maioria das criangas € infec-
tada durante o periodo compreendido en-
tre 0s seis meses e 0s seis anos de idade.
Em criangas menores de um ano com qua-
dros de gastroenterite, aproximadamente
25% dos casos sdo positivos para rotavi-
rus. Esta percentagem atinge valores de
até 90% entre um e trés anos, para decres-
cer a cerca de 30% em criangas de quatro
aseisanos (10).

O periodo de incubagéo do virus é de
24 a 48 horas, seguido de vémitos por trés
dias e diarréia por cinco a oito dias (33). As
manifestagdes clinicas mais comumente
observadas sdo diarréia, vomito, febre, de-
sidratagéo e dor abdominal. A maioria dos
relatos clinicos sobre quadros com impli-
cacao etioldgica por rotavirus faz referén-
cia a casos autolimitados com graus leves
de desidratagdo (10).

Aexcregdo maxima de virus ocorre en-
tre oterceiro e o quarto dia da doenca, sen-
do possivel encontrar cerca de 10" parti-
culas por grama de fezes. Com a idade de
quatro anos, amaioria das pessoas ja foi in-
fectada e é imune a sindrome grave, mas
indculos altos ou imunidade diminuida po-
dem produzir doenga leve em criangas mai-
ores € em adultos. Tém sido descritos ca-
sos de reinfecgdo, provavelmente ocasio-
nados por sorotipos diferentes dos res-
ponsaveis pela infecgdo inicial. Em adul-
tos, as infecgdes estdo normalmente asso-
ciadas a individuos que possuem um es-
treito relacionamento com criangas infec-
tadas, além terem sido relatados surtos
em adultos causados por rotavirus das es-
pécies Be C, maisraros (10).

Os rotavirus séo de facil transmisséo
nos ambientes familiar e hospitalar. Parti-
cularmente em bercarios, onde podem
ocorrer condigdes para uma longa perma-
néncia de rotavirus viaveis, diante da fre-
qUiéncia com que os recém-nascidos, pou-
co depois da admissao, apresentam sinto-
mas de infecc&o. Esta pode surgir sob a for-
ma de diarréia muito discreta, ou mesmo
sem sintomas manifestos. N&o esta defini-
do se esta diferenga resulta de uma defesa
mais eficiente pela agéo de anticorpos ma-
ternos, ou se advém da presenga de fato-
res fisioldgicos ainda n&o identificados.

Embora se saiba que no colostro e no leite
materno podem encontrar-se anticorpos
especificos da classe IgA, cujo titulo, noen-
tanto, cai rapidamente, ndo esta ainda es-
clarecido em que medida o leite exerce
seu papel protetor nos paises em desen-
volvimento, onde a amamentag&o natural
muitas vezes se prolonga bem depois dos
seis meses, periodo em que a doenca por
rotavirus também é mais freqtiente (30).

Em criangas imunodeficientes, ha cer-
ta tendéncia para a evolug&o cronica dos
quadros de gastroenterite (10).

Né&o existem evidéncias que permitam
concluir sobre a existéncia de portadores
adultos de rotavirus, muito embora no ho-
mem, como em outras espécies animais,
possa ocorrer 0 estado de infecgdo sem
quaisquer sintomas aparentes. Para isto,
deve contribuir, além de certo grau de imu-
nidade por infeccbes anteriores, a ocor-
réncia de cepas avirulentas de rotavirus,
cuja existéncia, no entanto, ndo foi com-
provada (10).

Adistribuicao estacional das infecgdes
por rotavirus evidencia uma marcada pre-
feréncia pelos meses de temperaturas mé-
dias e com baixa umidade relativa do ar
(30).

Inicialmente, foi encontrada grande difi-
culdade no cultivo dos rotavirus em cultu-
ras celulares, o que levou ao desenvolvi-
mento de técnicas de diagndstico através
da identificacdo direta dos virus nas fezes,
onde esté@o presentes em numero eleva-
do, a0 redor de 10" particulas virais/grama
defezes (10, 25).

Para 0 exame direto do material fecal,
€ possivel recorrer a uma série de técnicas
nao imunoldgicas, das quais as mais utili-
zadas sdo a microscopia eletronicae aele-
troforese do genoma dsRNAem gel de poli-
acrilamida. As técnicas imunolégicas mais
utilizadas s&o o ensaio imunoenzimatico e
aaglutinagéo de particulas de latex e iden-
tificam apenas os Rotavirus A. Podem ain-
da ser utilizadas as técnicas de imunoele-
tromicroscopia, imunoeletrosmoforese,
imunofluorescéncia, radioimunoensaio e
fixagdo do complemento (10, 30).

A eletroforese em gel de poliacrilami-
da, que separa o RNA segmentado dos ro-
tavirus em 11 bandas, cuja localizagéo no
gel depende de seu peso molecular, per-
mite 0 estudo dos rotavirus de acordo com
os tipos eletroforéticos. Algumas caracte-
risticas eletroforéticas podem permitir a
distincéo dos rotavirus dos grupos A e de
grupos ndo-A. Lancando méo desta técni-
ca, pode-se realizar o diagnostico labora-
torial das infecgdes intestinais por rotavi-




rus, uma vez que em material fecal s6 es-
tes virus possuem um genoma com seme-
Ihantes caracteristicas (Figura 2) (20, 37,
48).

Para a sorotipagem de rotavirus, im-
portantes em estudos epidemioldgicos,
tém sido utilizadas as reagdes imunoenzi-
maticas com anticorpos monoclonais espe-
cificos para grupo, subgrupo e sorotipo
(30).

Com o avancgo da biologia molecular,
surgiram as técnicas que atualmente for-
necem dados mais especificos e comple-
tos sobre os rotavirus circulantes em uma
populagéo: a reagéo de transcri¢éo rever-
sa (RT) seguida pelareagdo em cadeia pe-
la polimerase (PCR polymerase chain re-
action) e o sequenciamento gendmico.
Estas duas técnicas, disponiveis para os
genotipos G e P, permitem a caracteriza-
¢ao de amostras que ndo podem ser clas-
sificadas pelos métodos sorolégicos, além
de detectar possiveis misturas de genoti-
pos em umamesma amostra (10, 30).

Estima-se que a vacinagéo de criangas
contra os rotavirus seria capaz de prevenir
amorte de 352.000 a 592.000 de criangas
a cada ano. Ha mais de duas décadas a
Organizagdo Mundial da Saide OMS
(World Health Organization WHO) e Alian-
ca Global para Vacinagdo e Imunizagdo
(Global Aliance for Vacination and Imuni-
zation GAVI) identificaram a vacina de ro-
tavirus como uma das prioridades a serem
desenvolvidas, especialmente visando a
vacinagdo em regides da Africa, Asia,
india e China, onde ocorrem 90% das mor-
tes (10).

Aprimeira vacina que completou os tes-
tes clinicos e foi liberada para uso foi a vaci-
na tetravalente Rotashield-RRT™, Wyeth
Lederle Vaccines, Philadelphia. A vacina
era composta por quatro virus vivos, sendo
um atenuado (MMU18006 de macaco Rhe-
sus, com especificidade para o sorotipo G3
humano), e trés virus recombinantes, con-
tendo este mesmo virus com um Gnico ge-
ne (VP7) substituido, correspondendo aos
sorotipos G1, G2 e G4 humanos. Esta vaci-
na demonstrou, durante os testes clinicos,
alta eficiéncia (90%) contra casos graves
de diarréia por rotavirus € 60% contra todos
os casos de infecgdes por rotavirus. Foi li-
cenciada em outubro de 1998, nos Estados
Unidos, e recomendada para uso oral, em
trés doses, aos 2, 4 e 6 meses de idade. No-
ve meses apos sua liberagéo, aproximada-
mente 600 mil criangas haviam sido vacina-
das com trés doses de vacina. Em junho de
1999 foram diagnosticados 15 casos de in-
tussuscepcéo (obstrucdo aguda do intesti-

no) em criangas, em até duas semanas
apos a vacinagdo com a Rotashield™. Em
julho deste mesmo ano, o Centro de Con-
trole e Prevengéo de Doengas (CDC Cen-
ter for Diseases Control and Prevention)
nos Estados Unidos, suspendeu temporari-
amente 0 uso desta vacina em territorio
americano. Em outubro de 1999, 98 casos
de intussuscepgao foram reportados, sen-
do que 60 ocorreram sete dias ap6s a apli-
cacao da primeira, segunda ou terceira do-
se da vacina. O Comité Assessor para a
Pratica de Imunizagbes (ACIP Advisory
Committee on Inmunization Practices) can-
celou a recomendacgao de uso da RRV-TV
(15,21).

Atualmente algumas vacinas est&o li-
cenciadas ou em testes finais. A vacina
pentavalente bovino-humana, RotaTeq®,
produzida pelo laboratério Merck Sharp &
Dohme, EUA contém cinco virus obtidos
por recombinagéo genética. Quatro virus
recombinantes expressam uma das prote-
inas do capsideo externo da amostra hu-
mana de rotavirus (G1, G2, G3 e G4) e as
demais proteinas do rotavirus de bovino
original WC3, (P7[5]G6). O quinto recom-
binante, expressa a proteina VP4 do rota-
virus humano (P1A[8]) e as demais protei-
nas do virus bovino original. O resultado fi-
nal é uma vacina pentavalente que ofere-
ce protegao contra os genétipos G1, G2,
G3, G4 e P1A[8], que representam 75%
dos casos de rotavirus identificados em to-
do o mundo. No total, os estudos da Rota-
Teq® envolveram mais de 72 000 crian-
cas, para verificar a ocorréncia de intus-
suscepgao. Os resultados demonstraram
eficacia de 74% para protegéo contra qual-
quer gastroenterite por rotavirus e 98%
contra formas graves de infeccdo. Além
disso, durante afase de testes a vacina de-
monstrou ndo aumentar o risco de intus-
suscepgao nos lactentes que foram vaci-
nados. Avacina é administrada por via oral
em 3 doses: aos dois, quatro e seis meses
de idade. A primeira dose deve ser admi-
nistrada somente a criangas entre 6 e 12
semanas de idade, e a série deve estar
completa antes de 32 semanas de idade.
Esta vacina encontra-se licenciada nos
EUAdesde fevereiro de 2006 e também no
México e aguarda o licenciamento na Euro-
pa. No Brasil, a vacina foi licenciada em
abril de 2008. Até 15 de fevereiro de 2007,
foram distribuidas 3,6 milhdes de doses de
vacinas nos Estados Unidos e os dados da
vigilancia do CDC, do FDA e do fabricante
da vacina ndo sugerem nenhuma associa-
¢a0 da administragéo desta vacina comin-
tussuscepgéo (15,21).

Outra vacina comercializada atual-
mente, denominada Rotarix®, do labora-
torio GlaxoSmithKline, € monovalente e
preparada com uma amostra rotavirus hu-
mano atenuado P1A[8]G1. Os resultados
do estudo pré-clinicos com mais de 60.000
criangas demonstraram uma eficacia de
cerca de 70% em prevenir qualquer forma
de gastrenterite por rotavirus e de 85% em
prevenir formas grave. Esta vacina tam-
bém nao foi associada a um aumento no
risco de intussuscepgéo e foi demonstrado
que ocorre protegao eficiente contra soro-
tipos diferentes do sorotipo vacinal. ARota-
rix® encontra-se licenciada em aproxima-
damente 65 paises daAmérica Latina, Afri-
ca, Asia e em paises da Unido Européia e
jafoi introduzida nos programas nacionais
de vacinagao no Brasil, Panama e Vene-
zuela(15,21).

No Brasil, primeiro pais a incluir a vaci-
na contra o rotavirus em seu sistema publi-
co de saude, a Rotarix® foi incorporada ao
Programa Nacional de Imunizagdes e a
sua aplicag&o rotineira iniciou-se em mar-
¢o de 2006 (6). A partir desta data, o Minis-
tério da Saude oferece, através do Siste-
ma Unico de Satide (SUS), a vacina contra
rotavirus ministrada em duas doses gratui-
tas: uma aos dois meses de idade e outra
aos quatro meses (30).

Na China, uma vacina monovalente en-
contra-se licenciada desde 0 ano 2000, e &
composta pela amostra de rotavirus de cor-
deiro Lanzhou (LLR), gendtipo P[12]G10.
Durante os testes clinico, criangas de seis
a 24 meses, apos receberem uma Unica
dose da vacina, apresentaram uma boa
resposta imune e sem evento adverso as-
sociado. Esta vacina esta disponivel em al-
gumas partes do pais, mas nao estainclui-
da em programas nacionais de imuniza-
¢ao(15).

Como tratamento, a amamentagao ao
peito ainda é uma das agdes protetoras de
melhor eficacia, pela imunidade que con-
fere e pelo poder protetor de fatores ines-
pecificos do leite. O tratamento indicado é
o restabelecimento do equilibrio através
de terapia de reidratagao oral ou, em ca-
sos graves, parenteral (30).

NOROVIRUS E SAPOVIRUS

Em 1972 a primeira amostra viral iden-
tificada como causa de gastroenterite agu-
da foi a cepa Norwalk, classificada atual-
mente como norovirus (22). Esta identifi-
cagédo consagrou 0s virus como agentes
etioldgicos de gastroenterites. Os norovi-
rus humanos sao os Unicos agentes virais
causadores de gastroenterites que ndo po-




dem ser cultivado em células, até o mo-
mento, e isto tém dificultado seu estudo
(10, 36). Atualmente, os norovirus sao re-
conhecidos como uma importante causa
da gastroenterite aguda em adultos e cri-
angas (18, 34), sendo considerados como
a segunda maior causa de gastroenterite
viralno mundo inteiro (Figura 1) (23).

Estes agentes sdo associados a gas-
troenterites esporadicas na comunidade e
grandes surtos epidémicos em hospitais e
outros locais institucionais (19). Recente-
mente, 0 CDC estimou que 96% dos rela-
tos de surtos epidémicos de gastroenteri-
tes ndo bacteriana nos Estados Unidos
sdo causados por calicivirus (44). A pre-
senca deste virus em surtos epidémicos
de gastroenterites agudas tém sido bem
documentadas, mas sua participagéo em
casos esporadicos de gastroenterites ain-
dando esta bem determinada (14, 17).

Os calicivirus pertencem a familia Cali-
civiridae, que compreende quatro géneros:
Lagovirus e Vesivirus, contendo virus de
animais, e Norovirus e Sapovirus que con-
tém os calicivirus humanos (11). O nome ca-
licivirus é derivado do latim calix, que signi-
fica calice e refere-se a depressdes em for-
ma de calice, visiveis na superficie do virus,
ao microscdpio eletronico (12, 17).

Aparticula viral € composta por um cap-
sideo protéico, ndo envelopado, com sime-
tria icosaédrica, e diametro de 27 a 40 nm.
(5). O capside viral € formado por 90 dime-
ros da proteina estrutural. O genoma viral
consiste de uma molécula linear de RNA
de fita simples de polaridade positiva
(+ssRNA) de 7,4 a 8,3 kb, contendo trés ja-
nelas abertas de leitura (ORF Open Rea-
ding frame). Para o virus Norwalk (NV), a
primeira ORF da extremidade 5' codifica
uma poliproteina com seqiiéncias seme-
Ihantes as proteinas ndo-estruturais dos pi-
cornavirus, incluindo a RNA polimerase de-
pendente de RNA. A ORF2 codifica a pro-
teina VP1, presente em maior quantidade
no capsideo. A ORF3, na extremidade 3'
do genoma, codifica uma proteina peque-
na VP2, associada ao virion. Uma proteina
encontra-se ligada covalentemente a ex-
tremidade 5' do RNA gendmico e a extre-
midade 3' é poliadenilada. Acredita-se que
essa proteina seja necessaria para infecti-
vidade do RNA viral e também para inicia-
cdodasintese do RNAviral (8,16).

No género Norovirus (NLV), existe uma
espécie definida, Norwalk virus, e cinco es-
pécies tentativas, uma de humanos, o vi-
rus Alphatron, duas de bovinos, uma de su-
inos e uma de murinos. O virus tipo Nor-
walk deve seu nome ao fato de ter sido iso-

lado de um surto de gastroenterite em alu-
nos e professores de uma escola primaria
de Norwalk, Ohio, surto este em que 50%
dos professores e alunos e 35% dos con-
tatos familiares adoeceram. A identifica-
¢do do agente etiologico foi feita por mi-
croscopia eletronica, e foi observado tra-
tar-se de um virus esférico com didmetro
entre 23 e 30 nm. O virus Norwalk é 0 agen-
te representativo de um grupo heterogé-
neo de virus, anteriormente chamados vi-
rus pequenos esféricos estruturados
(SRSV small round structured viruses) ou
virus semelhantes ao Norwalk (Norwalk-
like). A relagdo antigénica entre os muitos
membros desta espécie de virus sao com-
plexas e 0s agentes sdo normalmente iden-
tificados pelo local onde os surtos ocorre-
ram. Os NLV, espécie Norwalk virus, s&o
classificados em cinco genogrupos. Os ge-
nogrupos Gl e Gll contém a maioria dos no-
rovirus humanos. O genogrupo Glinclui oi-
to gendtipos; o Gl engloba 19 gendtipos,
humanos e de suinos. No GllI estdo dois
genotipos de norovirus bovinos, o GIV in-
cluiovirusAlphatron e o GV contém um ge-
nétipo de norovirus de camundongo
(5,12).

Os virus do género Sapovirus (SV)
tém, a microscopia eletronica, a morfolo-
gia mais caracteristica do calicivirus, com
estrutura mais definida que os norovirus.
Os SV, espécie Sapporo virus, séo tam-
bém classificados em cinco genogrupos.
Os genogrupos Gl e Gll apresentam, cada
um, trés gendtipos de virus de humanos. O
genogrupo Glllinclui dois gendtipos de sa-
povirus de suinos. O GIV e 0 GV contém,
cada um, um genotipo de sapovirus de hu-
manos (12, 17).

Ao contrario da gastroenterite ocasio-
nada por rotavirus, o quadro diarréico cau-
sado pelos norovirus tem uma curta dura-
¢ao, de 24 a 48 horas, com duragdo média
de 24 horas; ocorre com freqiiéncia em am-
biente familiar e escolas, atingindo, indis-
tintamente, criangas e adultos. Adiarréia é
mais freqiiente em adultos, enquanto uma
alta proporcéo de criangas apresenta vomi-
tos. O periodo médio de incubagéo é de
dez a 51 horas, com média de 24 horas, e
os sintomas sao idénticos aos da gastro-
enterite por rotavirus (nauseas e vémitos,
dores abdominais, diarréia e febre). Embo-
ra 0s sintomas normalmente desapare-
camdentrode 12a72horas, a excregao vi-
ral pode exceder 22 dias. Comparagdes
de caracteristicas clinicas da gastroenteri-
te causada pelos norovirus ou sapovirus
em criangas concluiram que os norovirus
induzem vémitos como principal sintoma

enquanto os sapovirus normalmente cau-
samdiarréia (17,24).

A transmissdo dos norovirus ocorre
através da via fecal-oral, e o virus conse-
gue atravessar o estdmago por ser resis-
tente a acidez. A infecgdo primaria ocorre
na porgao proximal do intestino delgado
com expansao das criptas, encurtamento
das microvilosidades, infiltragdo de célu-
las mononucleares e vacuolizagéo cito-
plasmatica. Ocorrem lesdes na mucosa in-
testinal, o lumen torna-se inflamado e célu-
las epiteliais de absorgcdo desenvolvem
uma aparéncia anormal. Entretanto, em
duas semanas, o intestino delgado retorna
aaparéncia histoldgica normal (17).

O virus infeccioso pode ser transmitido
néo somente durante o periodo da doen-
¢a, mas também durante o periodo de incu-
bagédo e apds recuperagéo do individuo,
com 30% dos casos excretando virus por
até trés semanas apos infecgdo. Assim,
pessoas infectadas continuam sendo fon-
tes de infecg@o, mesmo apds recuperagao
dadoenca (5, 17).

Relativamente a imunidade, estudos
em voluntarios estabeleceram que exis-
tem duas formas de resisténcia aos noro-
virus, uma de curta duracgéo (seisa 14 se-
manas) e outra de longa duragéo (nove a
15 meses). A imunidade de curta duragéo
¢ sorotipo especifica e pode ser correlaci-
onada com o desenvolvimento de respos-
taimune sérica e mucosa. Ade longa dura-
¢ao aparentemente ndo segue o padrao
dos demais virus, pois a presenga de anti-
corpos séricos contra 0S norovirus ndo
apresenta correlagdo com a resisténcia a
doenca. Os niveis de anticorpos locais no
jejuno também n&o podem ser correlacio-
nados com a resisténcia a doenga. Os sa-
povirus ndo foram estudados em volunta-
rios e a imunidade a esse grupo de virus é
menos conhecida, mas acredita-se que ha-
ja uma correlagdo da presenca de anticor-
pos com a resisténcia a infecgdo em crian-
cas (5,17).

Os norovirus s&o a causa mais freqlien-
te de surtos de gastroenterite ndo bacteria-
na que ocorrem em comunidades, escolas,
hospitais, instituigdes, acampamentos, navi-
os de cruzeiro, casas de repouso, universi-
dades e familias. Varios alimentos tém sido
implicados em surtos de norovirus, como
saladas, meldo, salada de fruta, sandui-
ches, gelo e agua. Também sé&o a causa ma-
is freqUiente de surtos de gastroenterite agu-
da apos ingestao de ostras e mariscos crus.
Em casos esporadicos de gastroenterite,
s&o responsaveis por 10-20% de todos os
casos de gastroenterite endémica em al-




guns paises. Os sapovirus s&o mais fre-
quientemente associados a gastroenterites
pediatricas e ndo sdo associados a surtos
em adultos e criangas maiores (5, 17).

A infecg&o por norovirus tem sido ob-
servada durante todos os meses do ano,
porém com maior circulagdo dos virus no
inverno. Em virtude da rapidez com que
s8o disseminados na populacao e da pre-
dominéncia de sua transmiss&o nos me-
ses frios, acredita-se que esses virus pos-
sam também ser transmitidos pelo ar, ca-
racterizando esta como uma suposta rota
secundéria de transmiss&o (5,17).

Os estudos da epidemiologia molecu-
lar mostram uma grande diversidade gené-
tica dos norovirus. Os virus do genogrupo
Gll tém sido encontrados com maior fre-
quiéncia do que os virus do genogrupo Gl,
na maioria dos paises onde norovirus fo-
ram estudados. A genotipagem de amos-
tras circulantes é uma ferramenta impor-
tante para elucidar a origem e dissemina-
¢ao dos virus em surtos. Sistemas para ti-
pagem de norovirus foram propostos, ba-
seados ou na seqliéncia de nucleotideos
completadaVP1, que supostamente é cor-
relacionada a especificidade antigénica,
ou na sequéncia parcial de nucleotideos
desta mesma proteina. Esses sistemas
mostram a divisdo dos géneros Norovirus
e Sapovirus em genogrupos € genotipos.
No Brasil, estudos realizados sobre a de-
tecgdo de calicivirus em amostras proveni-
entes de humanos confirmam que o gené-
tipo Gl é o mais freqliente também em nos-
someio (4,5).

Podem ocorrer mudangas no genotipo
circulante, em diferentes épocas, em uma
mesma localidade, mas os fatores do hos-
pedeiro ou viral responsavel pela emer-
géncia de um norovirus epidémico nédo
sdo conhecidos. Evidéncias de infecgdes
mistas, com diferentes genétipos de noro-
virus foram descritas, inclusive no Brasil.
Estas infecgdes podem permitir a recombi-
nagao entre os genomas RNA, uma possi-
bilidade sugerida recentemente pela anali-
se de sequéncias de nucleotideos de di-
versas amostras de norovirus (5,17).

Ueda etal.(1996) analisaram 75 amos-
tras de fezes de humanos com diarréia,
provenientes de um surto de gastrenterite
ndo bacteriana ocorrido na Baixada San-
tista (SP), noinicio de 1995. Através da téc-
nica de microscopia eletronica direta
(DEM) identificaram 25 (33,3%) amostras
positivas para SRSV. Destas, 20 amostras
foram analisadas por RT-PCR, usando pri-
mers para 0s genogrupos Gl e Gll do virus
Norwalk-like e foram obtidas 11 (55,0%)

amostras positivas para genogrupo Gll do
virus Norwal-like (47).

Mais recentemente, Castilho et al.,
2007, analisaram 234 amostras de fezes
criangas, com ou sem gastroenterite, e,
através de RT-PCR e analise de sequén-
cia do cDNA, identificaram em S&o Paulo,
um total de 78 (33,3%) das amostras posi-
tivas para norovirus: quatro (6,1%) foram
Gl, 52 (78,7%) classificadas como GlI, e
cinco amostras (7,6%) continham uma mis-
tura dos genctipos Gl e Gll (4).

O significado bioldgico e epidemioldgi-
co da diversidade genética de norovirus e
sapovirus ainda ndo é bem definido. Os re-
lacionamentos antigénicos néo podem ser
definidos pelareagéo de neutralizagao, po-
is estes virus ainda nao foram cultivados, e
assim, ainda é desconhecido o impacto da
diversidade genética em estudos de pre-
vengdo da doenga através da vacinagdo
(5,17).

Uma andlise de surtos indica que pode
ser feito um diagnostico provisério de noro-
virus se os seguintes critérios forem cum-
pridos: (a) patégenos bacterianos ou para-
sitas ndo forem detectados; (b) vémitos
ocorrendo em mais de 50% dos casos; (c)
a duracdo média ou mediana da doenga
de 12 a 60 horas e (d) periodo de incuba-
cédode 24 a48horas (17).

Aidentificagdo do norovirus por micros-
copia eletronica é dificultada em razdo da
curta duragéo da excreg&o do virus e por-
que este virus ndo possui uma morfologia
bem definida e esté presente, na maioria
das vezes, em baixas concentragdes nas fe-
zes. Pode ser utilizada aimunomicroscopia
eletronica, mas soros especificos, de con-
valescentes humanos ou anticorpos espe-
cificos produzidos por proteinas recombi-
nantes, s&o de dificil obtengao (5,17).

Odesenvolvimento de particulas seme-
Ihantes a virus (VLP virus-like particles)
através de técnicas de expresséo de pro-
teinas virais, principalmente em sistemas
que usam baculovirus, possibilitou o de-
senvolvimento de testes de diagndstico ba-
seados em anticorpos. O ensaio imunoen-
zimatico (EIA), utilizando soros hiperimu-
nes preparados contra as VLPs tem sido
descrito para detecgéo de varios norovirus
e sapovirus. Estes testes apresentam boa
sensibilidade mas s&o altamente especifi-
cos para a VLP utilizada na produgéo do
anticorpo. Foram também desenvolvidos
alguns testes baseados em anticorpos mo-
noclonais, ja disponiveis de forma comer-
cial Os ensaios imunoenzimaticos utilizan-
do VLPs como antigeno séo especificos,
sensiveis e eficientes para detecgdo de an-

ticorpos e tém sido utilizados em inquéri-
tos soro epidemiologicos (17).

No inicio da década de 90, o genoma
do virus Norwalk foi clonado e seqtiencia-
do (5), possibilitando a utilizagao de técni-
cas moleculares para detecgéo e caracte-
rizagdo destes virus. Técnicas como a RT-
PCR possibilitam a identificagao dos virus,
mesmo que as amostras apresentem um
numero pequeno de particulas virais Com
este método, o RNAviral pode ser detecta-
do emamostras clinicas, como fezes ou vo-
mito, e em agua e alimentos contamina-
dos. ART-PCR quantitativa em tempo real
(real-time RT-PCR) também tem sido utili-
zada, pois possibilita a detecc@o rapidae a
comparagao da quantidade de RNA viral
nas amostras. A regido mais utilizada nes-
ta amplificag@o corresponde ao gene da
RNA polimerase, altamente conservado.
Essa técnica é considerada mais sensivel
do que a microscopia eletrénica para a de-
tecc@o dos norovirus, pois possibilita a
identificagdo do virus, mesmo que as
amostras apresentem um nimero peque-
no de particulas virais, e é capaz de detec-
tar o virus duas semanas apés o desapa-
recimento dos sintomas (5,17).

Até o momento n&o hé tratamento es-
pecifico, nem se dispde de qualquer tipo
de vacina. Em surtos, em geral as medidas
e contengdo e prevengdo da dissemina-
¢éo dos virus incluem lavagem freqiiente
das maos e a descontaminagéo ambien-
tal. Os norovirus séo resistentes a produ-
tos de limpeza contendo detergentes e eta-
nol e a desinfecgao de superficies requer a
utilizag&o de produtos contendo hipoclori-
to de sodio, perdxido de hidrogénio ou com-
postos fenélicos (5,17).

As infecgdes sdo autolimitantes e mui-
tos pacientes recuperam-se sem seqiie-
las. A hidratagéo € normalmente mantida
usando fluido oral com liquidos isotdnicos.
Se os sintomas como diarréia e vomitos fo-
ram severos, pode ser necessaria a admi-
nistragdo de fluidos de forma parenteral.
As pessoas incapazes de manter a hidra-
tacdo, especialmente individuos debilita-
dos, como idosos e criangas imunocom-
prometidas, podem necessitar hospitaliza-
¢do. A morte, embora muito rara, pode
ocorrer como resultado de um disturbio ele-
trolitico (17).

Um dos maiores obstaculos para a for-
mulagao de uma estratégia de imunizagao
contra os norovirus e sapovirus é a falta de
compreensao sobre a imunidade para es-
tes virus. Como ainda nao existe possibili-
dade de cultivo, estdo sendo estudadas as
VLPs como potenciais vacinas de subuni-




dades. Estas VLPs s&o imunogénicas, se-
guras, estaveis em pH &cido, e, portanto,
podem ser administrada por via oral
(5,17).

ASTROVIRUS

Os primeiros relatos da associagéo de
astrovirus com casos de gastroenterite
aguda ocorreram em 1975 quando Apple-
ton e Higgins, bem como Madeley e Cos-
grove, visualizaram particulas virais que
apresentavam projegdes em suas superfi-
cies semelhantes a uma estrela de cinco a
seis pontas através de microscopia eletro-
nica (ME). Atualmente, os astrovirus séo
considerados uma causa importante de
gastroenterite viral aguda em criangas,
sendo associados a 2-8% das infecgdes
nao-bacterianas, embora alguns estudos
cheguem a relatar prevaléncia superior a
20% (Figura 1) (18, 23).

Os astrovirus pertencem a familia
Astroviridae, géneros Mamastrovirus que
contém os astrovirus que infectam mami-
feros e Avastrovirus, que infectam aves. O
género Mamastrovirus apresenta seis es-
pécies, entre as quais, a espécie Human
astrovirus (HAstV) (12). A particula viral
possui simetria icosaédrica, sem envelo-
pe. A morfologia, caracteristica a micros-
copia eletrdnica, é esférica, com diametro
de 28-30 nm. Um capsideo em forma de es-
trela de cinco a seis pontas (astron = estre-
la, em grego), ornamentado com peque-
nas espiculas, pode ser visualizado em
apenas 10% dos virions, o que dificulta
sua identificagdo morfolégica em amos-
tras de fezes (39).

0 genoma dos astrovirus é constituido
por um RNA poliadenilado de fita simples,
de polaridade positiva (+ssRNA), com 6,4
a74kilobases. Durante ainfecgao de célu-
las susceptiveis, duas espécies de RNA
podem ser observadas: um RNA gendmi-
co (gRNA) e um RNA subgendmico
(sgRNA, de aproximadamente 2,8 kb). O
genoma viral possui trés janelas abertas
de leitura (ORF - open reading frame):
ORF1a, ORF1be ORF2.AsORFs 1ae 1b
estdo localizadas na extremidade 5' do ge-
noma e codificam proteinas nao-
estruturais, presumidamente envolvidas
na transcricdo e replicagdo do RNA. A
ORF1a codifica para quatro proteinas
transmembranicas hidrofébicas, para uma
protease e para uma proteina que contém
um sinal de localizagédo nuclear. AORF1b
codifica para a RNA polimerase-RNA de-
pendente. A ORF2 esta localizada na ex-
tremidade 3', € comum aos RNAs gendmi-
co e subgendmico e codifica uma proteina

estrutural, de aproximadamente 87 kDa,
que é precursora das proteinas que for-
mam o capsideo dos virions maduros (39).

Os astrovirus sdo, aparentemente, es-
pécie-especificos e ja foram identificados
em amostras de fezes de bovinos (BAstV-
1 e 2), felinos (FAstV-1), humanos (HAstV-
1a8), ovinos (OAstV-1), suinos (PAstV-1),
e martas (MAstV), além de veados, caes e
camundongos. As aves em que astrovirus
foram identificados incluem patos (DAstV-
1), perus (TAstV-1) e galinhas (CAstV, vi-
rus da nefrite das aves - Avian nephritis vi-
rusANV-1e2)(12).

As particulas de astrovirus mostram-
se estaveis em pH 3, além de serem resis-
tentes ao cloroférmio, a uma variedade de
detergentes e a solventes lipidicos. O
HAstV perde a atividade em temperatura
de 60°C por 10 minutos, mas a temperatu-
ras extremamente baixas (-70C a-85C) as
particulas ficam estaveis por varios anos.
No entanto, se houver uma seqiiéncia con-
tinua de congelamentos e descongela-
mentos, a particula viral tende a se romper
(28,39).

Os astrovirus sdo detectados em amos-
tras fecais por microscopia eletronica dire-
ta (ME), pois s&o eliminados nas fezes em
grandes quantidades (10 - 10" particu-
las/g). Em pacientes excretando menor
quantidade de particulas virais ou em situ-
acdes em que se deseja medir a resposta
imune aos astrovirus, as técnicas de imu-
nomicroscopia eletronica podem ser Uteis.
No entanto, apenas 10% das particulas vi-
rais apresentarem a morfologia caracteris-
tica em forma de estrela, contribuindo para
um falso resultado de deteccéo desse vi-
rus. Além desse problema, o congelamen-
to e descongelamento das amostras feca-
is, degradacao de particulas virais por enzi-
mas, presenga de anticorpos nas fezes e
escolhaincorreta de coloragéo podem mo-
dificar amorfologia das particulas e levara
uma classificagdo errénea de astrovirus.
O grande nimero de amostras a serem tes-
tadas também é um problema ja que o uso
deste equipamento requer tempo e treina-
mento para a analise das amostras (28,
39).

Em geral, os astrovirus de humanos
sdo capazes de se replicaremtrés tipos de
linhagens celulares: linhagens de adeno-
carcinoma (CaCo-2, HT-29, T-84 e SK-
CO1), linhagens de hepatoma de figado
humano (PLC/PRF/5) e linhagens deriva-
das de rim de macaco (MA-104, Cos-1 e
Vero), sendo essas duas ultimas suscepti-
veis a apenas algumas cepas de HAstV.
De todas as linhagens celulares citadas an-

teriormente, CaCo-2, T-84 e PLC/PRF/5
sdo as mais eficientes para o cultivo de as-
trovirus diretamente de amostras de fe-
zes, 0 que possibilitou o desenvolvimento
de outras técnicas de detecgédo deste virus
(39).

Foram desenvolvidos ensaios imuno-
enzimaticos (EIE) com anticorpos mono-
clonais grupo especificos, utilizados como
anticorpo de captura, e soro detector poli-
clonal ou monoclonal biotinilado. Estes tes-
tes apresentam boa sensibilidade e espe-
cificidade. O EIE é um dos principais méto-
dos atuais de deteccdo de astrovirus por
ser rapido e adequado para estudos com
um grande niimero de amostras. Além dis-
s0, 0 EIE também pode ser utilizado como
método de sorotipagem de amostras clini-
cas, onde se utilizam anticorpos especifi-
cos para cada sorotipo de astrovirus, na
captura do antigeno viral (28, 39).

Atualmente, tem sido utilizada a rea-
¢ao RT-PCR para detecgéo do acido nu-
cléico viral. As regides mais utilizadas para
esta amplificagdo correspondem as ORFs
1a e 2, que codificam a protease viral e a
proteina precursora das proteinas do cap-
sideo, respectivamente. Recentemente,
novas técnicas baseadas na RT-PCR fo-
ram desenvolvidas para se detectar astro-
virus: 0 RT-PCR multiplex em fase Unica
(41) e 0 RT-PCR em tempo real (one step
real time RT-PCR). Além disso, assim co-
mo acontece com o EIE, a técnica de RT-
PCR também pode ser utilizada como mé-
todo de genotipagem, utilizando primers
especificos para cada um dos oito tipos de
astrovirus de humanos (28).

O sequenciamento de nucleotideos
ndo é a primeira escolha para a detecgéo
de astrovirus, mas pode ser utilizada em
conjunto com outras, visando a confirma-
¢do de resultados efou genotipagem de
amostras previamente testadas, reforgan-
do e ampliando dados epidemioldgicos so-
bre os astrovirus (28, 39).

Apatogénese do astrovirus ainda ndo
esta muito bem esclarecida. No entanto,
estudos sugerem que a replicagéo viral
ocorra nos tecidos intestinais. Particulas
desse virus tém sido detectadas em biop-
sias duodenais e em células epiteliais lo-
calizadas na porgéo inferior das vilosida-
des, em humanos. Ja em caprinos infec-
tados experimentalmente, as particulas
de astrovirus foram encontradas na re-
gido apical das vilosidades do intestino
delgado. No entanto, em um estudo que
utilizava aves como modelo animal, parti-
culas virais foram detectadas em outros
tecidos (além dos tecidos intestinais) e na




corrente sanguinea, sugerindo um esta-
gio de viremia durante a infecgdo. Apesar
da diarréia severa, também foram obser-
vadas alteragdes histopatologicas consi-
deradas moderadas e n&o foi verificado
quadro de inflamag&o. Essa auséncia de
inflamagéo, e a capacidade de o HAstV in-
duzir a apoptose em células cultivadas,
sugerem que esta forma de morte celular,
onde a inflamag&o néo é freqlientemente
observada, pode contribuir para o desen-
volvimento da doenga em algumas espé-
cies. Além disso, surtos de diarréia cau-
sada por astrovirus em idosos e individu-
o0s submetidos a transplante de 6rgéos e
quimioterapia, sugere fortemente que o
sistema imune desenvolve um papel im-
portante na patogénese desse virus (28,
39).

O periodo de incubagao do virus varia
de 24 a 36 horas, sendo sua transmisséo
por via fecal-oral, de modo direto ou pelo
contato com objetos e/ou pessoas conta-
minadas. Alguns estudos também suge-
rem que o astrovirus seja transmitido pela
agua. O periodo de excrecédo do virus € de
trés a cinco dias, mas existem relatos de
excregdo prolongada. Os astrovirus tam-
bém podem ser excretados por individuos
assintomaticos, favorecendo a transmis-
s&o do patogeno (28).

Adiarréia causada por astrovirus € ge-
ralmente moderada, duraemmédiade 2 a
3dias e vem associada a quadros de vomi-
to, dores abdominais e febre, que duramal-
guns dias. Quadros de desidratagdo séo
menos comuns, mas ja foram relatados
(28,39).

O astrovirus € um agente infeccioso
cosmopolita que acomete principalmente
criangas jovens. No entanto, casos de diar-
réia envolvendo idosos, adultos saudaveis
e pessoas imunocomprometidas ja foram
descritos. Alguns estudos sugerem que a
infecgdo em criangas ocorra nos dois pri-
meiros anos de vida, principalmente nos 6
primeiros meses. Ainfecgéo pode seriden-
tificada em casos de gastroenterites espo-
radicas, bem como durante surtos nosoco-
miais, em escolas, lares para idosos e cre-
ches (28, 39).

Estudos de soroprevaléncia indicam
que a maioria das criancas adquire anti-
corpos contra astrovirus nos primeiros
anos de vida e que esses anticorpos prote-
gem a pessoa durante a maior parte da vi-
da adulta. Entretanto, essaimunidade con-
tra astrovirus tende a diminuir quando o in-
dividuo passa a seridoso. Ainda de acordo
com esses estudos, a prevaléncia de anti-
corpos aumenta rapidamente de 7% em

criangas de 6 a 12 meses, para 70% em cri-
ancas em idade escolar e adultos. Um ou-
tro trabalho demonstrou que entre 5 me-
ses e 1 ano de vida, 50% das criangas de-
senvolvem anticorpos anti-astrovirus, e
que aos 5 anos de idade esse nimero pas-
sa dos 90%. Além disso, o papel dos anti-
corpos anti-astrovirus na prote¢éo do orga-
nismo foi observado em estudos com vo-
luntarios, onde individuos normais apre-
sentaram sintomas leves da doenga, en-
quanto voluntéarios sem anticorpos anti-
astrovirus pré-existentes desenvolveram
um quadro mais severo de sintomas da do-
enca e liberaram maior quantidade de par-
ticulas virais. Esse trabalho sugere que an-
ticorpos anti-astrovirus foram capazes de
proteger adultos de infecges recorrentes
(28,39).

Os astrovirus apresentam até o mo-
mento, oito sorotipos/gencdtipos de virus
de humanos (HAstV-1 a HAstV-8). O soro-
tipo/gendtipo 1tem sido considerado o ma-
is frequiente. Os HAstV-2, 3, 5 e 8 sdo me-
nos comuns e os HAstVs-6 e 7 sdo rara-
mente detectados inclusive no Brasil (2,
40). Quanto aos genogrupos, 0s astrovi-
rus sdo classificados em: genogrupo A
(HAstV-1 a 5 e 0 HAstV-8) e genogrupo B
(HAstV-6 e 7). Estes genogrupos foram es-
tabelecidos através da analise filogenética
de uma seqUiéncia de nucleotideos de c-
DNA de 289 pb, proveniente de uma re-
gido altamente conservada na ORF1a (12,
28).

Alguns trabalhos j& descreveram diar-
réias causadas por misturas entre astrovi-
rus e outros virus causadores de gastroen-
terite (rotavirus, norovirus ou adenovirus)
e até mesmo misturas envolvendo virus e
bactérias causadoras de gastroenterite.
Essas co-infecgdes podem levar aum qua-
dro mais prolongado da doenca, com febre
mais intensa e episodios de vomito mais
freqlientes, se comparadas as infecgdes
causadas apenas por astrovirus (28, 40).

Aassociagao de casos de gastrenterite
aguda com astrovirus vem sendo eviden-
ciada, em criangas, em todo mundo, inclu-
indo paises asiatico, na Europa, Africa e
nos Estados Unidos com indices de detec-
cdoque variamde4%a11% (28, 39).

Na América Latina, estudos realizados
em criangas que receberam atendimento
em hospitais, ambulatérios e creches estu-
dos relatam a ocorréncia de astrovirus em
4% a 17% dos casos (9, 28).

Apesquisa de astrovirus no Brasil foi
inicialmente restrita, considerando que o
Unico método disponivel para sua identi-
ficagdo era a microscopia eletronica

(ME).Comaimplantagéo de novas técni-
cas, COmo 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e a RT-PCR, estas pesquisas
vem sendo realizadas. Um dos primeiros
estudos realizado por Tanaka et al., em
1994 ainda utilizando a tecnica de ME,
mostrou aocorrénciade umsurtode gas-
trenterite intra-familiar causado por as-
trovirus a partir de sua identificagdo em
amostras fecais de cinco criangas de
uma mesma familia (46). Em 1998, um
estudo realizado no Rio de Janeiro, utili-
zando RT-PCR, no periodo de umano e
meio, emtrés hospitais e umacreche, es-
tabeleceu uma positividade de 15% para
astrovirus (42). Este mesmo grupo, em
2001, constatou a ocorréncia de surto de
gastrenterite aguda relacionado com as-
trovirus em uma creche no Rio de Janei-
ro, onde 33% das amostras foram positi-
vas (45). Em Goiénia, Cardoso e colabo-
radores observaram a presenca de as-
trovirus em 2,8% das amostras analisa-
das(2). Emumestudo maisrecente Res-
que etal., 2007, em um estudo com dois
grupos distintos de amostras relatou um
indice de positividade para astrovirus de
20,7% a 31,1% em criangas com diarréia
aguda e/ou persistente, e um indice de
7,6% a 16,3% entre os individuos contro-
le (40).

Embora a infecgéo por astrovirus em
criangas ocorra ao longo do ano, um pa-
dréo sazonal tem sido relatado em al-
guns trabalhos. A sazonalidade das in-
fecgbes atribuidas a astrovirus parece
variar de acordo com a regido geografi-
ca. Emregides de clima temperado, o pi-
codeinfecgao ocorre nos meses mais fri-
os (fimdooutono e durante oinverno), pa-
drdo esse que se assemelha as infec-
¢des por rotavirus, enquanto que em lu-
gares de clima tropical, esse pico acon-
tece nos meses de chuva. Estudos reali-
zados na Europa, Austrélia e Argentina
mostraram que ha um aumento na inci-
déncia da infecgéo viral durante os me-
ses mais frios do ano (28), enquanto em
alguns paises como Egito e México, ama-
ioriadasinfecgdes pelo agente viral ocor-
re durante a época mais quente do ano
(28). No Brasil, mais especificamente na
cidade de Goiania, as infecgbes relacio-
nadas com este agente ocorrem, predo-
minantemente, durante os meses de se-
tembro a margo, periodo no qual se ob-
servam 0s maiores indices pluviométri-
cos nesta localidade (2) Por outro lado,
os astrovirus foram detectados durante
quasetodos os mesesdoanoem Sao Pa-
ulo (40).




A gastroenterite causada por astrovirus
€ considerada moderada e ndo ha necessi-
dade de um tratamento terapéutico mais es-
pecifico. Nas criangas, ou mais raramente
nos adultos que ficam desidratados, a repo-
sigéo oral ou intravenosa de gua ou outro
fluido nutriente pode resolver o problema.
No caso de pessoas imunocomprometidas
que n&o respondem a reposigao de liqui-
dos, a inje¢ao de imunoglobulinas pode ser
um importante aliado no combate & doen-
ca. Estudos relatam que apds a administra-
¢ao de imunoglobulinas em pacientes imu-
nocomprometidos com quadro de infecgdo
persistente causada por astrovirus, foram
observadas a extingéo de particulas virais e
aeliminagéo do quadro de diarréia (28, 32).

A interrupg&o da transmissdo é o fator
chave para que a infecgéo pelo virus ndo
ocorra, especialmente em hospitais e ou-
tras instituigdes, como postos de saude e
creches, onde a transmisséo de pessoa pa-
ra pessoa é comum. Essa interrupcéo pode
ser feita através de habitos higiénicos co-
muns, como lavar as maos e manter o ambi-
ente 0 mais limpo possivel, além da adogéo
de medidas de saneamento basico (28,
39).

Outro modo de prevengao da infeccdo
por astrovirus seria a administragéo de va-
cinas. No entanto, é necessario um melhor
entendimento sobre a biologia desse virus
e suas caracteristicas, para que algumava-
cina seja desenvolvida com sucesso (28,
39).
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“Segundo a Organizagdo Mundial da
Satide “as vacinas séo, depois da agua
potavel, a principal ferramenta no com-

bate a mortalidade no mundo.”

A vacinagéo é o processo mais efeti-

vo e menos dispendioso na profilaxia
das doengas infecciosas. O objetivo de
uma vacina é imunizar previamente o in-
dividuo de modo que ele responda de
maneira rapida e eficiente quando em
contato com o agente infeccioso, evitan-
do assim, o desenvolvimento da doen-
¢a. No presente artigo faremos uma
abordagem a respeito das vacinas, sua
histdria e os tipos existentes, com suas
vantagens e desvantagens. Como mode-
lo de discusséo sobre a busca por uma
vacina ideal, discutiremos todos os es-
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forgos que vém sendo empregados no
desenvolvimento de uma vacina efetiva
contra a linfadenite caseosa, doenga
que acomete caprinos e ovinos no mun-
do todo, acarretando enormes perdas
econodmicas, visto que as vacinas dispo-
niveis até 0 momento n&o séo efetivas
na erradicagdo desta enfermidade.

AHISTORIADAS VACINAS

Ha mais de duzentos anos deu-se ini-
cio a era das vacinas com a descoberta,
por Edward Jenner (1749-1823), em
1796, da propriedade de vacinagdo. Ele
observou que existiam, nas tetas das va-
cas, as mesmas lesdes causadas pelava-
riolaem humanos. Apos este fato, Jenner
percebeu que as mulheres responsaveis
pela ordenha das vacas, quando expos-

tas ao virus da variola, desenvolviam
uma versao mais branda da doenca.

Para testar sua teoria, Jenner reco-
Iheu o exsudato que saia de tais feridas e
passou em arranhdes que ele provocou
emummenino saudavel. O garoto teve fe-
bre e algumas lesdes, mas se recuperou
rapidamente. Semanas depois, o cientis-
ta expds novamente 0 menino ao material
da ferida de outro paciente e desta vez o
menino passou incoélume a doenga (Figu-
ra 1). Estava descoberta a primeira vaci-
na de que se tem noticia (Morgan e Par-
ker,2007).

Cem anos depois, Louis Pasteur
(1822-1895), entre pesquisas sobre fer-
mentagao alcoodlica, anaerobiose e doen-
cas infecciosas, descobriu que existiam
formas “fracas” e virulentas de micrébios




Figura 1: A primeira vacinagdo
feita por Jenner.
(Imagem: © Bettmann/Corbis)

€ que as primeiras poderiam ser usadas
como agentes imunizantes contra a infec-
¢ao pelas Ultimas (Figura 2). Iniciou-se as-
sim a utilizagédo da vacinagao como forma
de prevengao de doencas. Entre os diver-
sos campos da ciéncia em que atuava,
coube a Pasteur a descoberta do agente
transmissor da raiva bem como da vacina
anti-rabica. Esta e outras descobertas ci-
entificas levaram a fundagéo do renoma-
do Instituto Pasteur (Arroio, 2006).

As descobertas de Jenner e Pasteur fi-
zeram parte doinicio de umaera muitoim-
portante paraa medicina: a eradavacina-
¢ao. Até entdo, ao longo da historia, gran-
des epidemias de doengas infecto-
contagiosas atingiram inimeros paises,
cada uma com suas particularidades. E
hoje em dia, doencas consideradas con-
troladas, ou até mesmo extintas, estaore-
emergindo no cenario mundial. E no com-
bate a essas doencas, a vacinagéo ainda
¢ a melhor alternativa (Mahmouda e Le-
vin, 2007).

OSTIPOS DE VACINAS

Basicamente existemtréstipos de va-
cinas, levando-se em consideragdo o mo-
docomo séoformuladas.

Asvacinas de primeira geragao con-
sistem na utilizag&o de patdégenos vivos
atenuados ou mortos, capazes de indu-
zir uma resposta imune protetora contra
estesmesmos agentes emsuaformasel-
vagem. Avacina BCG (Bacilo de Calmet-
te-Guérin) amplamente utilizada no com-
bate a tuberculose faz parte da categoria
de vacinas de primeira geragdo viva e
atenuada (Silva et al., 2004). Além dela,
vacinas contravariola, raiva, peste bubo-
nica, difteria, coqueluche, tétano, febre

amarela, poliomielite, sarampo e rubéo-
la sdo todas vacinas de primeira gera-
cao. Embora este tipo de vacina sejapre-
dominante no mercado, atualmente sua
eficacia e seguranga séo bastante con-
testadas bem comoa quest&o éticana uti-
lizagdo de organismos vivos, mesmo
que atenuados, em seres humanos
(Schatzmayr, 2003; Movahedi e Hamp-
son, 2008). Essas questdes de biosse-
guranca constituem uma importante pla-
taforma de trabalho para o desenvolvi-
mento de vacinas mais seguras (Dou-
gan, 1994; Foss e Murtaugh, 2000). Para
contornar estes problemas, hoje em dia
s@o empregadas técnicas moleculares
que permitemtorna-las seguras, diminu-
indo a viruléncia do patégeno e evitando
que hajareversado. Entre essas técnicas,
adelecéo de multiplos genes, relaciona-
dos aviruléncia, ou mesmo inser¢des de
fragmentos que interrompam tais genes
no patégeno, quase que eliminam por
completo o risco de que o patdégeno re-
vertaa suaformavirulenta (Jiskootetal.,
2002; Schatzmayr, 2003).

Algum tempo depois surgiram vaci-
nas mais seguras € com espectro de atu-
acao maior. As vacinas de segunda ge-
ragdo substituiram o microrganismo co-
mo um todo por subunidades protéicas
do mesmo, ou seja, antigenos purifica-
dos ourecombinantes, isolados de cultu-
ra do proprio patdgeno, responsaveis
por estimular mais fortemente o sistema
imune do hospedeiro. Atecnologia deste
tipo de vacina baseia-se no isolamento,
clonagem e expressao de genes que co-
dificam proteinas que possuem epitopos
reconhecidos pelo sistemaimune do hos-
pedeiro.As vantagens deste tipo de vaci-
nasdoade que uma Unica proteina pode
tervarios epitoposimunodominantes ca-
pazes de induzirumaimunidade proteto-
rasemriscos e as adversidades de se ad-
ministrar um patogeno vivo; vacinas de
subunidades n&o se replicam no hospe-
deiro, portanto ndo harisco de patogeni-
cidade, além da possibilidade de produ-
¢ao em larga escala (Silva et al., 2004;
Movahedi e Hampson, 2008). A vacina
contra a pneumonia pneumocacica, que
contém 23 polissacarideos diferentes da
capsula de linhagens de Streptococcus
pneumoniae; e avacinacontraahepatite
B, que contém fragmentos antigénicos
da superficie do virus da hepatite, isola-
dos do sangue de portadores de hepati-
te, séo exemplos bem sucedidos de vaci-
nas de segunda geragao (Paton e Briles,
2003). No entanto, existem dificuldades

na produgdo deste tipo de vacinacomoa
purificagdo dos antigenos e a expressao
de proteinas eucaridticas em procario-
tos. Além disso, a escolha de antigenos
deve ser cuidadosa visto que € necessa-
rioque o epitopo eleitoinduzaimunidade
humoral e/ou celular no hospedeiro de
acordo com o tipo de organismo a ser
combatido (Movahedi e Hampson,
2008).

No inicio da década de 1990 obser-
vou-se que DNAplasmidiano poderia ser
transfectado em células animais in vivo.
Em 1993, uma molécula de DNAnu codi-
ficando genes virais conferiu imunidade
protetora e trouxe surpresa aos vacino-
logistas (Donnelly etal., 1997; Manickan
et al., 1997). A partir desta observagéo
surgiu o questionamento: Genes poderi-
am virar vacinas? Desde ent&o surgiram
as vacinas de terceira geragao, com-
postas de genes ou fragmentos génicos
que codificam antigenos potencialmente
imunogénicos carreados por DNA plas-
midiano visando induzir resposta imune
protetora através da injecdo direta do
DNA no tecido animal (Figura 3; Don-
nelly, 2003).

As vantagens oferecidas pelas vaci-
nas de terceira geracdo sdo bastante
atrativas: ndo apresentam risco de cau-
sarinfecgdo, umavez que os genes utili-
zados séo especificos para uma dada
proteina antigénica; pode-se empregar
um mesmo plasmideo carreando varios
genes, o0 que é vantajoso quando o orga-

Figura 2: Pasteur em seu laboratorio.
(Imagem: http://www.pasteur.fr/ip/
easysite/go/03b-00000j-0frn/
institut-pasteur/musees)




Figura 3: Vias comuns de administragdo das vacinas de DNA.

(Adaptado de Weiner e Kennedy, 1999).

nismo é altamente variavel como um vi-
rus; a imunidade adquirida persiste por
longo tempo devido a constante produ-
¢ao do antigeno dentro da célula hospe-
deira. Além de boa estabilidade em bai-
xas ou altas temperaturas, o que facilita
enormemente a estocagem e distribui-
¢ao (Oliveira, 2004). E finalmente, as va-
cinas sdode facil preparag&o e baixo cus-
to de producao, o que traz grandes espe-
rangas no campo da vacinologia (Bil&ko-
vaetal., 2007). Uma das principais des-
vantagens deste tipo de vacina é o fato
de ndo apresentar resultados tao pro-
missores no hospedeiro final quanto em
modelos laboratoriais. Por exemplo, em
estudos realizados com vacinas de DNA
no combate a malaria, os excelentes re-
sultados obtidos em modelo murino ndo
sereproduziramemhumanos (Dunachie
eHill,2003).

Os beneficios resultantes do desen-
volvimento de vacinas génicas sdo inU-
meros, como mencionado anteriormen-
te. E o impacto gerado sobre o controle
das doengas infecciosas que podem ser
prevenidas por imunizagdo génica sera,
provavelmente, uma das aquisi¢des ma-
is importantes advindas da utilizagéo
destatecnologia.

Aimunizagéo baseada em DNA deu
inicioa uma nova era no ramo da vacino-
logia. E comisso a busca pelo desenvol-
vimento de novas alternativas vacinais

capazes de controlar essas doengas in-
fecciosas de modo profilatico.

Em 2000 surgiu uma nova tecnologia
de desenvolvimento de vacinas: a vaci-
nologia reversa ou vacinologia gené-
mica (Rappuoli, 2000). Esta nova abor-
dagem se baseia na utilizagdo de se-
quéncias gendmicas e de anélises in sili-
co para predizer antigenos potenciais
que serdo entdo isolados, clonados ex-
pressos, purificados e, finalmente, utili-
zados naimunizagao para serem avalia-
dos quanto ao seu potencial vacinal (Fi-
gura4).

Estes antigenos podem sertanto pro-
teinas completas quanto seus epitopos
imunodominantes (Schatzmayr, 2003;
Movahedi e Hampson, 2008). Mas nem
tudo s&o vantagens, boas correlagdes
de protegao sdoraras, sendoassim, con-
seguirimunidade protetora é o ponto limi-
tante da vacinologia reversa. Outro fator
limitante é a necessidade da sequéncia
gendmica do organismo de interesse ter
sido completamente elucidada.

LINFADENITE CASEOSACOMO
MODELONABUSCAPORUMA
VACINAEFICIENTE

Linfadenite caseosa(LC)

ALC é uma doenga cronica causada
pela bactéria da espécie Corynebacteri-
um pseudotuberculosis, que acomete pe-
quenos ruminantes e é responsavel por

perdas econdmicas significativas relaci-
onadas aredugdo da produtividade e efi-
ciéncia reprodutiva dos animais infecta-
dos, principalmente devido a redugdo da
produgao de |3, carne e leite, reducéo na
eficiéncia de reprodugao dos animais in-
fectados e condenagdo de carcagas e
couro em abatedouros (Dorella et al.,
2006a). A manifestacdo da LC em pe-
quenos ruminantes é caracterizada prin-
cipalmente por necrose das glandulas lin-
faticas. Aforma mais freqliente da doen-
¢a,aLCexterna, é caracterizada pelafor-
magcéao de abscessos em nddulos linfati-
cos superficiais € em tecidos subcutane-
os (Figura 5). Esses abscessos podem
também se desenvolver em 6rgédos inter-
nos, tais como pulmdes, rins, figado e ba-
co, caracterizando a LC visceral (Piont-
kowski e Shivvers, 1998). Em alguns ca-
s0s, ainfecg¢do produz poucos sinais cli-
nicos no animal, o que leva a impossibili-
dade de identifica-los até sua morte, tor-
nando dificil a obtengao de dados sobre
a prevaléncia dessa doenca (Arsenault
etal.,2003).

Essa enfermidade é prevalente em
paises como Australia, Nova Zeléandia,
Africa do Sul, Estados Unidos e Brasil,
onde apresenta intensa atividade de ovi-
no e caprinocultura (Arsenault et al.,
2003). No Brasil, estimativas demons-
tram que a maior parte dos animais este-
ja infectada e a prevaléncia clinica seja
de 30% (Ribeiroetal.,2001). Os estados
da Regi@o Nordeste s&o considerados
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Figura 4: Esquema da abordagem
utilizada na vacinologia reversa na
busca por novos candidatos vacinais.




os mais afetados, porém, o estado de Mi-
nas Gerais (Regido Sudeste), mesmo
possuindo um rebanho ainda reduzido,
84,3% dos produtores relatou ter proble-
mas como conseqléncia da patologia
(Fariaetal.,2004). Estudosrecentesrea-
lizados em aproximadamente 200 pro-
priedades do estado de Minas Gerais de-
monstraram uma soroprevalénciada LC
de 70% emovinos e 80% em caprinos.

Atransmiss&do daLC entre caprinos e
ovinos ocorre principalmente através de
ferimentos superficiais na pele, os quais
podem ser causados tanto por procedi-
mentos de manejo como tosquia, castra-
¢ao, tratamento do corddo umbilical e
agulhas contaminadas quanto por fato-
res naturais como arbustos pontiagudos
(Alves e Pinheiro, 1997). O tratamento
da enfermidade ndo é eficiente através
dousode antibiéticos, pois estes ndo pe-
netram na capsula dos abscessos. Por-
tanto, o controle da LC deve ser realiza-
do primariamente por medidas profilati-
cas. Considerando que as vacinas exis-
tentes ndo sdo eficientes, aidentificagdo
dos animais infectados e a privagao des-
tes animais do convivio com os saudave-
is permanecem como as principais medi-
das de manejo para o controle desta en-
fermidade (Williamson, 2001; Dorella et
al.,2006a).

PROCURA-SE UMAVACINA

A melhor medida de custo-beneficio
contra a introdugéo ou a erradicagao da
LC no plantel se baseia na imunizagao.
Além do tratamento por antibiéticos ndo
ser eficaz e ser de alto custo, a necessi-
dade de se obter uma vacina eficiente e
protetora contra a LC pode ser evidenci-
ada pelos relatos de anos de pesquisa
com esse objetivo. Entretanto, as vaci-
nasdisponiveis apresentam aspectosre-
levantes a serem considerados quanto a
possibilidade de sua utilizagdo. Nem to-
das as vacinas licenciadas para ovinos
tém, porexemplo, amesma eficiéncia pa-
ra caprinos. Por ndo se adequarem a to-
dos os casos, normalmente é necessario
ajustar o programa de vacinagéo a cada
caso (Williamson, 2001). A ineficacia do
processo de imunizagéo pode ainda ser
associada ao uso incorreto das vacinas
pelos criadores. Além disso, o estudo da
disseminacao dabactéria pelo plantel de-
monstrou que animais aparentemente
semabscedacao sdo transmissores (Pa-
tonetal.,2003).

Vérios relatos na literatura mostram
diferentes estratégias que vém sendo

Figura 5: Lesbes caracteristicas de animais com LC. A) abscesso

em linfonodo parotideo, B) abscesso em linfonodo pré-escapular esquerdo,
C) abscesso em linfonodo popliteo esquerdo, e D) les&o caracteristica de LC,
abscesso com aspecto caseoso, exibindo camadas de material necrosado.

testadas, como o uso de bactérias atenu-
adas, mortas, fragcdes contendo antige-
nos da parede bacteriana, do sobrena-
dante de cultura bacteriana e uma mistu-
ra de componentes celulares e sobrena-
dante (Holstad, 1989, LeaMaster et al.,
1987, Brogden et al., 1990, Ellis et al.,
1991, Eggleton et al., 1991). Todas as
preparagdes ofereceram certo grau de
protegdo contra infecgdes experimenta-
is e até mesmo naturais; contudo, os ni-
veis de protegdo e a severidade das le-
sdes sdo variaveis. Em nosso laborato-
rio também estamos testando varias es-
tratégias, comointuito de obterumavaci-
na protetora e mais segura contra a in-
fecgdo por C. pseudotuberculosis, como
o desenvolvimento de vacinas vivas ate-
nuadas (vacinas de primeira geragao),
proteinas recombinantes (vacinas de se-
gunda geragao), vacinas de DNA (vaci-
nasdeterceirageragdo)eabuscaporan-
tigenos imunodominantes (vacinologia
reversa).

1. Vacinas de primeira geragao
contraalLC

As vacinas com microorganismo vivo
séo produzidas a partir da atenuagéo da
viruléncia, isto é, do potencial causador
de doenga do microorganismo. Neste ti-
po de estratégia vacinal o microorganis-
mo mantém sua capacidade de replica-
¢ao, mimetizando a infecgdo natural e
produzindo umarespostahumoral e celu-

lar.Alémdisso, é otipode vacina que con-
fere melhor e mais prolongada resposta
imunolégica devido a sua similaridade a
infecgao natural. Uma vez que as protei-
nas exportadas por bactérias constituem
suaprincipal categoria de fatores de viru-
|éncia, e, conseqlientemente, alvos para
a atenuagao; nosso grupo de pesquisa,
entre os anos de 2003 e 2005, produziu
21 diferentes mutantes de C. pseudotu-
berculosis através de mutagénese alea-
tdria utilizando um sistema de transposi-
caoreporter baseado na fosfatase alcali-
na de Enterococcus faecalis (Dorella et
al., 2006b). Este sistema de descoberta
de produtos exportados em bactérias
Gram-positivas foi utilizado produzindo
fusbes aleatérias entre genesde C. pseu-
dotuberculosis e 0 gene reporter empre-
gado no sistema. Como a fosfatase alca-
lina esta ativa somente quando exporta-
da, pudemos selecionar os mutantes
que exibiam atividade de fosfatase alca-
lina pela visualizagéo do produto da de-
gradagao de um substrato revelador. As
seqiiéncias de DNAque flanqueiamos si-
tios de insergdo do transposon em cada
mutante foram identificadas através de
sequenciamento. Foipossivelidentificar
loci que codificam subunidades fimbria-
is, proteinas de transporte e também pro-
teinas de fungdo hipotética e/ou desco-
nhecida, as quais podem, ou n&o, estar
relacionadas a viruléncia e a patogenici-
dade deste microrganismo (Dorella et




al.,2006b).

Atualmente, estas linhagens mutan-
tes vém sendo testadas em ensaios de
imunizagao em camundongos com o obje-
tivo de caracterizar in vivo e investigar se
houve atenuag&o e, conseqlientemente,
seu potencial vacinal durante a infecgéo.
Os resultados obtidos até o momento
nos permitiram selecionar uma linha-
gem mutante que confere protegéo aci-
ma de 80% em modelo murino e que
vem apresentando-se como o candida-
to mais promissor no desenvolvimen-
to de uma vacina no combate a LC.
Ensaios imunoldgicos utilizando os hos-
pedeiros naturais, caprinos, estdo sendo
realizados com o intuito de reproduzir os
bons resultados obtidos em camundon-
gos. Todos estes testes servirdo como ba-
se para o desenvolvimento de uma possi-
vel nova vacina viva atenuada contraalin-
fadenite caseosa.

2. Vacinas de segunda e terceira
geragdescontraalC

Na producgéo de vacinas de segunda
geragao, o antigeno critico responsavel
pelodesencadeamento darespostaimu-
nolégica de interesse, humoral ou celu-
lar, é obtido através da purificagdo de pro-
teinas especificas do microorganismo
que estimulem o sistema imune do hos-
pedeiro ou da produgédo destes antige-
nos de forma heteréloga. Heat-shock pro-
teins (HSPs) s&o proteinas presentes
em organismos eucariotos e procario-
tos, codificadas por genes induzidos sob
condigdes de estresse. Sua fungado é ba-
sicamente o enovelamento correto de
proteinas ou seu transporte através de
membranas intracelulares. Diversos es-
tudos vém demonstrando que, devido &
sua abundancia, as HSPs séo os princi-
pais antigenos de muitos patégenos. As
duas principais familias de HSPs séo
HSP70 e HS60, que também represen-
tam os maiores alvos para anticorpos em
muitos processos infecciosos (Silva,
1999;vanEdenetal.,2005). Devidoaes-
tas caracteristicas, HSPs de diferentes
microrganismos vém sido testadas co-
moantigenosvacinais.

Estudos deisolamento, clonageme
caracterizagdo molecular do gene
hsp60 de C. pseudotuberculosis fo-
ramrealizados por nosso grupocomo
objetivo de avaliar o potencial desta
proteinacomo antigenovacinalao ser
utilizado no desenvolvimento de vaci-
nas de subunidade protéica e de DNA.
Soros de caprinosimunizados comapro-

teina recombinante Hsp60 e com a vaci-
na de DNA baseada no mesmo gene fo-
ram utilizados para caracterizar a produ-
¢ao do isétipo IgG por meio de ensaios
de ELISA indireto. Uma marcante res-
posta humoral foi obtida apds a imuniza-
¢ao com rHsp60, no entanto essa res-
posta néo foi capaz de gerarumarespos-
ta protetora contra o desafio com alinha-
gem selvagem virulenta de C. pseudotu-
berculosis. Emrelagao avacinade DNA,
aprodugdo de IgG e seus subtipos foi es-
tatisticamente significativa em relagao
ao grupo controle. A partir deste resulta-
do, pode-se afirmar que a imunizagdo
com a proteina recombinante induziu a
produgéo de anticorpos especificos anti-
Hsp60de C. pseudotuberculosis. Contu-
do, novamente néo se verificou prote-
¢80, mesmo comaresposta humoral (Co-
elhoetal., manuscrito em preparagéo).

3. Vacinologia reversa aplicada
aocombatedalC

A busca por antigenos imunodomi-
nantes de C. pseudotuberculosis vem
sendo amplamente realizada. Com este
propdsito, o uso de soro de animais in-
fectados e andlises in silico de seqliénci-
as gendmicas sdo estratégias promisso-
rasnabusca portais antigenos.

Comogenomade C. pseudotubercu-
losis quase que completamente elucida-
do torna-se viavel a predigdo génica e,
por conseguinte, a selecao de peptideos
indutores de respostas imunes. Nosso
grupo iniciou neste ano uma abordagem
combinada de vacinologia reversa e ma-
peamento de epitopos para identifica-
¢ao de candidatos a vacinas, 0 que per-
mitira a identificagdo de proteinas que
possam estar expostas ao sistema imu-
ne sobinfec¢do. Adisponibilidade do ge-
noma de C. pseudotuberculosis recém
seqienciado, a existéncia de outros ge-
nomas de diferentes espécies de Cory-
nebacterium e de outras actinobactéri-
as, aliadas a diversas ferramentas com-
putacionais disponiveis para a anélise
de dados bioldgicos possibilitardo aiden-
tificagdo de proteinas e peptideos poten-
cialmente imunoprotetores para o de-
senvolvimento de uma vacina efetiva
contra a LC, utilizando técnicas compu-
tacionais conhecidas no processamento
de dados oriundos do genoma, trans-
criptoma e proteoma da C. pseudotuber-
culosis, bem como organismos ortolo-
gos (Sali et al. 2006; Bateman e Birney,
2000, Falquet et al. 2002, Servant et al.
2002; Neuwegeretal.2007).

CONCLUSOES

Avacinagéo tornou-se a medida mais
eficiente e menos dispendiosa de evitar
doengas infecciosas. Contudo, recente-
mente, a Organizagdo Mundial da Satde
(OMS), comegou a alertar os governos
para a reincidéncia de doengas antes
consideradas controladas e para os pro-
blemas de saude provenientes deste re-
torno indesejavel, principalmente para
0s paises mais pobres. Sendo assim, a
buscapelavacinaideal continua. Ela de-
ve ser biologicamente estavel, ndo apre-
sentar risco de reversao da viruléncia in
vivoeinvitro, deve induzirimunidade hu-
moral e celular e ser facilmente produzi-
da em grande escala (Babiuk, 1999;
Ellis, 2001). Diversas estratégias vém
sendo empregadas, das mais simples co-
mo as vacinas de primeira geragdo, onde
0 microorganismo é utilizado vivo e ate-
nuado ou morto e inativado, as mais com-
plexas e elaboradas como as provenien-
tes das técnicas de DNArecombinante e
atualmente através da vacinologia re-
versa.

No caso do combate a LC, o modelo
apresentado no presente artigo, o fato
de o tratamento dos animais ser de alto
custo e ineficaz, faz com que a medida
de melhor custo-beneficio contra a intro-
dugéo dadoenca no plantel seja aimuni-
zagéo. Entretanto, ndo existe uma vaci-
na eficiente e protetora contraa C. pseu-
dotuberculosis. Os resultados até entdo
obtidos com as vacinas disponiveis de-
monstram a necessidade de se desen-
volver uma vacina que oferega protecéo
eficiente, com a diminui¢do acentuada
dos efeitos colaterais.

Aguerra contra as doencas infeccio-
sas comegou ha muitos séculos atras,
mais muitas batalhas terdo que ser ain-
davencidas.
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INTRODUGAO

Paracoccidioides brasiliensis, fungo
termo dimorfico, causa a paracoccidioido-
micose (PCM), doenga sistémica que & li-
mitada a America Latina, com reas de en-
demicidade extendida da Argentina até a
América Central e constitui uma das mais
prevalentes micoses profundas nesta re-
gido (1).Acredita-se que a doenga é adqui-
rida quando propagulos da fase micelial do
fungo (2) s&o inalados pela via respiratdria
(3) e ainfecgao atinge primeiramente o pul-
mé&o, podendo, entdo, se disseminar para
qualquer parte do corpo (4). Muitos dos in-
dividuos infectados desenvolvem infecgao
pulmonar assintomatica; entretanto, al-
guns pacientes apresentam manifesta-
¢Oes originando as formas clinicas aguda,
subaguda (tipo juvenil) e cronica (tipo adul-
to)(5).

Apds penetragdo no hospedeiro o fun-
go se transforma em levedura e este pro-
cesso € visto como um passo fundamental
para o estabelecimento dainfecgao e fase
inicial da relagao parasita-hospedeiro (4).
Embora as interagdes precisas entre o ho-
pedeiro e P. brasiliensis ndo sejam conhe-
cidas, o assunto tem atraido muito a aten-
¢ao dos pesquisadores.

Ofungo

Cepas de P, brasiliensis variam em su-
as curvas de crescimento, caracteristicas
ultraestruturais, composigdo antigénica e
molecular. Estes achados indicam que a
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paracoccidioidomicose pode ser causada
por diferentes cepas do fungo. Muito pou-
co é conhecido sobre os fatores de virulén-
ciaem P, brasiliensis. Cepa virulentainflu-
encia na relagéo parasita-hospedeiro co-
mo demonstrado pelas diferengas no mo-
delo de formagao de granulomas e érgéos
envolvidos na infecgdo experimental indu-
zida por cada cepa (6,7). Aprevaléncia das
formas clinicas e a freqiiéncia dos 6rgéos
envolvidos pela doenga variam em dife-
rentes areas endémicas (4,8). E de se pen-
sar que estes achados podem estar relaci-
onados com a presenca de diferentes vari-
edades de cepas de P, brasiliensis.

Quando propagulos infecciosos atin-
gem o hospedeiro, as primeiras defesas
do hospedeiro visam o impedimento da
transformagao do propagulo em levedura
e sua multiplicagéo. As primeiras intera-
cbes ocorrem nos alvéolos pulmonares,
onde a capacidade invasiva do fungo de-
pende de seu mecanismo adaptativo e re-
sisténcia a temperatura do corpo humano
e ataque de fagdcitos.

Ha outros mecanismos em que compo-
nentes do fungo podem influenciar a viru-
|éncia do P, brasiliensis. Proteinases pro-
duzidas por certos fungos patogénicos
sdo reconhecidos como importantes fato-
res de viruléncia. P, brasiliensis sintetiza
varias proteinases capazes de hidrolisar a
caseina, colageno e pode ter um papel faci-
litador nainvas&o do fungo nos tecidos (9).

Aaderéncia as células do hospedeiro é

um processo fundamental para o fungo es-
tabelecer infecgdo. Apresenga de receptor
de laminina na superficie das leveduras de
P. brasiliensis ja foi demonstrada. A ade-
réncia do fungo a monocamada de células
epiteliais foi significantemente reduzida na
presenca de anticorpo monoclonal anti-
laminina. Arelevancia destes dados foi de-
monstrada in vivo em modelo hamster.
Animais infectados com células leveduri-
formes de P. brasiliensis que tinham sido
previamente incubadas com laminina de-
senvolveram infecgao testicular significan-
temente mais extensa do que animais in-
fectados apenas com leveduras [10].

Como observado em estudos ultraes-
truturais de lesdes de mucosas de pacien-
tes, P. brasiliensis penetra ativamente na
superficie da mucosa e parasita as células
epiteliais, conseguindo evadir-se das defe-
sas do hospedeiro e alcangar tecidos mais
profundos [11]. Estes dados foram confir-
mados in vitro por meio de estudos usando
culturas de células em monocamadas
[12]. Aligagao de P, brasiliensis as células
epiteliais ou alveolares pode ter um papel
crucial no processo.

O hopedeiro

Trabalhadores rurais da América Lati-
na geralmente tém baixo nivel socio eco-
nodmico e apresentam alto grau de ma nu-
tricdo e alcoolismo, sendo o tabagismo mu-
ito comum entre esta populagéo. Estas
condigdes pré-existentes de risco repre-




sentam importantes fatores que modifi-
cam o progresso da doenga uma vez que
eles interferem com a formagao de granu-
lomas e mecanismos de defesa do hospe-
deiro[13].

Recentemente, o papel de alguns des-
ses fatores de risco na progressao da do-
enca foi avaliado em modelo experimental
de inoculagéo intraperitoneal em ratos al-
coolizados [14]. O alcool por si s6 ndo
agravaainfecgdo ou afeta as respostas hu-
moral e tardia, mas desenvolvem subnutri-
¢éo que foi associado cominfecgdo grave.

Mecanismos iniciais da defesa
do hospedeiro

APCM é muito mais freqiiente em ho-
mens, afetando mulheres principalmente
antes da menarca ou depois da menopau-
sa. P, brasiliensis tem receptores para 17--
stradiol no citoplasma e este horménio ini-
be a transformagéo de micélio para leve-
dura[15].

Os mecanismos de defesa primarios in-
teragem com o fungo na porta de entrada.
Se o fungo persiste, respostas imunolégi-
cas especificas sdo requisitadas a destruir
ofungo. Se os mecanismos séo ineficien-
tes os fagacitos e resposta imune néo atu-
am eficientemente permitindo a adapta-
¢ao do fungo e sua transformacéo.

O papel exercido pela fagocitose in vi-
vo foi demonstrado pela inoculagéo intra-
testicular de P. brasiliensis em cobaios sub-
metidos a bloqueio ou estimulagao do sis-
tema reticulo endotelial e pelo modelo in-
traperitoneal de PCM murina com bloque-
io prévio da ativagdo de macréfagos peri-
toneais [16]. Lesdes extensivas necroticas
e exudativas com grande nimero de fun-
gos e um tipo mais disseminado da doen-
¢aforam observados nesse modelo [17].

Em pacientes, estudos in vitro sobre
quimiotaxia de leucdcitos circulantes tém
demonstrado que respostas adequadas
sugerem que os fagdcitos sao capazes de
alcancar o foco da infecgdo. A natureza
das substancias quimiotaticas € desco-
nhecida. Entretanto, um exudato neutrofi-
lico intenso é obtido quando sobrenadante
de uma mistura de cultura de macréfagos
peritoneais e P. brasiliensis ¢ injetada no
peritdnio de animais. Este fator quimiotati-
co soluvel aos neutrdfilos foi caracterizado
como uma proteina de baixo peso molecu-
lar[18].

Quando P, brasiliensis alcanca os al-
véolos pulmonares o fungo interage com
os macréfagos induzindo a liberagao de
peptideos que atraem neotréfilos, amplifi-
cando aresposta. Neutrofilos circulantes e

células do lavado brénquio alveolar de pa-
cientes tém niveis normais de atividade fa-
gocitica, embora eles diminuam sua capa-
cidade de digerir leveduras e conidios de
P, brasiliensis[19,20,21,22].

Estudos in vitro mostram que células
murinas NK limitam o crescimento de P.
brasiliensis, sugerindo que eles tém um pa-
pel defensivo durante a fase inicial de in-
fecgdo. Por outro lado, linfocitos do paci-
ente mostram uma capacidade diminuida
de inibir o crescimento de P, brasiliensis in
vitro quando comparada com linfocitos de
controles saudaveis [23].

Mecanismos naturais de defesa séo di-
retamente ligados ao conceito de resistén-
cia ou suscetibilidade ao parasita. Alguns
fatores genéticos que influenciam o de-
senvolvimento da infeccédo tém sido eluci-
dados como a associagéo entre antigenos
HLA (A9, B13) e doenga, a caracterizagéo
de resisténcia e suscetibilidade de ragas
de camundongos com um modelo de here-
ditariedade [24]. P. brasiliensis é capaz de
ativar o sistema complemento [25] resul-
tando em efeito opsonizagao que facilita a
fagocitose por macréfagos.

Mecanismos imunolégicos

Quando o fungo invade os tecidos a in-
teracdo de seus antigenos com o sistema
imune do hospedeiro causa uma resposta
imunolégica que exerce uma influéncia fun-
damental no desenvolvimento da infec-
¢do. Embora mesmo os dois bragos do sis-
temaimune humoral e celular tenham fun-
cOes especificas e independentes, é a sua
interacdo que garante a sobrevivéncia do
hospedeiro.

Pacientes com PCM n&o apresentam
deficiéncia na produgdo de anticorpos,
mas sim uma hiperatividade da resposta
imune humoral, que resulta em altos titu-
los de anticorpos e hipergamaglobuline-
mia. Os anticorpos anti-P. brasiliensis po-
demter papel nas defesas do hospedeiro
contra o fungo pelo aumento da opsoniza-
cdo das células fungicas parasiticas e da
atividade dos fagdcitos. Ainda, anticorpos
interagem com antigenos circulantes e in-
tersticiais, resultando em imunecomple-
x0s que podem desregular a resposta imu-
ne celular especifica.

Assim como em outras micoses pro-
fundas, a imunidade celular constitui um
crucial mecanismo de defesanaPCM. H&
varias evidéncias que P, brasiliensis foge
das defesas do hospedeiro por inibigao da
resposta imune celular. Os mecanismos
pelos quais o fungo induz depresséo imu-
ne ndo sdo completamente elucidados.

Isto exclui varios fatores que podem inte-
ragir de maneira multifatorial, como fato-
res plasmaticos, antigenos circulantes,
imunecomplexos, anticorpos especificos,
células T supressoras especificas e gran-
de envolvimento de linfonodos.

0 granuloma paracoccidiéidico

Paracoccidioidomicose é uma doenga
granulomatosa que é caracterizada pela
formag&o de tubérculos epiteliais com are-
as centrais de necrose, agregados de leu-
cocitos polimorfonucleares, um halo linfo-
mononuclear e fibrose. A resposta tissular
do hospedeiro a presenca das células fin-
gicas parasiticas ¢ a tipica inflamag&o gra-
nulomatosa epitelidide com numero varia-
vel de células parasiticas e areas de supu-
ragdo. Arespostainflamatdria granuloma-
tosa com a formagao de tubérculos epite-
lidides é tida como a mais evoluida forma
de reatividade tecidual e a mais efetiva de-
fesa biol6gica contra microrganismos inva-
sores [26].

Evidéncias diretas e indiretas parecem
indicar que o granuloma de P, brasiliensis
pode representar uma resposta tecidual
imune especifica do hospedeiro para o fun-
go numa tentativa de destruir, bloquear e
circunscrever o parasita e prevenir sua
multiplicagdo. Evidéncia direta de que o
granuloma paracoccidididico esteja relaci-
onado com a resposta imune mediada por
células do hospedeiro é dada por dados de
infecgdo natural em humanos e experi-
mental em animais. Fava Neto [27]foi o pri-
meiro a apontar esse fato pela classifica-
céo das formas clinicas da micose em dois
tipos (1) benigna, infecgéo localizada com
resposta imune celular persistente e (2) in-
fecgdo disseminada cominflamagéo supu-
rativa e afrouxamento da inflamagao gra-
nulomatosa, mostrando extensas areas
de necrose e grande numero de células
fungicas. Recentemente, essas duas for-
mas foram redefinidas como pdlos hipe-
rérgico e anérgico da doenga, respectiva-
mente [28].

O mesmo padréo de correlagéo foi do-
cumentado em infecgéo experimental em
camundongos normais e atimicos nu/nu.
Em contraste com animais com sistema ce-
lular T intacto, os animais nu/nu mostra-
ram alta mortalidade com lesdes contendo
poucos granulomas com numerosas célu-
las fungicas. Novos experimentos de-
monstram que mesmo quando animais ati-
micos conseguem organizar uma inflama-
¢ao granulomatosa, a auséncia de respos-
tas imune celular impede a morte dos fun-
gos [29]. Esses dados foram interpretados




com evidéncia de auséncia da estimula-
¢ao de linfocinas pela atividade fungicida
dos macréfagos. Tais observaces sdo se-
melhantes as aquelas vistas em pacientes
de PCM com AIDS ou naqueles que rece-
bem terapiaimunosupressiva [30].

Estudos microanatémicos do granulo-
ma de P, brasiliensis por histoquimica e
imunohistoquimica tém demonstrado que
as células T formam um manto periférico
ao redor de um agregado central de ma-
crofagos. A maioria dos linfocitos é do ti-
po T helper com poucas células supresso-
ras, indicando que aquelas células estdo
ativamente envolvidas na patogénese das
lesdes e no controle da doenca [31,32]. A
populagéo histiocitica tem sido usada co-
mo marcador da enzima lisosima (lys) e da
proteina S-100 antigeno-especifica do teci-
do nervoso. A interagdo entre as células
apresentadoras de antigenos e linfocitos
resultaria na liberagéo de fatores estimu-
lantes de células T, como a interleucina 2
(IL-2). Linfocinas liberadas por linfécitos
ativados poderiam entéo atrair, fixar e ati-
var macrofagos no foco inflamatorio. Os
macréfagos ativados apresentariam au-
mentada a sua capacidade de matar o fun-
go, secretar citocinas e entao se diferenci-
aria em células epitelidides de células gi-
gantes. Ainda, o granuloma mostra umnu-
mero variavel de células NK e eosindfilos,
cujas principais proteinas envolvem as cé-
lulas fungicas e podem participar na morte
dos parasitas [33].

Finalmente, ao redor dos tubérculos ha
numerosos linfocitos B e células plasmati-
cas que sdo principalmente produtoras de
IgG. Os anticorpos especificos anti-
Pbrasiliensis produzidos localmente di-
fundem para o granuloma e imunoprecipi-
ta 0 antigeno, facilitando a sua eliminagéo
e prevenindo a difusdo dos componentes
fingicos.

As principais células efetoras no gra-
nuloma paracoccidioidico s&o os linfécitos
T, dos subsets helper e citotdxico, macro-
fagos ativados, incluindo células gigantes
e epitelidides, leucdcitos polimorfonuclea-
res ativados, ambos neutréfilos e eosinofi-
los, células NK, linfocitos B e células plas-
maticas. Mais recentemente, varios dados
in vitro e in vivo tém evidenciado o papel
exercido pelas citocinas tipo Th1 e Th2 na
defesa do hospedeiro na PCM: i) Citocinas
Th1 (?-interferon, IL-2, IL-12) sdo associa-
das com resisténcia do hospedeiro contra
ainfecgao; ii) Citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-
10, TGF-R) sdo associadas com a susceti-
bilidade do hospedeiro a infeccao; iii) a de-
teccao in situ de citocinas em modelos mu-

rinos de PCM tem revelado associagéo en-
treapresengade IFN-? eresisténciae IL-
4 e suscetibilidade a infeccéo
[34,35,36,37]. Entretanto, alguns estudos
adicionais ndo tém mostrado uma polari-
zagao nas formas progressiva e regressi-
vaem PCMhumana e experimental.

O significado destas regulagdes e inte-
racdes celulares e o papel exercido pela
imunidade celular nas defesas do hospe-
deiro contra P, brasiliensis ao nivel tecidual
séo observados em estudos in vitro reali-
zados em pacientes com PCM, tais como
areduzida expressao de receptores de IL-
2 nas células T no sangue periférico [38] e
aumento da atividade fungicida de macré-
fagos pulmonares induzida por linfocinas
[39], aumento da capacidade fungicida
dos neutrdfilos periféricos em camundon-
gos [40]. Em concordancia com esses da-
dos estudos sobre imunizagdo protetora
na PCM tém indicado correlagdo positiva
entre elevada respostaimune celular e res-
trido da infecgdo e no numero de células
fungicas nos granulomas [41,42].

Imunoestimulantes de linfocitos T (le-
vamisole, IFN-?) tém sido utilizados em
modelo murino experimental de PCM dis-
seminada. Os resultados indicam restau-
ragdo e manutengdo parcial da resposta
celular imune com um curso mais benigno
[43]. O mesmo efeito tem sido obtido com
fator de transferéncia de animais especifi-
camente sensibilizados ou de animais nor-
mais [44].

No homem, glucanas de Saccharomy-
ces cerevisiae tém sido testadas em con-
junto com drogas antifingicas no trata-
mento das formas graves de PCM. O uso
deste imuno estimulante nao especifico re-
sulta em forte resposta ao tratamento com
rapida cura e diminuig&o no nimero de re-
caidas [45].

Estes estudos pioneiros em imunoesti-
mulag&o tém aberto novas vias para o tra-
tamento baseado no uso da propria defesa
do hospedeiro. Estudos dos mecanismos
imunoregulatérios e as interagdes entre lin-
focitos e macréfagos na PCM sé&o recen-
tes. Estas sao areas que estao sendo de-
senvolvidas e que daréo importantes con-
tribuicbes a compreensado da patogénese
destamicose.

IMUNODIAGNOSTICO

No controle de uma infeccéo suspeita
de PCM nenhum teste diagnéstico € supe-
rior ao isolamento do agente etioldgico a
partir de espécimes clinicos ou sua inequi-
voca identificagdo fisica nos espécimes cli-
nicos e/ou em cortes histopatoldgicos do

tecido invadido. Entretanto, essas situa-
¢Oes ideais nem sempre sao possiveis €,
entdo, diagndsticos baseados em testes
soroldgicos séo indicados. No caso da
PCM, testes soroldgicos, como imunodifu-
sdo, sdo tdoimportantes que um teste posi-
tivo, mesmo em titulo baixo, € indicativo de
infecgéo.

Nas ultimas décadas temos visto uma
expansdo crescente no campo da imuno-
logia permitindo o desenvolvimento de no-
vas técnicas que foram gradualmente sen-
do adotadas por pesquisadores interessa-
dos no diagnéstico de doengas fungicas.
Varios métodos vém sendo usados como
possiveis ajudas em algumas infecgdes
micdticas, principalmente na PCM. Mui-
tos desses testes utilizam anticorpos poli
ou monoclonais ou antigenos que podem
ser facilmente quantificados com alta sen-
sibilidade e tem resultado em métodos
com melhor sensibilidade e especificida-
de.

O emprego com sucesso dos testes so-
rologicos para diagndstico das infecgdes
micéticas € muito importante devido a inci-
déncia e mortalidade das micoses, parti-
cularmente aquelas causadas por fungos
oportunistas que tém mostrado umincrivel
aumento nos ultimos anos, principalmente
em doengas como aAlDS, cancer e hema-
toldgicas. Isto enfatiza a utilidade de téc-
nicas padronizadas e antigenos como ins-
trumentos diagndsticos na avaliagao clini-
ca e laboratorial de pacientes com suspei-
tas de infecgdes fungicas. Antigenos fun-
gicos séo de grande interesse néo apenas
para o estudo de suas propriedades fun-
damentais, mas também devido ao seu
uso como reagentes para diagndstico.

Nos ultimos anos, a literatura cientifica
sobre imunologia das micoses mostra um
aumento dos trabalhos sobre testes soro-
l6gicos e diferentes preparagdes antigéni-
cas. No inicio dos anos 80, Restrepo [46]
revisou a extensa literatura sobre o sorodi-
agnostico da PCM e no principio dos anos
90, Mendes-Giannini et a.l. [47] escreve-
ram um excelente capitulo sobre o0 assun-
to. Entretanto, noinicio dos anos 70, Fava
Neto [48] e Negroni [49] também docu-
mentaram os problemas sobre 0s antige-
nos para diagnésticode PCM.

Antigenos

Por muitos anos, diferentes prepara-
¢Oes antigénicas tém sido utilizadas parao
sorodiagndstico da PCM. Entretanto, es-
tes antigenos diferem em suas padroniza-
¢Oes de laboratério para laboratério e in-
cluem extratos sonicados de células leve-




duriformes, filtrados concentrados ou liofi-
lizados, para citar apenas alguns. Ainda
mais, cada antigeno é preparado com célu-
las cultivadas em diferentes meios de culti-
vo e sob diferentes condigdes, tais como o
tempo de incubagao, temperatura, tama-
nho do indculo inipial, cultura estacionaria
ou sob agitagéo. E possivel que diferentes
preparagdes de antigenos possam variar
consideravelmente em atividade e quali-
dade como resultado da falta adequada de
padronizag&o de lote para lote. Por outro
lado, diferentes cepas de P. brasiliensis po-
dem produzir diferentes quantidades e
qualidade de antigenos, umaresposta que
também ¢ influenciada pelo meio de cres-
cimento. Com esta variedade de proble-
mas, ndo é surpresa que haja considera-
vel discordancia quanto a sensibilidade
dos testes paraimunodiagnostico da PCM
[50,51,52,53,54,55,56].

Amais importante contribuigo na soro-
logia da PCM foi a identificagéo da glico-
proteinade 43 kDa (gp43), inicialmente de-
signada como um antigeno diagnostico es-
pecifico[57].  Esta glicoproteina ¢ idénti-
ca ao antigeno E, descrito primeiramente
por Yarzabal etal. [58] e é na verdade a mo-
lécula responsavel pela imunoprecipita-
cédo especifica no teste de ID (banda 1)
descrito por Restrepo e Moncada [59] € 0
arco E obtido em testes de imunoeletrofo-
rese, descrito por Restrepo e Drouhet em
1970 [54]. Agp43 é o principal exoantige-
no do P, brasiliensis e sua sintese ao nivel
de ribossomos ¢é feito por transporte ativo
amembrana celular, onde é excretado por
simples exocitose ou porlomasomos [60].

A especificidade dos testes soroldgi-
cos depende, sobretudo do antigeno usa-
do. Antigenos brutos de P. brasiliensis tém
componentes que S80 comuns com outros
fungos e desta maneira, soros de pacien-
tes com outras infecc8es micéticas podem
reagir cruzadamente comele. Porestara-
z480, nos Ultimos anos esforcos vem sendo
feitos para a obtengdo de boas prepara-
¢Oes antigénicas que possam ser utiliza-
das com especificidade e alta sensibilida-
de. Camargo etal [61] padronizaram o pro-
cesso para produzir preparagédo antigéni-
ca Util para o sorodiagnéstico da PCM. O
exoantigeno obtido depois de 7 dias de
crescimento celular mostrou ser ideal para
teste de imunodifuséo e foi denominado
deAg7.  Esta preparacao antigénica foi
obtida com a amostra B-339, conhecida
desde os anos 60 por produzir antigenos
estaveis. Aescolha de culturas de 7 dias
foi devido ao fato de que o crescimento es-
ta na metade da fase exponencial, antes

do decréscimo do niimero de células via-
veis, quando comega a autélise com libe-
racdo de proteases, 0 que promove de-
gradacéo das proteinas. Neste protocolo,
o principal componente do exoantigeno é
a gp43, o antigeno imunodominante .
Com o passar dos anos a metodologia ini-
cial foi modificada de modo a simplificar o
processo de producdo do Ag7 para ser
acessivel a todos os laboratorios, mesmo
aqueles com poucos recursos. Atualmen-
te, preparamos 0 Ag7, semeando o total do
crescimento de 5 a 10 tubos de cultura do
fungo em sua fase leveduriforme em 500
ml de meio e cultivando-o durante 7 dias,
sob agitagdo constante, a 35°C. O fungo é
morto com mertiolate, a cultura ¢ filtrada
em papel defiltro e ofiltrado obtido é con-
centrado 20 a 30 vezes, dializado e a con-
centragéo protéica estimada. Neste mo-
mento 0 Ag7 é testado contra uma bateria
de soros previamente confirmados de
PCM.  Se todos os soros selecionados
mostram reacao positiva, este antigeno é
alicotado e conservado a 20°C até uso.
Entretanto, se algum soro controle ndo rea-
ge, 0 antigeno é novamente concentrado e
testado novamente. Em geral, o teor pro-
téico é de 300 a 500 pg/ml (pelo método
de Bradford) [62]. Em nossa experiéncia,
gp43 é abundantemente secretada apos
sete dias de cultivo em diferentes meios.
Em quase todas as preparagdes, quando
0 exoantigeno é analisado por meio de
SDS-PAGE a gp43 representa de 80-90%
da preparagao.

Immunodifusao

Durante os ultimos anos o teste de imu-
nodifus@o (ID) tem sido o teste de escolha
para o diagnéstico inicial de pacientes sus-
peitos de PCM. O teste apresenta alta es-
pecificidade e sensibilidade podendo vari-
arde 65a100% dependendo do tipo de an-
tigeno utilizado [47, 63]. Recentemente, o
antigeno Ag7 foi testado por um grupo in-
ternacional de pesquisadores com o obje-
tivo de fornecer a laboratorios regionais,
nas areas endémicas, um teste simples,
sensivel e especifico para diagndstico rapi-
do e barato da PCM [64]. Os resultados
mostraram que o teste de ID apresentou
84,3% de sensibilidade e 98,9% de espe-
cificidade, concluindo que naquelas condi-
cbes 0 Ag7 pode ser visto como um impor-
tante instrumento diagnostico na PCM.
Entretanto, em nosso laboratério, resulta-
dos falso negativo ocorrem em 2 a 3 %,
sendo que estas observagdes também fo-
ram relatadas por outros pesquisadores
[65]. Nestes casos, os pacientes tém doen-

ca grave principalmente com grande com-
prometimento pulmonar. Por outro lado, o
diagnéstico é facilmente fornecido pelo en-
contro de leveduras multibrotantes no es-
carro onde o P, brasiliensis é abundante e
facimente encontrado pelo exame direto
com KOH a 30%. E nossa opinido que
nessas situagdes e no momento do diag-
néstico o sistema imune do paciente esta
deprimido e ndo hé suficiente quantidade
de anticorpos especificos para precipitar.
O teste intradérmico com paracoccidioidi-
na também é negativo. Entao, o paciente
recebe o tratamento inicial e depois de um
periodo de 1 a2 meses aimunidade é res-
taurada e o teste de ID torna-se positivo.

Outros testes para a sorologia da PCM
sao empregados dependendo da disponi-
bilidade e exeqiibilidade de cada labora-
torio. Entre eles podemos citar a contrai-
munoeletroforese (47, 66), testes imuno-
enzimaticos tipo ELISA e variages e im-
munoblotting (67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74,75).

Seguimento soroldgico do paciente

N&o ha consenso ente os médicos so-
bre 0 seguimento sorol6gico dos pacien-
tes de PCM em tratamento com antimicoti-
cos. Cada grupo adota seu proprio proce-
dimento de acordo com sua experiéncia,
de modo que diferentes protocolos s&o
adotados. Mendes-Giannini etal. [47] mos-
traram por Western blotting uma queda sig-
nificante de anticorpos (IgG) anti-gp43 du-
rante o tratamento bem sucedido, enquan-
to que um aumento ocorria nos momentos
de recaidas. Camargo et al. [72] também
utilizando Western blotting demonstrou
que anticorpos anti-gp43 e gp70 diminu-
iam significativamente em pacientes em
tratamento e ambas moléculas podem ser
consideradas marcadoras paraa PCM hu-
mana.

Mendes-Giannini et al [69] demonstra-
ram que a queda de anticorpos IgG, IgA e
IgM anti-gp43, por ELISA, correlaciona-se
positivamente com a melhora clinica. Nu-
ma série de estudos, Campos et al. [76,
77, 78] demonstraram que é dificil correla-
cionar os testes de fixagdo do complemen-
to (FC) e imunofluorescéncia indireta (IFI)
com aremissao clinica em avaliagao a lon-
go tempo de pacientes com PCM. Campos
et al. [79] analisaram e comparam os tes-
tes de FC, contraimunoeletroforese (CIE)
ID e Magnetic ELISA(MELISA) no segui-
mento sorolégico de pacientes com PCM.
Correlagdo positiva foi observada entre
CF e CIE com manuteng&o ou recaida da
PCM. MELISAeID foram capazes de di-




ferenciar remissdo de manutengdo ou re-
caida nestes pacientes. Este fato néo foi
observado com FC e CIE. Soros anticom-
plementares em testes de FC foram identi-
ficados por ID e MELISA. Entdo, neste es-
tudo, ID e MELISArepresentam vantagem
alternativa ao teste de FC no diagnéstico e
durante o seguimento dos pacientes com
PCM. Mendes [80] reestudaram os testes
sorolégicos de ID, CIE, FC e IFl antes e du-
rante o seguimento de pacientes. A com-
paracéo os testes sorologicos de acordo
com a seqUéncia de diluictes e conside-
rando as diferengas significantes de mais
de uma diluigao, revelaram que a concor-
dancia entre os testes variava de 54 a
80,3%. Otempo necessario paraatingir re-
sultados negativos foi de 15 a 19 meses,
por dados de IFI. Os autores enfatizam
que o tratamento precisa ser mantido por
um ano apds a negativagao da sorologia.
Alves [81] analisaram e compararam 3 mé-
todos diferentes para o seguimento dos pa-
cientes de PCM, ID, ELISA, e ELISA de
captura (IgG). Os soros foram coletados
antes do tratamento, aos 6, 12 e 18 meses
de terapia. O estudo concluiu que os titu-
los obtidos por ID e ELISAde captura apre-
sentaram uma queda significante depois
de 6 meses nos pacientes com boa evolu-
céo clinica, enquanto que no ELISA os titu-
los caiam apenas apos 12 meses de trata-
mento. Entretanto, nenhum teste foi ca-
paz de detectar recaida nesses pacientes.
O autor concluiu que o teste de ID eraa me-
Ihor opgéo entre os 3 testes estudados pa-
ra o seguimento sorolégico de pacientes
comPCM.

Detecgéo de antigenos

No passado alguns investigadores ten-
taram detectar antigenos circulantes em
pacientes com PCM usando diferentes mo-
dalidades de ensaios sorologicos. Entre
eles, o ELISA de competicéo (82), testes
radioimunolégicos (83), CIE (84), imunoe-
letroforese-imunodifusao (85), inibigdo de
hemaglutinag&o (86), imunoeletroforese li-
near invertida (87) e immunoblotting (88).
Goméz et al. (89) foram os primeiros a
usar anticorpos monoclonais para detec-
tar antigeno circulante de 87 kDa em soros
de pacientes de PCM por meio do teste de
inibicao de ELISA (inb-ELISA).

Detecgéo de antigenos em soro
(gpd3 e gp70).

Um dos principais problemas no soro-
diagnostico da PCM baseado na deteccéo
de anticorpos é a reatividade cruzada com
soros de pacientes com outras micoses,

principalmente com histoplasmose e doen-
ca de Jorge Lobo. Testes baseados em ID
séo geralmente considerados altamente
especificos para diagndstico, mas séo pou-
cos sensiveis, entre 65 e 100 % depen-
dendo do tipo de antigeno empregado nos
testes[90]. Poroutrolado, testes com sen-
sibilidade maior, como 0s imunoenziméti-
cos, apresentam problemas associados
com especificidade devido a reatividade
cruzada com soros de pacientes com ou-
tras micoses.

Uma metodologia mais racional para o
diagndstico de PCM pode ser a detecgéo
de antigenos em soros e outros fluidos de
pacientes suspeitos. A gp43 é o principal
antigeno diagndstico de PCM e foi pesqui-
sada no passado por meio de diferentes
testes, que variavam em sensibilidade e
especificidade. A maioria dessas tentati-
vas utilizou pequeno nimero de pacientes
e, portanto, nenhuma ficou consolidada.

Mendes-Giannini et al. [88] detectou o
antigeno gp43 em “pools' de soros de paci-
entes com PCM por meio da técnica de
Western blot, mas nenhuma quantificagéo
foi determinada. Freitas da Silva e Roque-
Barreira [82] utilizando o teste de ELISAde
competicdo detectou antigenos circulan-
tes em 33,7% de 88 soros de pacientes de
PCM, cujos niveis variaram de 0,03 a 3,4
Mg/ml.  Entretanto, reagdes cruzadas fo-
ram obtidas com soros de pacientes com
aspergilose, cripotococose e histoplasmo-
se. O estudo mais refinado sobre antige-
nemia na PCM foi desenvolvido por Go-
méz et al. [89] usando anticorpos mono-
clonais anti-molécula de 87 kDa, por meio
do teste de inibigdo de ELISA com resulta-
dos promissores.

Recentemente, nosso laboratério pa-
dronizou o teste de inibigao de ELISA para
deteccdo de gp43 no soro de pacientes
com PCM conseguindo sua detecgdo em
concentragbes que variaram de 0.0053 a
30 pg/ml. A sensibilidade do teste foi de
95,1% e como maior sensibilidade em paci-
entes da forma aguda da PCM (100%)
com concentragdo média de gp43 em
18,23 pg/ml. Entre os pacientes com a for-
ma cronica, gp43 foi detectada em
95,71%, com concentragdo média de 8,55
pg/ml.

Nossos resultados mostraram que o
teste para deteccao de gp43 pode ser utili-
zado em ambas formas clinicas da doen-
ca. O teste fornece uma maneira rapida,
sensivel e especifica de diagnostico de
PCM e ainda pode ser usado no segui-
mento soroldgico dos pacientes sob medi-
cagdo antifungica pelo monitoramento da

concentragdo dagp43 nosoro.

Adeteccéo de gp43 em baixas concen-
tragBes em alguns soros humanos norma-
is pode representar infecgdo subclinica na
populacéo de areas endémicas. Infeccéo
subclinica é definida como uma infecgdo
assintomatica causada pelo P, brasiliensis
em individuos normais que vivem em are-
as endémicas e tém prova positiva em tes-
te intradérmico com paracoccidioidina
[91]. Teste positivo de intradermorreagao
com paracoccidioidina na populagéo sau-
davelvaria de 3,70 a62,60%, dependendo
da preparagdo antigénica utilizada [92].
Em estudos prévios, usando gp43 purifica-
da como antigeno para intradermorreagéo
ou o antigeno polissacaridico de Fava Net-
to verificamos positividade de 5% com am-
bas preparagdes [93].

Outro antigeno especial pesquisado
em fluidos bioldgicos de pacientes com
PCM é amolécula de 70kDa. Neste senti-
do, em estudos recentes verificamos que a
detecgdo da gp70 em 81 amostras de so-
ros de pacientes com PCM apresentou
sensibilidade de 98,8%, com concentra-
cdo média de 8,19 pg/ml, alcancando
100% nos pacientes com a forma aguda
(concentragdo média = 11,86 pg/ml ).
Entre os pacientes com a forma cronica
multifocal a sensibilidade foi de 98,43%
(média = 7,87 ug/ml) e nos pacientes com
a forma unifocal foi de 100%, com média
de 4,83 pg/ml. Nenhuma reagao cruzada
foi observada com soros de pacientes com
outras micoses.

Deteccéo de antigeno no liquor

O envolvimento do sistema nervoso
central na PCM (neuroPCM) é secundario
a disseminagdo hematogénica do fungo.
NeuroPCM normalmente ocorre como ma-
nifestacdo de doenga amplamente disse-
minada, mas ocasionalmente o sistema
nervo central pode ser o Unico local da in-
fecgdo. Nem sempre o sistema nervoso
central é envolvido, entretanto, métodos
neuro-radiolégicos como tomografia com-
putadorizada e imagens por ressonancia
magnética sdo necessarios para identifi-
carlesdes que se expandiram para o cére-
bro. Neuro-PCM é normalmente repre-
sentado por lesbes multiplas ou Unicas
que leva a deficiéncias motoras ou senso-
riais, paralisia, mudangas mentais e hiper-
tens&o intracranial [48,49].  Entretanto,
o diagnostico definitivo de neuroPCM sé
pode ser definido depois da visualizagao
do fungo em material de bidpsia, isola-
mento do fungo ou por métodos soroldgi-
cos. Considerando a morbidade associa-




da com os procedimentos neuroldgicos,
o0s médicos n&o estdo propensos a indicar
aspiracao ou bidpsias de lesdes cerebrais.
Entretanto, testes soroldgicos sensiveis e
especificos que determinam a presenca
de P brasiliensis no liquor s&o indispensa-
veis. Marques-da-Silva et al. [94] detecta-
ram gp43 e gp70 circulantes em liquor de
pacientes com neuroPCM, com concen-
tracdo média de 19,3 g/ml e 6,8g/ml, res-
pectivamente. Estes resultados sugerem
que o monitoramento de antigenos espe-
cificos de P, brasiliensis pode ser Util para
definir o diagnostico de neuroPCM. Por ou-
tro lado, a detecgdo de anticorpos no li-
quor mostrou-se negativo por meio do tes-
te de imunodifusdo, mas foi positivo, embo-
ra em titulos baixos, quando testado por
ELISA. Estes dados, mesmo sendo origi-
nado de um nimero pequeno de pacientes
(n=14) leva-nos a admitir que a detecgéo
de antigenos porinibigao de ELISAou a de-
tecgdo de anticorpos por ELISA convenci-
onal pode ser igualmente sensivel para di-
agnostico de neuroPCM. Desde que os va-
lores para a gp43 foram sempre superio-
res do que os encontrados para a gp70,
teste detectando apenas gp43 é suficiente
para propésito diagnéstico.

Detecgéo de antigeno em
lavado bronco-alveolar

Também, o teste de inibicdo de ELISA
foi aplicado para detectar gp43 e gp70 em
lavado bronco alveolar (LBA) [95]. Neste
sentido, pacientes com PCM forneceram
amostras de LBA e gp43 e gp70 foram de-
tectadas em todas as amostras com con-
centragdo média de 9,38 pg/ml and 4,37
Mg/ml, respectivamente. Amostras de LBA
de pacientes com outras micoses nado
PCM forneceram resultados negativos.
Estes resultados sugerem que o monitora-
mento de antigenos especificos de P. bra-
siliensis em amostras de LBA pode ser Uil
no diagnostico de PCM pulmonar especi-
almente quando a infecgao esta em seu es-
tagio inicial. Anticorpos néo foram detec-
tados em amostras de LBA quando testa-
das porimunodifusao.

Detecgdo de antigenos naurina

Até o momento, poucos relatos sobre a
detecgado de P, brasiliensis em urina foram
descritos. Gp43 foi detectada em urina de
pacientes com PCM e esta molécula foi de-
tectada precocemente na urina de um paci-
ente com a forma aguda da doenca [96].
Goméz et al. [89] empregando o teste de
inibicdo de ELISArelataram a presenga de
um antigeno de 87 kDa em urina, mas o

teste apresentou baixa sensibilidade. Mar-
ques da Silva [53] empregando teste de ini-
bicdo de ELISArelata a deteccdo de gp43
(média = 8.65 pg/ml) and gp70 (média =
8.96 pg/ml) em urina de pacientes com
PCM com 87.5% sensibilidade e 100% es-
pecificidade a ambas as moléculas. Ne-
nhuma reagdo cruzada foi observada
quando urina de pacientes com outras mi-
coses foram testadas (histoplasmose, can-
didiase e criptococose). Apesar da alta
sensibilidade esses antigenos néo pude-
ram ser detectados em 12,5% das amos-
tras de urinas testadas.

Antigenemia durante terapia
antifungica

N&o ha consenso sobre 0 tempo ideal
para o tratamento antifingico para pacien-
tes com PCM, mas varias publicagdes con-
cordam que a detecgéo de anticorpos cir-
culantes é um importante parametro para
definir o tempo de parar com o tratamento
antifingico. Entretanto, pacientes com
PCM tém uma forte resposta contra gp43
que pode persistir por muito tempo. Em
contraste, alguns pacientes, dependendo
do seu status imunoldgico s&o sorologica-
mente negativos no momento do diagnds-
tico e outros mostram baixos niveis de anti-
corpos especificos por longo periodo de
tempo. Conseqiientemente, algumas vé-
zes é dificil determinar se estes pacientes
estdo realmente curados [97].

Um dos principais alvos em PCM ¢ es-
tabelecer quando o médico deve para a te-
rapéutica antimicética porque néo ha con-
senso acerca de opgdes de tratamento ou
mesmo quando o paciente esta realmente
curado. Embora a cura de lesdes aparen-
tes possa ocorrer dentro de um periodo
curto de tempo depois de iniciado o trata-
mento, terapias longas sdo desejadas a
fim de se evitar recidivas. Nestes casos, a
resposta do hospedeiro precisa ser moni-
torada por métodos indiretos e, neste cena-
rio, sorologia prové informagbes sobre
prognéstico.

Devido a limitagbes dos testes de de-
tecgéo de anticorpos, alguns pesquisado-
res tém avaliado a performance dos testes
de deteccéo de antigenos circulantes de P
brasiliensis no diagnostico de PCM.
Alguns destes testes foram usados para
detectar gp43 tiveram sucesso parcial.

Recentemente estudamos o compor-
tamento da antigenemia por gp43 durante
o tratamento de pacientes de PCM com
ltraconazol (ITZ) até a cura aparente ao
fim da terapia, depois de 8 a 12 meses
[98]. PCM é umainfecgao cronica que en-

volve o sistema reticulo endotelial (SRE)
assim como os pulmdes. Adefinicdo de cu-
ra ou boa resposta clinica é algumas ve-
zes dificil estabelecer considerando a bai-
xa sensibilidade de culturas, seqtielas e li-
mitagdes relacionadas a avaliagdo do sta-
tus do SRE. Como conseqiiéncia ha con-
senso de que métodos outros que ndo en-
volvem cultura s&o excelentes instrumen-
tos para melhor avaliar a resposta a tera-
pia. Neste estudo, avaliamos os niveis de
antigenos em 23 pacientes que foram tra-
tados com sucesso com ITZ. A defini¢do
de uma boa resposta ao tratamento foi ba-
seada na resolugdo de todos os sintomas
e sinais relacionados a infecg&o, assim co-
mo na melhora dos achados radioldgicos.
E importante salientar que durante o perio-
do de 12 meses de tratamento e segui-
mento soroldgico, nenhum paciente teve
evidéncias de recaida ou de sinais radiolo-
gicos Embora néo fossemos capazes de
avaliar o comportamento dos titulos de an-
tigenos durante periodo de recaida da in-
fecgéo, melhora clinica de todos pacientes
foi seguida pela queda de niveis de antige-
nosa <5 pg/ml. Estes achados fortemen-
te sugerem que antigenemia por gp43 po-
de serum Util instrumento para monitorara
resposta terapéutica ao tratamento anti-
fingico. Resultados muito semelhantes fo-
ram obtidos quando a gp70 foi pesquisa
nesses mesmos pacientes [99].

Conclusées

APCM pesquisada por muitos cientis-
tas e com alguns aspectos elucidados, ain-
da continua sendo um enigma em seus
mecanismos de patogenicidade o que nos
leva a continuar estudando seu agente eti-
olégico, que mesmo fazendo 100 anos
em 2008, o “velho P, brasiliensis” continua
charmoso e atraindo muitos jovens para
asbancadas.

A padronizagdo de modelos experi-
mentais, utilizando camundongos resis-
tentes ou suscetiveis geneticamente con-
trolados tem clarificado muitos aspectos
da relag&o hospedeiro-parasita nas mico-
ses. A identificagdo do gene da gp43 e a
subsequiente sintese da molécula tem en-
corajado experimentos sobre vacinas em
modelos experimentais e os resultados ini-
ciais sdo promissores. A melhor compre-
ensdo da biologia molecular de parasitas
tem aberto novos horizontes para o uso de
ferramentas modernas na identificagdo de
fungos em amostras flngicas, como a hi-
bridizagdo “in situ” em biépsias, assim co-
mo anélise molecular de isolados fungicos
do homem ou de solo. Finalmente, a imu-




nopatogénese da inflamagé&o granuloma-
tosa fungica tem sido profundamente in-
vestigada usando anticorpos monoclonais
paraaidentificagdo dos componentes celu-
lares envolvidos na inflamagéo e as citoci-
nas localmente secretadas, assim como o
uso de animais experimentalmente deple-
tados de células e receptores para os medi-
adores. O diagnostico baseado na detec-
¢ao de anticorpos é util para diagnéstico
de micoses sistémicas, principalmente
PCM e sua sensibilidade e especificidade
dependem do antigeno e do teste utiliza-
do. Infelizmente, ha testes de detecgao de
anticorpos que utilizam antigenos brutos
que apresentam baixa especificidade e
sensibilidade. Conseqlientemente ocorre
reatividade cruzada na sorologia das doen-
gas micdticas. Isto limita o valor dos testes
de deteccdo de anticorpos baseados em
misturas de antigenos brutos. Atualmen-
te, as principais moléculas de P, brasilien-
sis podem ser purificadas e testadas para
o0 imunodiagnéstico, por exemplo, os anti-
genos de 43 kDa e 70 kDa de P, brasilien-
sis, que estdo sendo usados e testados
em suas formas nativas ou quimicamente
tratados, com resultados muito promisso-
res. Por outro lado, moléculas recombi-
nantes também estdo sendo ensaiadas
em varios testes sorologicos. O diagnos-
tico de PCM por meio da detecgao de anti-
genos circulantes € método relativamente
recente e 0s ensaios por meio de inibigdo
de ELISAtem-se mostrado excelente para
esse proposito. Assim moléculas de 43 e
70 kDa podem ser detectadas em soro, li-
quor, lavado bronquio alveolar e em urina
de pacientes com PCM e prover diagnosti-
co especifico.
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Bacteriologia
Geral

Foilangado recentemente pela Editora Guanabara-Koogan o livro Bacteriologia Geral, das profes-
soras da Universidade Federal do Rio de Janeiro Alane Beatriz Vermelho, Maria do Carmo de Freire
Bastos e Marta Helena Branquinha de Sa.

O livro apresenta 582 paginas e o contetdo é dividido em 10 Capitulos que enfocam os aspectos
principais do estudo de processos basicos da célula bacteriana. Ap6s uma introdugao aos principais
grupos taxonémicos bacterianos, os capitulos abordam a Citologia, Nutricao e Crescimento, Controle
do Crescimento por Processos Quimicos e Fisicos, Mecanismos de Obtengéo de Energia, Genoma,
Variabilidade Genética, Mecanismos de Transferéncia de DNA, Mecanismos de Agdo dos Quimiotera-
picos e Resisténciaa Drogas.

Um dos pontos a destacar séo as ilustragdes de qualidade, tanto esquemas como fotos, que auxili-
am muito a compreensao do texto e destacam os pontos principais. Também é muito interessante a
quantidade de informagdes bioquimicas apresentadas nos esquemas, que ddo embasamento para a
discussaodos processos estudados.

O livro Bacteriologia Basica, ao abordar os processos basicos de morfologia e fisiologia da célula
bacteriana, fornece subsidios para a compreensao dos processos realizados por bactérias de modo
mais amplo, ndo apenas na area médica como também ambiental, industrial, entre outras. Cada as-
sunto é aprofundado o suficiente para permitir plena compreensao dos processos, e sao apresentados
exemplos de cada sistema, bem como as variagdes encontradas entre as bactérias e eventualmente
entre bactérias e outros organismos.

Aabrangéncia dos assuntos abordados faz com que o livro seja de interesse para alunos de todas
asareas microbiologicas, tanto de graduagao como especializagéo e pés-graduagao.

Profa. Marilis V. Marques
Departamento de Microbiologia
ICB- USP
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Racional e Relevancia Clinica:

Realizagao

Diagnostico Microbiolagico

0 Desafio da Atualidade | Gramado/RS

Cursos Pre-simposio

16 de Outubro
Os cursos pré-simposio acontecerao dia 16/10
das 9h as 13h e das 14h as 18h

1. Identificacdo de bactérias Gram-positivas problematicas no labo-
ratorio de rotina

Ministrantes: Jorge Sampaio Lab. Fleury/SP e Pedro d“Azevedo
UFCSPA/RS

Ementa:

1) Identificacdo de CGP catalase-positivos - a.Qual a rotina recomenda-
da (fluxogramas);b.Em que situagdes identificar os SCN

2) Identificacao de CGP catalase-negativos - a.Alteraces taxonomi-
cas;b.Qual a rotina recomendada (fluxogramas);c.Limitagdes dos tes-
tes fenotipicos

3)Identificagao de corineformes - a.Alteragdes taxondmicas;b.Qual a ro-
tina recomendada;c.Em que situacées identificar género e espécie
4)Identificacao de Actinomicetos - a.Qual a rotina recomendada;b.Em
que situagdes identificar género e espécie

5)Casos clinicos

2. Gestao de Processos em Lahoratdrio de Microbiologia: qualidade
e custos

Ministrantes: Céssia Zocolli - Lab. Santa Luzia /SC - e Carmen Oplustil -
NBK/SP

Ementa:

Mapeamento de processos de rotinas (Hemocultura, urocultura, trato
genital), passo a passo do processo.

Como manter a qualidade reduzindo custos

Reducao de desperdicios

Mapa de Valor

3. Microbiologia Clinica basica: Processando materiais clinicos
sem erros

Ministrante: Marina Martinez - FCF-USP/SP -HU/USP e Antonia Ma-
chado - UNIFESP/SP

Ementa:

Sera feita uma revisao sobre diversas doencas infecciosas tendo como
foco a coleta e tratamento das amostras clinicas assim como o isola-
mento e identificacéo dos principais agentes envolvidos.

Trato gastrintestinal

Trato urindrio

Vias aéreas superiores e inferiores

Trato genital

Transudatos e exudatos

Septicemias

Meningites

Drganizagan
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MICROBIOLOGIA
CLINICA

4. Métodos em parasitologia clinica: foco na detecgao de coccidios
Ministrante: Tiana Tasca UFRGS/RS

Ementa:

Nesse curso serdo abordados aspectos bioldgicos e clinicos de parasi-
tos emergentes e oportunistas, os coccidios Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis e Isospora belli. O enfoque seré no diagnésti-
co laboratorial dessas espécies, através de métodos de coloracéo espe-
cificos e morfometria

5. Identificacao de Bacilos Gram Negativos Nao Fermentadores no
laboratério clinico: E possivel? Como e o que fazer?

Ministrantes: Elizabeth Marques UERJ/RJ e Tyrone Pitt UK Monitor:
Robson de Souza Ledo - UERJ-RJ

Ementa:

1) Atualizacéo na taxonomia dos BGN NFe sua implicacéo para a identi-
ficacéo .

2) Testes fenotipicos mais comumente usados e algumas "dicas" para a
caracterizagao dos BGN-NF em laboratorio clinico

3) Tecnicas moleculares: PCR - espécie especificas; DNA-Microarray
para identificagdo de espécies ; tecnica de sequenciamento para anali-
se filogenetica: genes 16 S rRNA, recA e rpoB

6. Micologia no dia-a-dia do laboratario clinico
Ministrantes: Valério Aquino UFRGS/RS e Luiz Carlos Severo -
UFRGS/RS Monitor: Flavio Matos de Oliveira

Ementa:

1) Introducéo a micologia médica

2) Micoses superficiais e cutaneas

3) Micoses sistémicas e oportunistico

4) Diagndstico laboratorial das micoses

7. Usando a Biologia Molecular na Microbiologia Clinica
Ministrante: Vlademir Cantarelli - Lab. Weinmann/RS e Diogo A. Pilger
Lab. Weinmann/RS

Ementa:

Descricéo dos principios bésicos da reagao em cadeia da polimerase
convencional, PCR em tempo real com uso de SYBR Green e sondas, re-
acao de sequenciamento de DNA e microarrays. Abordar questdes téc-
nicas, como sensibilidade, amostras clinicas e aplicacoes das técnicas
acima nas diversas areas da microbiologia clinica.

8. Novos padrées de resisténcia : Como incorporar a detecgao no

laboratdrio
Ministrantes: Ana Gales - UNIFESP/SP e Libera Dala Costa - UFPR/PR

.
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Diagnostico Microbioldgico
Racional e Relevancia Clinica:
0 Desafio da Atualidade

Programa Oficial

16 de outubro

07:30 - Abertura da secretaria e entrega de
material

09:00 - 18:00 - Cursos Pré-evento

1. ldentificacéo de bactérias Gram-positivas
problematicas no laboratério de rotina

2. Gestao de Processos em Laboratério de
Microbiologia: qualidade e custos

3. Microbiologia Clinica basica: Processando
materiais clinicos sem erros

4, Métodos em parasitologia clinica: foco na
deteccao de coccidios

5. Identificagao de Bacilos Gram Negativos Néo
Fermentadores no laboratdrio clinico:

E possivel? Como e o que fazer?

6. Micologia no dia-a-dia do laboratdrio clinico
7. Usando a Biologia Molecular na Micraobiologia
Clinica

8. Novos padrdes de resisténcia : Como
incorporar a deteccao no laboratério

19:00 - 20:30 - Abertura oficial e atividade
cultural

Conferéncia de Abertura

Conferencista: Ellen Jo Baron - USA

Impact of new technology on infectious disease
and infection control practices

20:30 - Coquetel

17 de outubro

07:30 - Abertura da secretaria e entrega de
material

09:00 - 10:00 - Conferéncias

Sala 1

A evolucao da taxonomia , identificacao e
epidemiologia molecular de Enterococcus

Gramado/RS

Coordenador: Pedro d“Azevedo UFCSPA/RS
Conferencista: Lucia Teixeira UFRJ/RJ

Sala 2

Resisténcia bacteriana em Bacilos Gram
negativos- quando desconfiar e como detectar
fenotipicamente os mecanismos mais
freqiientes.

Coordenadora: Ana Gales UNIFESP/SP
Conferencista: Marcelo Galas Argentina

Sala 3

Histoplasmose

Coordenadora: Marilene Vainstein UFRGS/RS
Conferencista: Luiz Carlos Severo - UFRGS/RS

10:00 - 10:30 - Coffee Break

10:30 - 12:30 - Mesas Redondas

Sala 1

Micobactérias de importancia Clinica
Coordenador: Jorge Sampaio Lab. Fleury/SP
M.tuberculosis: epidemiologia e resisténcia
Palestrante: Maria Licia Rossetti FEPS/RS
Diagnostico Clinico-laboratorial da
Tuberculose

Palestrante: Rodrigo Pires dos Santos HCPA/RS
Micobactérias Nao- Tuberculosis
Palestrante: Jorge Sampaio- Lab. Fleury/SP

Sala 2
Métodos moleculares no laboratdrio de
Microbiologia Clinica: realidade ou ficcao?

16 a 19 de outubro de 2008
Centro de Convengoes Serrano Resort

Sala 3

Micoses Sistémicas

Coordenadora: Marilene Vainstein - UFRGS/RS
Paracoccidioidomicose: abordagem
classica e molecular no diagndstico e
seguimento

terapéutico de pacientes

Palestrante: Maria José Giannini - UNESP/SP
Aspergilose: novos testes diagnosticos
Palestrante: Alessandro Pasqualatto - Santa
Casa de Porto Alegre/RS

Criptococose e seus agentes no Brasil
Palestrante: Méarcia dos santos Lazéra -
FIOCRUZ/RJ

12:30 13:30 - Almocgo Livre

13:30 14:30 - Avaliagao de Posteres
14:30 16:30 - Mesas Redondas

Sala 1

Infeccdes virais emergentes
Coordenador: Vlademir Cantarelli Laboratério
Weinmann/RS

Dengue

Palestrante: Claudia Santos- TECPAR/PR
Respiratorias

Palestrante: Nancy Bellei-UNIFESP/SP
Enteroviroses

Palestrante: Divina das Dores de Paula
Cardoso UFGoias/GO

Sala 2
Deteccao da Resisténcia bacteriana no dia-

Coordenadora: Ana Lucia Darini FCFRP-USP/SP
Identificacao bacteriana e viral

Palestrante: Vlademir Cantarelli Laboratério
Weinmann/RS

Detecgéo de elementos genéticos: realidade
em Laboratdrios de bacteriologia?
Palestrante: Ana Lucia Darini - FCFRP-USP/SP
Casos Clinicos

Palestrante: Clovis Arns Cunha- UFPR/PR

a-dia

Coordenadora: Ana Licia Peixoto de Freitas
UCPel-UFRGS/RS

Antibiograma por disco-difusao:
atualizacoes

Palestrante: Flavia Rossi HClinicas USP/SP
Testes nao-padronizados em cocos Gram
Positivos

Palestrante: Cicero Dias UFCSPA/RS

www.sbmicrobiologia.org.br



Testes nao-padronizados em Bacilos Gram
Negativos
Palestrante: Elizabeth Marques UERJ/RJ

Sala 3

Antifungicos

Coordenador: Sydney Hartz Alves - UFSM/RS
Testes de suscetibilidade a antifiingicos.
Onde estamos?

Palestrante: Sydney Hartz Alves - UFSM/RS
Validagcao de métodos para determinacao
de resisténcia a antifangicos

Palestrante: Méarcia de Souza Carvalho
Melhem - Instituto Adolfo Lutz/SP

Perfil de susceptibilidade aos antifiingicos
de agentes das leveduroses

Palestrante: Maria Aparecida de Resende -
UFMG/MG

16:30 17:00 - Coffee Break

17:00- 18:00 - Conferéncia

Sala1

The role of beta-lactamases in confering
resistance to the beta-lactams among Gram-
negative rods

Coordenadora: Ana Lucia Darini - FCFRP-USP/SP
Conferencista: Laurent Poirel- Franga

18:00 19:30 - Microbiologia Nova Geragao

18 de outubro

7:30 - Abertura da secretaria e entrega de
material

09:00 - 10:00 - Conferéncias

Sala1

Microbiota normal: Qual a importancia
clinica?

Coordenador: Vlademir Cantarelli Laboratorio
Weinmann/RS

Conferencista: Antoine Andremont - Franga

Realizagao Dirganizagan
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Sala 2

Tipagem molecular: como e quando realizar
Coordenador: Afonso L. Barth HCPA-UFRGS/RS
Conferencista: Tyrone Pitt - Inglaterra

10:00 - 10:30 - Coffee Break

10:30 - 12:30 - Mesas Redondas

Sala 1

Pneumonias o dificil papel do laboratorio
clinico

Coordenador: Jorge Sampaio Laboratdrio
Fleury/SP

Métodos quantitativos - qual o valor de sua
utilizagao?

Palestrante: Antonia Machado-UNIFESP/SP
Deteccao de patogenos oportunistas
Palestrante: Jorge Sampaio Laboratério Fleury/SP
Casos Clinicos

Palestrante: Alexandre Zavascki HCPA/RS

Sala 2

Hemocultura no dia-a-dia

Coordenadora: Ana Licia Peixoto de Freitas
UCPel-UFRGS/RS

Manejo das fases pré e pos-analiticas
Palestrante: Cassia Zocolli Laboratdrio Santa
Luzia/SC

Tecnicas automatizadas e convencionais
Palestrante: Carmen Oplustil- NKB/SP

Como interpretar?

Palestrante: Antonio Pignatari-UNIFESP/SP

12:30 13:30 - Almogo Livre

13:30 14:30 - Avaliacéo de Posteres

14:30 16:30 - Mesas Redondas

Sala 1

Resisténcia Bacteriana : Novos tempos
Coordenadora: Libera Dalla Costa UFPR/PR
CA MRSA

Palestrante:Agnes Figueiredo UFRJ-RJ
Enterobactérias

5132496764 microbiologiai@prikeventos.com.br CNPq

Palestrante: Beatriz Meurer Moreira- UFRJ/RJ
Acinetobacter
Palestrante: Libera Dalla Costa - UFPR/PR

Sala 2

Métodos automatizados e semi
automatizados em laboratdrio de
microbiologia

Coordenador: Pedro d’Azevedo - UFCSPA/RS
Identificagao/Resistencia em cocos Gram
positivos

Palestrante: Pedro d'Azevedo - UFCSPA/RS
Identificagao/resisténcia em bacilos Gram
Negativo

Palestrante: Silvana Superti - HSLPUC/RS
Avaliando Custo Beneficio

Palestrante: Cassia Zocolli Laboratério Santa
Luzia/SC

16:30 17:00 - Coffee Break

17:00- 18:00 - Painel Nacional

Sala 1

Resisténcia bacteriana: Perfil no Brasil
Painelista: Ana Gales - UNIFESP/SP
Painelista: ANVISA

18:00 19:30

Painel Master Internacional

Coordenador: Afonso Barth

Painelistas: Antoine Andremont - Franca ;Ellen
Jo Baron USA; Laurent Poirel- Franga;

Marcelo Galas Argentina ;Tyrone Pitt - Inglaterra

19 de outubro

7:30 - Abertura da secretaria

09:00 - 10:00 - Consenso em Micrabiologia
Clinica

10:00 - 10:30 - Coffee Break

10:30 - 12:00 - Consenso em Microbiologia

Clinica
Labor
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