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Editorial

Prezado
Microbiologista,

Temos o prazer de trazer até vocés uma nova publicagéo da Sociedade Brasileira de
Microbiologia com escopo principal de divulgagdo cientifica, Microbiologia in foco.
Sera uma publicagao trimestral com tiragem inicial de 2.000 exemplares, que serdo dis-
tribuidos para Departamentos de Universidades e Faculdades, Industrias, Laboratérios
e outros servigos ligados a Microbiologia.

ARevista sera de informagao e divulgacéo exclusivamente sobre bactérias, fungos e
virus nas varias areas de abrangéncia da Microbiologia e varias se¢des compordo, em
principio, o corpo da revista:

Secéo 1: Ciénciain Foco - Artigos de informagao sobre temas relevantes

Se¢a02: Resenhas - Comentéarios sobre livros.

Secédo 3: Resumos comentados de trabalhos cientificos relevantes.

Secdo4: SBM 50 anos - Homenagens a profissionais com destaque na fundagéo da

SBM e no desenvolvimento da Microbiologia.

Sec¢d05: Ensinoem Microbiologia.

Secgao06: Departamentos in Foco - Departamentos em destaque: Noticias de inte-

resse da Microbiologia

Segao7: Leitorin Foco - Espago aberto ao leitor.

Secédo 8: Empresasin Foco - Informes publicitarios: Espaco destinado as Empresas

Esse primeiro nimero foi elaborado com sugestdes de colegas préximos a diretoria
da SBM e os artigos incluidos s&o dos convidados que prontamente se dispuseram a
colaborar.

Para os proximos nimeros, esperamos e contamos com sua colaboragao ativa, envi-
ando sugestdes, informagdes, enfim tudo que achar conveniente para divulgacéo.

Com mais esse canal de comunicagéo, a SBM espera promover e incentivar cada
vez mais a geragao e disseminagéo de conhecimentos em Microbiologia.

Para o sucesso desta publicagéo, a SBM conta com a sua adesao: leia, critique, espa-
Ihe a noticia, contribua com artigos, sugestdes, informagdes, enfim tudo que achar perti-
nente. Juntos, com certeza essa iniciativa da SBM tera o alcance e a penetragéo espe-
rada para que a Microbiologia seja divulgada nos mais diversos setores da comunidade
brasileira.

Escrevam para vgambale@usp.br ou taborda@usp.br .

Os Editores contam com vocés.

Marina B. Martinez
Presidente

Walderez Gambale
Carlos P. Taborda
Editores

Expediente

Editores
. Carlos Taborda
SBM in Foco Walderez Gambale
Revista da Sociedade Brasileira de
Microbiologia
Marketing e Publicidade:
Vol.1, n° 1 (Julho, Agosto, Setembro) Prix Eventos

S&o Paulo:SBM,2007

Silvia Neglia - Diretora
Fone/fax;51.32496164

PRI 10l microbiologia@prixeventos.com.br
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METANO

Mudancas Climaticas Globais

e a Microbiologia.

Culminando com a liberagéo da quarta
parte do Relatério do Painel Intergoverna-
mental de Mudangas Climéticas (IPCC) da
ONU, o debate sobre os impactos futuros
associados @ mudanga climatica nunca
esteve tdo em alta. Muitas destas mudan-
cas, que incluem alteragdes na atmosfera,
oceano e ecossistemas terrestres, apesar
de fazerem parte da historia natural do pla-
neta foram aceleradas pelos seres huma-
nos. No entanto, pouco é lembrado sobre
as contribuigbes microbianas para a ocor-
réncia ou solugéo destas alteragdes. Este
fato n&do é de dificil compreensao, sobre-
tudo ao considerarmos o reduzido conhe-
cimento que possuimos em relagdo ao
impacto da atividade antropogénica nas
comunidades microbianas, bem como
sobre a diversidade microbiana ou micro-
biodiversidade nos diferentes ecossiste-
mas do planeta. Entretanto, ndo restam
dlvidas quanto a importancia da atividade
microbiana nas reagdes quimicas que
ocorrem na superficie terrestre, em outras
palavras, sobre o comando exercido pelos
microrganismos nos ciclos biogeoquimi-
COS.

Os microrganismos s&o elementos
chave nas mudangas climaticas globais, e
compete também aos microbiologistas
empreender investigagdes que gerem
conhecimento sobre o papel desses seres
vivos nas alteragcbes do Planeta, bem

como nas adversidades e venturas conse-
quentes das modificagdes no equilibrio de
ecossistemas. Um dos pontos focais das
mudancas climaticas, sem duvida, refere-
se a questdo dos gases de efeito estufa
(GEE). Os GEEs relacionam gases como
0 metano, os 6xidos de nitrogénio, os halo-
metanos e o mais conhecido de todos, 0
diéxido de carbono. A contribuigdo biolo-
gica na composicdo atmosférica & mar-
cante. Porém, sem hesitagao, pode-se afir-
mar que € a compreens&o da microbiota
envolvida na formagéo e consumo dos
gases, notadamente os de efeito estufa
(GEE), que fara surgir novas fronteiras do
conhecimento sobre o0 aquecimento ter-
restre, mediante um exame microscopico
de eventos de extraordinario impacto a
todo o Planeta.

Desde a origem da vida na Terra os
microrganismos vém modificando a com-
posicdo da atmosfera. O primeiro oxigénio
molecular foi produzido a 3.8 bilhdes de
anos atras pelas cianobactérias ou algas
verde-azuladas. Com o acimulo desse oxi-
génio, varias formas de vida surgiram,
adaptadas principalmente a utilizar o oxi-
génio para otimizar seu metabolismo. A
presenca do oxigénio na atmosfera permi-
tiu também a formacéo da camada de 0z6-
nio que passou a proteger a terra dos raios
ultravioleta contribuindo para a coloniza-
caodaTerra.

Vivian H. Pellizari *,
Cristina R. Nakayama,
Ana Carolina V. Aradjo,
Rhavena G. Liotti e
Rosana F. Vazoller

Laboratério de Microbiologia Ambiental,

Departamento de Microbiologia,
Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo.

* vivianp@usp.br.

Langar luz sobre a contribuigdo micro-
biana na composi¢do e regulagdo de
gases atmosféricos, revela muitos grupos
microbianos envolvidos com a geragéo de
gases, como fotossintetizantes, fermenta-
tivos acidogénicos, sulfato-redutores, des-
nitrificantes, metanogénicos, metanotréfi-
cos, entre outros. Alguns deles sdo espé-
cies bastante conhecidas no &mbito da
Microbiologia Ambiental e Sanitaria, e
possuem imensuravel valor a Biotecnolo-
gia aplicada ao Saneamento Ambiental,
quer seja pelos processos classicos do tra-
tamento anaerdbio de residuos ou pelos
mais modernos como as notaveis praticas
in situ da biorremediago.

Hé alguns anos, o grupo de pesquisas
do Laboratério de Microbiologia Ambiental
(LMA) do Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas USP
vem dedicando-se & microbiologia envol-
vida com os GEEs, particularmente o gas
metano. Iniciou seus trabalhos com o
apoio do Programa Biota- FAPESP. Nessa
oportunidade, estruturou-se a area para
manipulagéo de organismos produtores e
consumidores de gases (Figura 1), o que
viabilizou os estudos sobre diversidade
microbiana funcional em amostras de
areas contaminadas do Sistema Estuarino
Santos-Sao Vicente e a constatacdo da
geragao do gas metano nos sedimentos e
coluna d"agua locais. Em conseqiiéncia,




Figura 1. Visdo geral da area de anaeroébios do Laboratério de Microbiologia Ambiental do

elucidaram-se grupos procariontes anae-
rébios degradadores de organoclorados
sob metanogénese, além de complemen-
tar as investigacdes de exploragéo tecno-
l6gica da atividade microbiana na é&rea
estuarina conduzidas por pesquisadores
da Escola de Engenharia de Sao Carlos
USP (NAKAYAMA, 2005; SAIA et al.,
2007).

Posteriormente, o grupo do LMA atu-
ando junto ao Programa Antartico Brasi-
leiro - Proantar, viabilizou em parceria com
0 INPE- Sao José dos Campos - determi-
nagdes in situ do gas metano (Figura 2) e
detectou grupos metanogénicos e meta-
notréficos na Baia do Almirantado
(NAKAYAMA, 2006). Mais tarde, foi atra-
vés das investigagdes com amostras de
aterros sanitarios em estudos sobre barre-
iras bioldgicas a GEE, que o grupo de pes-
quisas confirmou sua competéncia no
estudo sobre fisiologia e identificacéo de
organismos consumidores do gas metano
os metanotréficos (LIOTTI, 2007). O domi-
nio dos métodos classicos e moleculares
do tema “organismos envolvidos no ciclo
do metano” estimulou as pesquisas sobre

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

a presenca dos grupos procariontes pro-
dutores e consumidores desse GEE na
regido amazonica, possibilitando a inte-
gragao do LMA no PRONEX-Rond6nia do
Departamento de Microbiologia do ICB-
USP.

O enfoque desse artigo ndo pretende
cobrir todos os microrganismos envolvi-
dos com os GEEs, mas buscar esclarecer
um dos mais importantes grupos da natu-
reza envolvidos com a produgdo do gas
metano, bem como apontar algumas cu-
riosidades sobre 0s organismos consumi-
dores do metano, os metanotroficos.

O gés metano € um dos GEE prioriza-
dos em 1997 pelo Protocolo de Kyoto
(2004). Segundo Holmes (1999), nos ulti-
mos 300 anos as emissdes do gas metano
aumentaram aproximadamente 1% ao
ano, sendo o potencial de absorgéo de radi-
agdo infravermelha pelo metano estimado
em 21 equivalentes de CO, (KIGHTLEY et
al., 1995; HANSON & HANSON, 1996;
BOECKX & CLEEMPUT, 2000), ou seja,
ele é ao menos vinte vezes mais potente
que o dioxido de carbono (CO,), 0 gas
mais conhecido do efeito estufa.

Figura 2. Cupula para coleta de metano na interface oceano-atmosfera (a); juncao ‘
da cénula de saida da ctipula com a seringa utilizada para a amostragem do gas (b).

O efeito estufa é conseqtiente da agao
desses gases que, em conjunto, impedem
que a radiagdo infravermelha seja total-
mente retransmitida da Terra para o espa-
¢o. Embora esse processo seja vital paraa
manutencao da temperatura no planeta, o
aumento na concentragdo dos GEEs
podem alterar os padrdes de absorgéo e
reflexdo da radiagdo infravermelha e, con-
seqlientemente, resultar na elevagao da
temperatura média da superficie terrestre,
com possivel derretimento das calotas
polares e 0 aumento do nivel dos oceanos.
O metano, apesar de langado em menor
quantidade, tem um poder no aqueci-
mento global superior ao causado pelo
gas carbonico. Aliado a esse fato, o tempo
de vida relativamente curto do metano na
atmosfera, de 8 a 12 anos, estimula os
estudos tecnoldgicos e cientificos em dire-
¢do a redugdo de sua emissdo (USEPA,
2006).

A producdo do metano pode se dar
tanto por processos biogénicos quanto abi-
ogénicos. Cerca de ¥ da emisséo total de
metano na atmosfera é abiogénica, o que
inclui fontes como extragdo, transporte,
distribuicdo e consumo de combustiveis
fosseis (ex.: fissura em tubulagdes, com-
bustao incompleta entre outros). As fontes
biogénicas de metano, resultantes da ati-
vidade de microrganismos pertencentes
ao Dominio Archaea, as arquéias metano-
génicas, incluem tanto as naturais, quanto
aquelas geradas pela atividade antropica.
Dentre as primeiras, podem-se citar os
sedimentos alagados (100-200
Tg'CH,/ano), os hidratos de metano, os
solos congelados, os corpos de agua
doce, 0s oceanos, 0s cupins e as combus-

1. Teragrama (Tg) = unidade métrica de massa igual a 1012 g ou 1megaton (um milhdo de toneladas métricas). E uma unidade freqiientemente
empregada em ciéncia da atmosfera e outros contextos cientificos nos quais grandes massas sdo consideradas.
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tdes espontaneas em ambientes secos
(USEPA, 2006). Como exemplos de ativi-
dades humanas que levam a uma grande
geragdo de metano devem-se mencionar
as atividades agropecuérias principal-
mente a criagdo de gado e os arrozais,
com respectivamente 65-100 TgCH,/ano e
25-150 TgCH,/ano, correspondendo de 15
a 45% das emissdes antropogénicas e a
queima de biomassa e o tratamento de
lixo, especialmente os sistemas de aterros
sanitarios (NAKICENOVIC & SWART,
2000; GARCIAetal., 2000), além de areas
alagadas criadas pelo homem, como
represas e hidrelétricas. Estima-se que as
emissdes relacionadas a atividades huma-
nas sdo responsaveis por 60% da emisséo
global desse gas para a atmosfera
(USEPA, 2006). A Tabela 1 apresenta
exemplos de fontes naturais e antropogé-
nicas, bem como quantidades de emissédo
e consumo do metano no ambiente. Os
valores mostram que, no balango final, ha
emissdo de metano da ordem de 40
Tg/ano, um resultado final oriundo das ati-
vidades antropogénicas.

A produgdo biogénica do metano é
comandada pelas arquéias metanogéni-
cas e constitui o passo final do fluxo de car-
bono em habitats anaerdbios como sedi-
mentos marinhos, de 4gua doce, solos ala-
gados, ambientes geotermais, trato diges-
tivo de ruminantes etc. A converséo da
matéria organica a metano ocorre pela coo-
peragao entre diferentes grupos de micror-
ganismos, como mostrado no esquema da
Figura 3.

Apesar do enorme significado da emis-
sdo biogénica do metano, ha relativa-
mente poucos estudos sobre as comuni-
dades microbianas metanogénicas em
campos abertos, como em sedimentos de
alagados, rios, lagoas, represas e ocea-
nos (KEMNITZ,2004).

Na Bacia Amazonica, por exemplo, ha
progressos no reconhecimento da pre-
senga do metano tanto em rios quanto em
represas, bem como indicagdes da agdo
microbiana na geragdo do gas (CO,
SCIENCE, 2004). Como apontado nos
experimentos conduzidos no ambito do
LBA? (Experimento de Larga Escala da
Biosfera-Atmosfera da Amazénia)’, em

POLIMEROS
(proteinas, lipidios e polissacarideos)
1 ﬂ

MONOMEROS E OLIGOMEROS

, 0
ACIDOS GRAXOS.
ALCOOQOIS etc.
4@ 4@

H, + CO,
FORMIATO

CH, + CO,

ACETATO

Hidrdlise e

> fermentacao -

acidogénese

Acetogénese

Figura 3: Fluxo de carbono na degradagdo de matéria orgénica em

ambientes naturais. Os numeros ao lado das setas referem-se ao tipo de
microrganismo responsavel pela realizagao do respectivo passo na degradagao:

1 - bactérias fermentadoras primarias, 2 - arquéias metanogénicas hidrogenotroficas,
3 - arquéias metanogénicas acetoclasticas, 4 - fermentadoras acetogénicas,

que se destacam aspectos importantes de
pesquisa para aregiao, como o sistema cli-
mético, o ciclo biogeoquimico do carbono,
a quimica e fisica da atmosfera, além da
hidrologia e quimica de aguas superficiais,
ha um consideravel desconhecimento dos
valores existentes no Brasil que fornegam
uma base sélida para estimativas de fato-
res de emiss&o e absorgao para 0s gases
de efeito estufa chaves (CO,, CH,, e N,0),
bem como dos gases reativos que contro-
lam o potencial oxidante da atmosfera (O,,
CO, NO,, NO,, e hidrocarbonetos) e que
afetam a concentragdo do CH, Em conjun-
to, 0s gases reativos e 0s aerossois
atmosféricos afetam significativamente o
balanco radiativo atmosférico de modo
ainda desconhecido para a regidao Amazo-
nica, atingindo os ciclos biogeoquimicos
de nutrientes essenciais para a Floresta
Amazénica. Alémdisso, as alteragdes oca-
sionadas pelo uso do solo na Amazonia
afetam a concentracdo de gases de efeito
estufa, de aerossois e de gases que regu-

5 - homoacetogénicas.

lam a capacidade de oxidagao da atmosfe-
ra. Em estudos que relacionam a emana-
¢ao do metano e a variagéo climatica na
regido da Floresta Nacional de Tapajos,
préximo a Santarém, revelou-se que a
perda de agua do solo, devido a variagao
do indice de pluviosidade inibiu a produ-
¢ao de gases como o nitroso (NO,) e o
metano. Ainda, a redugdo do metano foi
confirmada em 4 vezes mais do que a nor-
malmente determinada, provavelmente
como um efeito direto da aeragéo do solo
que pode causar alteracdo na atividade de
grupos de microrganismos como os desni-
trificantes, metanogénicos e metanotrofi-
cos (DAVIDSON et al., 2004).

Os resultados de pesquisas do LMAna
Bacia do Rio Madeira, em Rondbnia, reve-
lam a presenca do g&s metano em areas
consideradas tanto eutrofizadas como ndo
eutrofizadas (Araujo, dados ndo publica-
dos), e os experimentos de isolamento
mostram a presenga de arquéias metano-
génicas hidrogenotroficas e acetotréficas

2. Projeto Temaético aprovado pela FAPESP - Fundagédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - Setembro de 1997.Interagbes Fisicas e
Quimicas entre a Biosfera e a Atmosfera da Amazé6nia no Experimento LBA.




Figura 4. Fotomicrografias de arquéias metanogénicas. (a) micrografia eletrénica de varredura de células metanogénicas;
(b) bacilos retos sob luz UV. As fotos sdo apenas ilustrativas, uma vez que ndo se encontram inseridas as ordens de magnitude.

em sedimentos dos Rios Madeira e Flores-
ta.

Estudos de arquéias metanogénicas
em ambientes marinhos s&o mais comu-
mente associados aos sedimentos. Altas
taxas de produgdo de metano foram
detectadas em sedimentos de estuarios,
pantanos, deltas de rios e em bacias mari-
nhas isoladas (BERNARD, 1979;
SANSONE & MARTENS, 1981), com pro-
dugdes que resultam n&o apenas no acu-
mulo de metano no sedimento, como no
transporte do gas para a atmosfera
(SANSONE & MARTENS, 1981). De uma
maneira geral, os diversos processos de
respiragdo que ocorrem nos sedimentos
marinhos sé@o geralmente estratificados,
devido a um gradiente decrescente de
potencial de oxi-redugdo formado como
consequiéncia do consumo de oxigénio,
nitrato e manganés, ferro e sulfato, nesta
ordem, por grupos especificos de micror-
ganismos (BRAKER et al., 2001). Nessa
l6gica, considera-se que a metanogénese
ocorre abaixo da faixa de redugao de sul-
fato, em camadas mais profundas do sedi-
mento, onde se desenvolvem condicdes
de anaerobiose estrita e baixos valores de
potencial de oxi-redugéo.

Estudos sobre a caracterizagédo de
comunidades metanogénicas também
tém sido feitos em sedimentos associados
a areas de hidratos de metano (formagdes
compostas por metano envolto por molé-
culas de agua congelada que se formam
sob condigbes de alta pressao, baixa tem-
peratura e altas concentragdes de gas), 0s
quais constituem grandes depdsitos do
gés aprisionados em areas oceanicas pro-
fundas. Nesses estudos, foram encontra-
das seqiiéncias de Archaea pertencentes

predominantemente a grupos metanogé-
nicos, mostrando sua relagdo com a
génese das grandes formagdes de hidra-
tos de metano.

As pesquisas realizadas no LMA no
ambito do Programa Antartico Brasileiro
témrevelado a produgéo do metano e a ati-
vidade metanogénica em diversos pontos
da PeninsulaAntartica, particularmente na
Baia do Almirantado. A Figura 4 mostra
morfologias de arquéias metanogénicas.
Estudos sobre respostas das células
expostas a luz UV durante os estudos de
isolamento revelaram que ambas as mor-
fologias predominantes, cocos e bacilos,
apresentaram auto-fluorescéncia, carac-
teristica que distingue as arquéias meta-
nogénicas que possuem a enzima F,,
envolvida na via de producgdo do metano e
responsavel por essa a luz nesse compri-
mento de onda (NAKAYAMA, 2006).

O estudo de comunidades microbianas
envolvidas com GEE no ambiente é de
grande relevancia, sobretudo em regides
como aAntartica, uma vez que essa € uma
area que vem sofrendo alteragbes em
decorréncia do aquecimento global, e
constitui-se ainda em um ambiente pristi-
no, com caracteristicas particulares que
tornam justificaveis as pesquisas envol-
vendo o ciclo do metano na regido.

Como anteriormente observado, as fon-
tes do metano sdo inimeras, notada-
mente as antropogénicas, e sua redugéo
na atmosfera pode se dar por reagdes foto-
quimicas, mas também pela notavel capa-
cidade microbiana de realizar sua oxida-
céo bioldgica (OBM), exercida pelas bac-
térias metanotréficas. Representantes
das metanotroficas foram isolados de uma
grande variedade de ambientes, tais como

amostras de pantanos, charcos, rios, arro-
zais, oceanos, lagoas, alagados, terras de
prados, bosques deciduos, vertedouros,
lodos de esgoto, aterros sanitarios e sedi-
mentos da regido Antartica (HANSON &
HANSON, 1996; WISE et al., 1999; KNIEF
et al.,2003), obviamente todos relaciona-
dos com a presenca biogénica do metano.

Dentre os varios ambientes em que se
encontram as metanotroficas, destacam-
se 0s solos de cobertura, sendo exemplos
os solos de floresta, os agricolas, os
desertos (BOECKX & CLEEMPUT, 2000)
e aqueles que recobrem os aterros sanita-
rios (KIGHTLEY et al., 1995). Os solos ser-
vem como biofiltros do gas CH, produzido,
formando uma espécie de barreira biologi-
ca.As velocidades de oxidacao do metano
variam com o contetido de agua naterra, o
destino da terra, e concentrag&o de nutri-
entes, em especial da amdnia. A quantia
de CH, atmosférico consumida pela oxida-
¢ao nos solos foi calculada de 40 a 60 Tg
por ano, uma quantia que & aproximada-
mente igual ao aumento anual de metano
atmosférico durante o ultimo século. Os
aterros sanitarios, por exemplo, s&o res-
ponsaveis por 5 a 6% das emissdes de
GEE gerados pela agéo antropogénica
(BGRJESSON & SVENSSON, 1997). No
solo de cobertura desses aterros, onde
ocorre a atividade metanotréfica, o langa-
mento de CH, para a atmosfera ¢ calcu-
lado em 30 a 70 Tg por ano. As metanotro-
ficas presentes nas camadas de cobertura
dos aterros sanitarios podem apresentar
velocidades consideradas altas de oxida-
cd0do CH, - até 45gou3moles.m’. dia”
, constituindo os valores mais elevados de
oxidacédo do CH, ja observados para solos,
0 que faz dessas comunidades verdadei-
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Figura 5. Representagéo gréfica da cinética de consumo de
metano de uma cultura isolada de aterro sanitario, monitoramento
de absorbancia e porcentagem de metano por 111 horas.

ras barreiras biolégicas a emanagédo do
metano para a atmosfera (HANSON &
HANSON, 1996).

Os pesquisadores do LMA estudaram
amostras de cobertura de solo de aterro
sanitario, adaptando-se para tal as técni-
cas empregadas no cultivo de organismos
anaerobios estritos que proporcionam con-
di¢des atmosféricas controladas em fras-
cos de cultivo. Alguns dos isolados ob-
tidos na pesquisa pertenceram ao género
Methylocystis, bem como possuiram o
gene para a enzima metano-mono-
xigenase (pmoA) que apresenta alta simi-
laridade com a seqiéncia de aminoacidos
das pMMOs da Familia Methylocystace-
ae, género Methylocystis. O estudo ciné-
tico das culturas durante o consumo do
metano e crescimento celular revelou um
tempo de geragéo da ordem de 26h (Fi-
gura 5). O isolamento e cultivo de bacté-
rias metanotroficas a partir de amostras do
solo de cobertura de um aterro sanitério
em atividade indicaram a ocorréncia da
OBM relevante ao controle da emanagao
do gas metano, favorecendo a formagéo
das barreiras biologicas. Resultados como
esses auxiliam a tecnologia ambiental inse-
rida nos campos da biologia, engenharia,
quimica, fisica geotecnia etc. a fim de
potencializar o desenvolvimento de méto-
dos biologicos para a redugdo de emisséo

do gas metano para a atmosfera.

Quando comparado ao volume de
informagdes disponiveis sobre bactérias
metanotréficas em ambientes terrestres
ou em corpos de agua doce, o conheci-
mento sobre esse grupo em ambientes
marinhos ou salinos é escasso, e os resul-
tados direcionam-se quase sempre a clas-
sificacdo microbiana e menos aos aspec-
tos funcionais de sua presenca. Particular-
mente em um estudo realizado com amos-
tras de sedimento e agua de uma lagoa
marinha na Antartica, BOWMAN et al.
(1997) isolaram uma nova espécie de bac-
téria metanotrofica ressaltando a dificul-
dade que encontraram durante a fase de
isolamento desses microrganismos.
Assim, embora seja possivel conhecer a
composicao das comunidades metanotro-
ficas através de técnicas moleculares
empregando genes funcionais, a dificul-
dade em se obter culturas de laboratdrio
faz com que as informagdes sobre a ecolo-
gia e fisiologia desse grupo em ambientes
marinhos ainda seja insuficiente. O LMA
vem desenvolvendo estudos nesse senti-
do, como parte da pesquisa que visa a
caracterizagdo do ciclo do metano na
regido da peninsula antartica. Estudos da
diversidade das bactérias metanotréficas
na coluna d'agua tém sido desenvolvidos e
cultivos dessas células também ja foram

obtidos e confirmados através da detec-
¢do do gene pmoA, que codifica para a
enzima metano oxigenase, especifica do
grupo, e por analises cromatograficas do
consumo de metano. As pesquisas na
regido tém se concentrado ainda na carac-
terizagdo dessas culturas e quantificacéo
das populagdes metanotréficas nas amos-
tras ambientais.

A correta proje¢do dos efeitos do
aumento dos GEEs para a economia e 0
clima do planeta e a viabilidade e o
sucesso das agdes mitigadoras depen-
dem diretamente do conhecimento acu-
mulado sobre 0s processos geradores e
consumidores desses gases. Os relatérios
do IPCC tém mostrado que, embora pro-
gressos importantes tenham sido feitos,
ainda ha varias lacunas de informagéo a
serem preenchidas. No caso do ciclo do
metano, o preenchimento dessas lacunas
passa invariavelmente pelo estudo dos
grupos microbianos associados a produ-
¢ao e ao consumo do gas, que tem sido o
foco de estudo do LMA. Dessa forma, as
pesquisas realizadas vém contribuindo
nao apenas para a geracdo de informa-
¢Oes sobre a microbiologia do metano em
amostras ambientais e sistemas antropo-
génicos, mas tem também se concentrado
no desenho de estratégias de estudo efici-
entes e no aprimoramento das técnicas de
cultivo dessas comunidades microbianas.
Esse conhecimento podera auxiliar na
geragao de estimativas mais realistas das
emissdes e da dindmica do ciclo do
metano em sistemas naturais e antropo-
génicos, assim como contribuira para o
desenvolvimento de tecnologias envol-
vendo o controle da emisséo ou aproveita-
mento do gas como fonte de energia.
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Tabela 1: Estimativas de fontes e sorvedouros de metano. (Adaptado de Wuebbles & Hayhoe, 2002).

FONEES € SOIVEAOUIOS ......coiiiieiiierre et e e e e s ae e s m e s e e e ne s ae e e ne s e an e sane s e e s ne s Tgl/ano*
Fontes Naturais

Areas alagadas 100(92 232)
Cupins............... ...20(2 22)
Oceanos.......c.cocueeene ...4(0,2 2)
Sedimentos marinhos 5(0,4 12,2)
Fontes geoldgicas 14 (12 36)
Queimadas naturais .. 2

Subtotal

Fontes Agropecuarias

Fermentag&o entérica (principalmente pecuaria).........cccoceeieiiieiiiiieeiie s
Plantagdes de arrozalagadas.............

145

.............................. 81(65 100)

...60(25 90)

Subtotal 141
Outras Fontes Atropogénicas

GAS NALUTAL ...ttt ettt ekt h e e bt e a et ekt e ekt e b e e e bt e he e e bt e st e e beeeRb e e eneeenbeeareeanee 30(25 50)
Mineragéo de carvao 46 (15 64)
Outros combustiveis fosseis .. ...30(6 60)
Queimade biomassa ... ...50(27 80)
Disposicéo de residuos. ...61(40 100)
Subtotal 217

e 2= T =Y 44T o N 503 (41 660)

Sorvedouros

Reagao com radicais hidroxila na atmosfera

Oxidagadonosolo..........
Remogéo na estratosfera

-445 (360 530)
..-30(15 45)
-40(32 48)

o322 1= T =7 o T o -515(430 600)

*Numero entre parénteses representam variagdes nas estimativas feitas em diferentes trabalhos.




Ciéncia in Foco

EPIDEMIA DE AIDS
E SEGURANCA

TRANSFUSIONAL

Grupo de hemocentros brasileiros se une ao

Retrovirus Epidemiology Donor Study

O virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) é um bom exemplo de
como um agente com umlongo periodo
deincubagéo pode espalhar silenciosa-
mente numa populagéo antes de ser
descoberto.

OHIV é uma zoonose. Estaconclu-
sa0 se baseia no fato de existirem inu-
meros virus semelhantes ao HIV que
infectam diferentes espécies de simios
africanos. A cacga a estes animais para
alimentagéo é comum na Africa o que
exporia com frequiéncia os cagadores
ao sangue dos animais infectados. E
possivel que os eventos de transmis-
séo inter-espécie tenham ocorrido mul-
tiplas vezes no passado, porém a infec-
caoficavarestritaapoucosindividuose
sua transmiss@o entre humanos era
pouco eficiente. No século XX, varios
acontecimentos no continente africano
mudaram a estrutura populacional
(querras, éxodo rural, mudangas de
comportamento com aumento signifi-
cativo das doengas sexualmente trans-
missiveis). Neste novo ambiente, o HIV
pode ser transmitido para um nimero
maior de pessoas conseguindo se adap-
tar ao novo hospedeiro e ser transmi-
tido de forma mais eficiente.
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Existe um caso bem documentado
de HIV de 1959 na regido do Congo,
porém apenas no final da década de 70
ele chegou aos EUA, provavelmente
proveniente do Haiti.

A sindrome s6 foi reconhecida em
1981, quando foram descritos os prime-
iros casos em homossexuais masculi-
nos dos Estados Unidos. Demorou
cerca de um ano para que a origem da
epidemia fosse associada a um agente
infeccioso. A nova sindrome chegou a
ser associada a outros virus como o
Citomegalovirus, ou ao uso de drogas
comum na época como nitrito de isobu-
til. De certa forma, esta demora em
fazer compreender que se tratava de
um novo agente infeccioso, atrasou a
implementacdo de medidas preventi-
vasemrelagdoatransmisséo portrans-
fusdosanguinea.

Os primeiros doadores HIV positi-
vos doaram em 1978, mas somente no
final 1982 foram descritos os primeiros
casos de recipientes infectados nos
EUA. Noinicio de 1983, os bancos de
sangue americanos iniciaram a exclu-
sdo de individuos com fatores de risco
da doagdo. Com esta medida a preva-
Iéncia de doadores HIV positivo na

cidade de S&o Francisco caiude 1% em
1983 para 0,2% em 1985 quando um
teste foi disponibilizado para a triagem
sorolégica para o HIV. Mesmo com as
medidas rapidamente introduzidas
pelos bancos de sangue americanos,
oscasos deinfecgéo portransfusdo san-
guinea abalaram a opinido publica. A
procura por um sangue sem risco para
transmissao de HIV passou a ser uma
politica de saude nos EUA indepen-
dente do custo. A epidemia de HIV
mudou totalmente a prética da transfu-
sdosanguinea. Desdeaformacomoo
doador é selecionado até a indicagdo
médicade transfusdo sanguinea.

A cada novo agente infeccioso que
surge os bancos de sangue sdo chama-
dos para dar uma resposta rapida para
o problema. O governo americano dedi-
cou verbas especificas para pesquisa
relacionada a seguranga transfusional,
foi organizado um estudo multicentrico
denominado Retrovirus Epidemiology
Donor Study (REDS) que desenvolve
pesquisas relacionadas a este tema
naquele pais.

Namedida que novas epidemias sur-
gem como SARS, Influenza, Dengue e
mais recentemente Chikungunya virus,




mostram a necessidade da organiza-
cado de redes de pesquisa mundiais
para que rapidamente de desenvolvam
estudos que permitam o reconheci-
mento de um novo agente e tomadas de
medidas preventivas.

Neste sentido o NIH abriu uma cha-
mada internacional para que paises em
desenvolvimento submetessem pro-
postas para se unir a rede americana
REDS. O Brasil e aChinaforamas duas
propostas vencedoras. O grupo do Bra-
siltem a participagdo da Fundagéo Pro-
Sangue (FPS), Hemominas, HemoPE.

A hemoterapia no Brasil teve inicio
na cidade do Rio de Janeiro, com a
implantagéo do primeiro banco de san-
gue, em 1941. Rapidamente ocorreu
uma proliferagdo dos bancos de sangue
devido a disseminagéo, entre 0 meio
médico, do arsenal terapéutico repre-
sentado pelo sangue e seus componen-
tes. Nosanos 50, a doagédo remunerada
de sangue consolidou-se, no Brasil,
como importante fonte de recurso para
a captacdo de doadores. Em 1967,
quando a Previdéncia Social passou a
comprar sangue para ser utilizado em
sua rede prépria de hospitais e a cus-
tear sangue e hemocomponentes utili-
zados em hospitais conveniados, o pro-
blema da doag&o remunerada agravou-
se.

No final da década de 70 e inicio da
80 houve uma iniciativa para a imple-
mentagé@o de hemocentros publicos e
ummaior controle dosangue. Adoagéo
remunerada foi proibida e iniciou-se o
processo de obtencdo de doadores
entre familiares de pacientes interna-
dos.AepidemiadaAlDS fortaleceu esta
iniciativa e os Hemocentros foram cria-
dosemtodos os Estados.

Na década de 90 e inicio do novo
milénio houve um esforgo para imple-
mentagao de novos testes de triagem, o
Brasil foi o primeiro pais na América
Latina a triar para HCV e HTLV (1993)
melhorar, desenvolver regulamenta-
¢Oes sobre o procedimento nos bancos

de sangue e maior controle sobre aqua-
lidade dosangue.

Neste sentido o Brasil esta muito a
frente de outros paises em desenvolvi-
mento como a China e a India, onde
transmissao por HIV ainda ocorre pela
nédorealizagdo dos testes soroldgicos.

Apesardetudoisso, aindaoriscode
transmissdo de HIV por transfusdo san-
guinea é de 1/60.000 no Brasil . Este
risco é decorrente da janela imunolé-
gica do HIV periodo que dura em torno
de 22dias, emqueovirus esta presente
mas o anticorpo, detectado pelo teste
de ELISA, aindanéo foi produzido.

A janela imunoldgica porém n&o
explica por si s6 o fato do risco residual
no Brasil ser tdo mais alto que o ameri-
cano. A prevaléncia de HIV é muito

os individuos tem uma maior chance de
estarem na janela imunolégica (HIV,
HCV). Muitas destas perguntas se refe-
rem atitudes relativas a sexualidade do
doador que 0s pode constranger ou que
os faga sentir estigmatizado ou exclui-
do. E provavel que a nossa triagem cli-
nica ndo seja téo eficaz quanto a ameri-
cana, ou entdo que individuos recem
expostos procurem o banco de sangue
paratestagemdeHIV.

Neste sentido a FPS tem desenvol-
vidos estudos relacionados a motiva-
¢ao do doaores e sobre seu conheci-
mento sobre janelaimunoldgica do HIV.
Trabalho de Gonzalez et al publicado
na revista VOX Sanguinis em 2006,
mostra que em cerca de 9% dos doado-
res o resultado dos testes € um motivo

"... 0 Brasil esta muito a frente
de outros paises em desenvolvimento

como a China e a India, onde transmissao
por HIV ainda ocorre pela ndo realizagao
dos testes sorologicos."

semelhante na populagdo geral dos
dois paises. No entanto entre doado-
res de sangue a prevalencia nos EUAé
10vezesmenor.

Antes de um voluntario ser aceito
como doador os bancos realizam uma
triagem clinica com o objetivo de evitar
algum problema para o doador. Assim
individuos com doengas cardiacas,
com alguma doenca hematoldgica, que
foram operados recentemente ou rece-
bendo algum medicamento s&o exclui-
dos dadoacao. Estatriagemtambémé
usada para previnir doengas que pos-
sam ser transmitidas pelo sangue, e
que os testes sorologicos ndo detectam
ou porque nao existe teste laboratorial
paraelas comoavariante daDoengade
Creutzfeldt-Jacob (vCJD), ou porque

importante para a doagéo de sangue.
Estes individuos sabem menos sobre a
janela imunologica do HIV e acreditam
que os testes usados no banco de san-
gue detectam 100% dos casos.

Sem um entendimento correto do
problema da janela imunolégica, é pro-
vavel que muitos doadores omitam
dados na entrevistas por constrangi-
mento ou poracreditarem que estas per-
guntasséoirrelevantes.

Os bancos de sangue costumam ser
alvo frequente de debates nos jornais
sobre as perguntas realizadas na tria-
gemde doador. Estas reclamagdes par-
tem de pessoas que pouco entendem
dadificuldade do processo de obter san-
gue comaltaseguranga.

Entender os motivos que levam a
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doagédo no Brasil e a frequéncia pela
busca de testes é um passo muito
importante na seguranca transfusional.
Os testes de biologia molecular dimi-
nuem 65% da janela imunolégica.
Assim, mesmo que estes testes sejam
introduzidos no Brasil, o risco de trans-
missao serade 1/150.000.

Os EUA e Europa introduziram tes-
tes de biologia molecular (NAT) em sua
rotina. O risco nos EUA era de
1/600.000 antes desta iniciativa, dimi-
nuindo para 1/2.000.0000. Apesar
desta medida néo ser efetiva em rela-
caoaocusto, osbancos de sangue opta-
ram pelaintrodugdo ao invés de enfren-
taraopinido publica e os desdobramen-
tos juridicos que seguem cada trans-
missao transfusional peloHIV.

Apesar de haver intengdo do Brasil
em introduzir o teste de NAT, o custo da
implementacéo fez a portaria inicial ser
revogada.

O processo de desenvolvimento do

os kits de biologia molecular como
carga viral de HIV e HCV néo sdo
desenvolvidos nopais.

Com o estabelecimento de grandes
hemocentros com infra-estrutura ade-
quada, a pesquisa relacionada a segu-
ranca transfusional iniciou gracas ao
esforgoindividual de pesquisadoresem
varios centros do pais. Nao existe uma
rede nacional com objetivo especifico
de analisar nossos dados e propor
novas medidas. Em geral as decisées
sdo tomadas baseadas na literatura
estrangeira, ou em pequenas experién-
cias.

Em 2005, O NIH optou por abriruma
concorréncia internacional para que
outros paises fizessem parte do seu
estudo multicéntrico REDS. Além da
verba direcionada a pesquisa ser subs-
tancial (total da chamada de 8 milhdes
de dolares para 3 centros), esta era
uma oportunidade rara que iria permitir
ainteracgao dos investigadores brasilei-

Projeto mantera pesquisadores
brasileiros em contato com o que existe

de mais desenvolvido em relagdo a
seguranca transfusional .

NAT nos EUAé interessante. Em 1996 o
NIH abriu uma concorréncia de US$ 6
milhdes para que empresas colocas-
sem uma proposta de desenvolvimento
de um teste para bancos de sangue. A
empresa Chiron que hoje vende o pro-
duto para o mundo inteiro foi a vence-
doradachamada.

Na Alemanha pequenas empresas
de biotecnologia se desenvolveram
para suprir a necessidade dos bancos
de sangue na realizacdo dos testes "in
house". A introdugao do NAT no Brasil
poderia seguir a mesma estratégia da
Alemanha e ajudar na implementagéo
de empresas de biotecnologia na area
diagndstica. Hoje praticamente todos
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ros com o0 grupo com maior experiéncia
em estudos sobre seguranga transfusi-
onalnomundo.

Escrever a proposta foi ja uma
grande aventura, a estrutura do projeto
€ muito diferente daquela que estamos
acostumados. Os projetos tém que ser
baseados em dados preliminares. O
grupo tém que demonstrar capacidade
derealizaroque estapropondo.

Apenas duas propostas foram esco-
Ihidas: o Brasil e a China. A proposta
brasileira & coordenada pela Fundagéo
Pré-Sangue e conta com o HemoMinas
eoHemoPE.

Seguramente o desenvolvimento do
projeto REDS no Brasil sera um marco

para a melhoria da pesquisa em trans-
fusdo sanguinea. Este projeto foi
orgado em US 2 milhdes e tera duragéo
de4anos.

Em primeiro lugar, estaremos
desenvolvendo ferramentas de infor-
maética que permitirdo guardar os dados
dos trés hemocentros em um banco
Unico (datawarehouse). No total tere-
mos 500.000 doagdes por ano nos trés
centros. Este esforgo podera ser base
de umssistemanacional paraintegragéo
de dados de outros bancos de sangue.
Os dados nacionais ainda sao coleta-
dos de formamanual, e muito simplifica-
da. Este trabalho estara sendo reali-
zado no laboratorio de banco de dados
doIMEUSP.

Os projetos de pesquisa em si esta-
réo focados em HIV, doenga de Chagas
e estudos epidemioldgicos relaciona-
dosamotivagdododoadore recusa.

No caso do HIV, pretendemos moni-
torar a prevaléncia e a incidéncia nos
doadores e calcular o risco residual de
transmiss&o nos 3 centros. Os doado-
res HIV positivos serdo entrevistados e
sera realizado teste de genotipagem
para definirmos resiténcia primaria no
pais.

Um dos estudos estara focado em
analizar as motivagdes e 0 motivo de
recusa, nointuito de melhorar o questio-
nario pré doagdo mais efetivo.

O estudo de doenga de Chagas pre-
tende reconvocar doadores cuja sorolo-
gia foi positiva ha 5-10 anos atras. Pre-
tendemos verificar a taxa de mortali-
dade e evolugédo da doenga. Com isso
pretendemos ajudar o entendimento da
historia natural da doenca. Este etudo
também servira paraanalisar novos tes-
tes sorologicos usados para confirma-
caodiagnostica.

Seguramente o projeto RDS ajudara
a aglutinar centros de exceléncia no
pais colocando seus pesquisadores em
contato com o que existe de mais
desenvolvido em relagdo a seguranca
transfusional e manter o Brasil na lide-
rangadaAméricaLatina.
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TRANSFORMACAO
BACTERIANA

Correspondéncias historicas.

Fred Griffith descreveu em seu traba-
Iho de 1928 que pneumococos encapsu-
lados mortos pelo calor podiam transmitir
o fenétipo capsular a pneumococos nao
patogénicos de tal forma que esses Ulti-
mos tornavam-se capazes de infectar
camundongos. Esse fendmeno foi cha-
mado de transformagdo. O médico, que
morreu no Ministério de Salde Publica
durante o bombardeio de Londres pelos
germanicos em 1941, sugeriu na época
que uma proteina enzimaticamente ativa
poderia ser 0 agente transferido. O efeito
de pneumococos mortos S, tipo Il no
aumento da viruléncia da amostra R deri-
vada dotipo II, era observado somente in
vivo, mas néo in vitro. Um aquecimento a
60°C (mas ndo a 100°C) por 15 min era
seguro, permitindo a transformagao
(Griffith, 1928).

0 modelo experimental de Griffith foi
adotado por Oswald Avery no Instituto
Rockefeller em New York e todo o traba-
lho subsequente que culminou na publi-
cacao de 1944 (Avery et al., 1944) asso-
ciando a indugdo da transfomagéo ao
acido desoxiribonucleico (DNA), esteve
ligado ao seu laboratorio.

Né&o é frequentemente enfatizado que
quem intermediou a adogdo do modelo
de Griffith foi Martin Henry Dawson, um
“English Canadian” como a ele se referia
R.J.Dubos. Como me escreveu Michael
Marshall, o qual prepara uma biografia de
M. H. Dawson, esse pesquisador publi-
cou amplamente sobre o fenomeno de

Luiz R. Travassos
Unidade de Oncologia Experimental,

Professor Titular do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia,
Universidade Federal de S&do Paulo, S&do Paulo, Brasil

transformacéo e de forma mais relevante
levou 0 assunto a grandes reunides cien-
tificas e “mais crucialmente nos corredo-
res foradas sessdes plenarias”. M. Mars-
hall lembrou-me com orgulho que da
mesma forma que ele, Dawson, Avery e
Colin MacLeod eram todos de Nova Sco-
tia, Canada e que Nova Scotia é uma
pequena provincia de 900.000 pessoas.
Dawson iniciou as experiéncias
de transformagdo no laboratério de
Oswald Avery mesmo com as objegdes
desse Ultimo. Os resultados de Griffith
foram confirmados, mas Dawson inicial-
mente ndo obteve sucesso na transfor-
magao in vitro e igualmente ndo conse-
guiu transformar amostras R do bacillus
de Friedlander com bactérias mortas do
tipo S Il de Pneumococcus (Dawson,
1930). Contudo, o pesquisador junta-
mente com R.H.P. Siano ano seguinte, ja
publicava uma técnica de indugéo de
transformacao de tipos de pneumococos
invitro (Dawson e Sia, 1931). Simultane-
amente, J.L. Alloway (1931) extraiu o prin-
cipio ativo a partir de células mortas pelo
calor, recuperando-o emfiltrados.
Somente, no entanto, com a publica-
¢ao do trabalho de Avery, MacLeod e
McCarty (1944) 13 anos depois, ficou
estabelecida a natureza do principio
transformante como sendo o DNA. N&o é
surpresa, pois, que inimeras comemora-
¢0es tenham ocorrido no mundo inteiro
para relembrar esse fato histérico que
revolucionou toda a Genética, a Biologia

e a Medicina. Uma dessas comemora-
coes ocorreu na Rockefeller University
em2de Fevereirode 1979, portanto cele-
brando o 35° aniversario da publicagdo
dessadescobertarevolucionaria. No Cas-
pary auditorium, diversos pesquisadores
se reuniram alguns lembrando os argu-
mentos e discussdes havidas na época,
inclusive com acusagdes fora de propo-
sito como “vocé defendia que eramas pro-
teinas que transmitiam os caracteres
genéticos”, e a projegdo de protocolos
experimentais histéricos por um rema-
nescente da trinca. Eu tive a oportuni-
dade de presenciar essa grande festa. E,
da mesma forma que ouvi, fiz a mim
mesmo a pergunta que René Dubos tinha
insinuado. E se Dawson tivesse sido um
French Canadian, nédo traria ele um
modelo de transformagdo desenvolvido
por pesquisadores franceses ou de
outros paises, mas escritos ou comunica-
dosemfrancés?

Essa idéia me veio a mente estimu-
lado pelo trabalho de meu pai, Joaquim
Travassos em 1930, baseado no feno-
meno da aglutinabilidade transmissivel
descrito pelas pesquisadoras romenas J.
Cantacuzene e O. Bonciu em 1926 e
comunicado a Academia de Ciéncias da
Franca. Escrevi entdo um “Feature Arti-
cle” paraASM News da American Society
for Microbiology sobre Transformacdo
bacteriana “revisited” e levantando
varias referéncias da década de 1920-
1930 (Travassos, 1979).
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Esse artigo levou um tempo razoavel
para ser publicado considerando a natu-
reza das ASM News. Um dia, no Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, New
York, onde trabalhava, ouvi o0 comentario
de que eu tinha publicado uma nota revo-
lucionéria sobre transformagéo bacteri-
ana contestando o que era descrito em
todos os livros-textos. Na verdade, eu
ndo contestava nada, mas adicionava
informag&o perdida na penumbra da his-
toria. O que ficou marcado, no entanto,
eraacitagdo do trabalho de Cantacuzéne
e Bonciu de 1926, portanto, dois anos
antes da publicagéo dita pioneira de Grif-
fith.

Cantacuzene e Bonciu (1926) mostra-
ram que estreptococos eram aglutinados
pelo soro de convalescentes de escarla-
tina ap6s as bactérias, originalmente ndo
aglutingveis, terem sido cultivadas em
meio contendo produtos filtrados, acelu-
lares de pacientes com escarlatina, como
urina ou exudato tonsilar. A aglutinagéo
em altos titulos pelos soros de convales-
centes de escarlatina era uma proprie-
dade estavel e especifica dos estreptoco-
cos hemoliticos. As pesquisadoras obser-
varam alteragdo no perfil de aglutinagéo
de 2 estreptococos, um isolado do san-
gue de septicemia puerperal e outro, do
tipo viridans. Em relagdo a metodologia
usada, o exudato faringeo era emulsifi-
cado em caldo simples, deixado repousar
por 2-3 h, adicionado a idéntico volume
de meio de cultura, filtrado em filtro de
Chamberland L3 e o teste de esterilidade
feito pela incubag&o por 48 h, possivel-
mente a 37 oC. Estreptococos a serem
transformados eram entdo cultivados
nesse meio por 24 h. Antes dessa cultura,
esses estreptococos aglutinavam com
soro de escarlatinoso com titulos de 1:10
a 1:40. Ap6s a cultura com produtos de
pacientes com escarlatina os titulos aglu-
tinantes subiam para 1:500-1:1000.
Outros sub-cultivos em meio enriquecido
com aqueles produtos aumentavam
ainda mais esses titulos. A concluséo
mais relevante desse trabalho foi a de
que a propriedade aglutinante era perma-
nentemente incorporada pelos estrepto-
cocos desde que elaresistia a subcultivos
sucessivos dessas bactérias em meio

solido n&o enriquecido com os produtos
de pacientes convalescentes de escarla-
tina. Apesar disso, curiosamente, as auto-
ras concluiram que a propriedade agluti-
nante era “hereditariamente persistente”
sendo devida a uma adsorgéo ao contra-
rio de absorcao do elemento especifico.

Ainda em 1926, Martin e Lafaille no
Institut Pasteur usaram 4 amostras de
estreptococos de casos de endocardite,
oftalmia purulenta, pleurisia e infec¢do
puerperal. Essas bactérias ndo reagiam
com soros de convalescentes de escarla-
tina, mas, ap6s uma unica passagem em
presencgade urinafiltrada e exudato tonsi-
lar passaram a ser aglutinadas pelos
soros de escarlatinosos em titulos de
1:1000-1:2000. O fendtipo aglutinante
era mantido mesmo apds 5 subculturas
em agar simples. Esse trabalho confir-
mava pois os resultados de Cantacuzeéne
e Bonciu. Essas autoras relataram um
ano depois (1927) que embora os estrep-
tococos eram as bactérias mais capazes
de transformagdo com os produtos de
pacientes com escarlatina, outras espé-
ciesigualmente adquiriram a propriedade
aglutinante. Entre elas estavam Escheri-
chia coli, Salmonella paratyphi e Staph-
ylococcus, mas ndo meningococos B,
bacilos pseudo-diftéricos ou Proteus
X19. Aaglutinagéo transmissivel foi tam-
bém confirmada por Zoeller e Meersse-
man (1927) embora somente em estrep-
tococos e ndo em outras espécies.

Em 1929, Sacquépée et al. influ-
enciados pela idéia de que a aglutinagao
transmissivel era devida a adsorgéo, pos-
sivelmente de um virus filtravel, tentaram
inativa-lo comiodo, um conhecido agente
antiviral. O tratamento com iodo n&o inati-
vou a propriedade transformante de um
filtrado de urina de escarlatinoso. O fil-
trado resistia ainda ao aquecimentoa 100
oC por 10 min. Esses autores verificaram
ainda que o Streptococcus transformado
mantinha a propriedade aglutinante
mesmo apds 10 mezes de repiques no
laboratério ou 10 passagens emagar san-
gue.

Travassos (1930) no Instituto Butan-
tan, S&o Paulo, discutiu a hipdtese viral
para justificar o fenébmeno de Canta-
cuzéne e Bonciu, na época referido como

um elemento “dragged along” ou “entrai-
né” no estreptococo. Na sua visdo as
eventuais particulas de virus adsorvidas
seriam progressivamente diluidas nas
subculturas sucessivas da bactéria. Na
verdade, os titulos aglutinantes era man-
tidos mesmo apds véarias passagens em
meios de cultivo. O fendmeno da agluti-
nagdo transmissivel foi reproduzido por
Travassos (1930) usando coelhos infec-
tados pela amostra Dick | que era agluti-
navel a um titulo de 1:640. As fontes do
principio transformante foram a urina dos
animais coletada diretamente da bexiga,
bem como emulsdes do figado, coragéo e
rim, filtradas em filtro Chamberland L3,
comteste de esterilidade feito. Seis amos-
tras de Streptococcus ndo reativas ou indi-
ferentes, foram crescidas em meio suple-
mentado com os produtos dos coelhos
infectados. Com excegdo de uma, as
outras amostras foram transformadas
com titulos aglutinantes de 1:320 a
1:1280. A capacidade de transformagéo
dos produtos dos coelhos infectados ndo
foi afetada pelo aquecimento a 55 oC por
1 h. Aaglutinabilidade dos estreptococos
transformados era mantida mesmo apo6s
5passagens em caldo glucose (em comu-
nicagdo pessoal, soube que até 27 passa-
gens foram feitas sem perda da capaci-
dade aglutinante). A conclusao explicita-
mente enunciada nesse trabalho foi a de
que um fator filtravel estava presente
tanto nos produtos de pacientes com
escarlatina como de animais experimen-
talmente infectados, o qual era absorvido
por estreptococos indiferentes que pas-
savam a ser aglutinados como soro de
convalescente de escarlatina. O fator de
transformacao resistia ao aquecimento o
que sugeria que nao era um elemento
vivo, e era igualmente resistente ao trata-
mento com iodo, sugerindo que a agluti-
nabilidade transmissivel era devida a “ab-
sorgao e integragdo do elemento especi-
fico” ao invés de adsorgéo a célula bacte-
riana.

Inevitavelmente, apds a publicagéo
do Feature Article em ASM News, recebi
de Joshua Lederberg, Premio Nobel,
entdo Presidente da Rockefeller Univer-
sity, a seguinte nota com algumas sepa-
ratas.
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Historiada Transformacao
Acho que voceé gostaria que eu trouxesse a sua atengdo

que esse trabalho inicial foi realmente extensivamente
revisto em publicacdes anteriores e.g. referéncias # 11, 17,

26a,b; 33,39,56....(listaanexa).

Desculpe mas ndo tenho separatas das revisdes
maiores. Vocé tem razéo: cientistas geralmente néo retem
por muito tempo uma perspectiva histérica.

Agradeco por relembrar alguns detalhes adicionais no seu
artigoaASM.

Joshua Lederberg

Um fac-simile dessa nota foi repro-
duzida por Rudolf Hausmann no seu
livro Histéria da Biologia Molecular tra-
duzido de “...und wollten versuchen,
das Leben zu verstehen...” e publicado
pela Sociedade Brasileira de Genética

em 1997. Comenta Hausmann que
Lederberg “opinou que estes trabalhos
[incluindo os de Cantacuzéne e Bonciu]
foram bastante discutidos em revisdes;
mas [que] fazendo-se um levantamento
da literatura cientifica, vé-se que esta

afirmagao nao corresponde a realida-
de!.

Em resposta a Nota de Joshua
Lederberg, respondi com a carta abaixo
traduzida:

novamente outra carta de Joshua Leder-

Prezado Prof. Lederberg

Muito grato pelo Memo/Reply e separatas anexas.

A maioria das revisdes sobre Transformag&o bacteriana
comegam com declaragdes como: “a transformagéao bacteri-
ana foi observada pela primeira vez por Griffith” (Bact.Rev.,
16:31,1952) ou “a primeira transducgao bem-autenticada foi
a transformagé&o de tipos de pneumococos” (Physiol.Revs.,
32: 403, 1952). Livros texto em Microbiologia obviamente
seguemamesmalinhae pode-se perguntarse a contribuicéo
de Griffith foi absolutamente Unica na introdug&o de um novo
conceito que ndo apareceria de outras contribui¢cées contem-
poraneas devido a dados experimentais insuficientes ou ndo
confidveis. E evidente, no entanto, que as descobertas sub-
sequentes de Avery e outros, usando o modelo de Pneumo-
coccus, trazem um corpo de evidéncias formidavel que tende
a minimizar outros esforgos contemporaneos ao trabalho de
Griffith.

De modo fortuito eu focalizei no trabalho de Cantacuzene
e Bonciu (1926) lendo a Nota de meu pai (Joaquim Travas-
s0s) publicada em 1930 num periddico prestigioso regional.
O que chamou minha atengao foi que a publicagédo sobre a
transformacao de streptococos néo foi um trabalho isolado
desde que inspirou contribuicdes subsequentes de outros

Passaram-se anos e em 1999 recebi

berg, agora Professor-emeritus da Roc-
kefeller University procurando reviver a

laboratérios por pelo menos 6 anos. Tendo em vista as limita-
coes de métodos e critérios da época (1926), imaginei que a
contribuicdes em conjunto de todos os trabalhos citados no
artigo da ASM eram téo confiaveis e relevantes quanto a de
Griffith (1928), com o primeiro trabalho tendo sido publicado
2 anos antes. Por que entdo esses trabalhos nédo séo geral-
mente citados em paralelo ao de Griffith para introduzir o con-
ceito da Transformag&o bacteriana? Depois de uma breve
exumagcéao do trabalho de Cantacuzéne e Bonciu (1926) em
sua excelente revisdo no Heredity (1948), ele caiu nova-
mente em quase completo esquecimento nas mentes da mai-
oriados microbiologistas. E de fato, além de contestar a prio-
ridade de Griffith de acordo com o exposto acima, a série de
trabalhos do artigo da ASM ainda nos surpreende com altas
eficiéncias dos fendmenos de transformagao relatadas, e a
possibilidade de transformagao inter-espécies nas condi-
¢oes usadas por Cantacuzéne & Bonciu e outros.

Oartigo daASM teve como objetivo provocar umareavali-
acao dessas contribuicdes histéricas de tal forma que uma
descrigdo simples de resultados foi dada, sem comentarios,
para permitir uma reavaliag&o e criticismo sem preconceitos.
Agradegonovamente pelasuaatengéoeinteresse.

Luiz R. Travassos, Professor UFRJ

nossacorrespondéncia.
Emumadesuascartasescreveu:




“Eu tomei conhecimento de algumas publicacées do labora-
torio de Cantacuzene desde 1945. Existe uma tradicdo ainda
mais extensa da “paraglutina¢éo” de filtrados ou culturas mixtas
desde, talvez, 1908 (Kuhn-Woithe). Mas eu as achei dificeis de
interpretar na auséncia de reprodugéo precisa, e tendo aglutina-
¢ao como Unica marca. Algumas experiéncias podem ter sido
exemplos validos de transducgéo. Outras eu suspeito serem a
selecdo por colicinas de bacteriéfagos, ou outros inibidores,
para variantes rugosas (aglutinaveis): é dificil dizer.

Ha ainda o trabalho de Theobald Smith (1894) que pode ter
sido uma antecipagado, mas muito dificil de interpretar em retros-
pectiva.

Eu n&o estava a par do seguimento (“follow-up”) de seu pai
no Brasil.

Tome nota também de Sanfelice (1893) o qual tenho alguma
confianca que se tratava de uma transferéncia de toxigenicidade
mediada por fagos; mas poderia ser uma contaminacéo de espo-
ros. Gostaria de reconhecer nossa divida para com esses pione-
iros em sua luta para constituir uma base conceitual para o que
chamamos hoje de genética bacteriana. Na eventualidade, foi
Griffith 1928 ? Avery et al. 1944 que conduziu ao caminho de
construgdo continua até o presente. Obrigado por trazer essa
matéria anossa atengao.”

Na verdade, do que foi dito e argumen-
tado para explicar o esquecimento histo-
rico do trabalho de Cantacuzene e Bonciu,
nenhuma justificativa relevante foi apre-
sentada além do fato de que existiam
outras publicagdes anteriores, mais ou
menos criticaveis por envolverem fendme-
nos outros que n&o da transformag&o pura
e simples. Dois fatos parecem sempre ter
sido deixados de lado: 1) as preparagdes
contendo o principio transformante dos
varios trabalhos da decada de 1920-1930
eram aquecidas ou tratadas com iodo, 0
que presumivelmente eliminava elemen-
tos vivos ou toxinas termo-labeis de acéo
seletiva (virus, bacteriéfagos, proteinas);
2) vérias sub-culturas foram realizadas
para garantir absorgé@o e integragdo do
principio ativo, bem como dilui¢do de qual-
quer produto simplesmente adsorvido as
bactérias.

Em seu Guest commentary ao Journal
of Bacteriology (2003) Sanford A. Lacks
disse que o entendimento cientifico € um
grande edificio para o qual muitos contri-
buem. Seu trabalho sobre 0 mecanismo
molecular da incorporacdo de DNA na
transformagdo € um reflexo disso. Em
1962, Lacks propos que uma fita do DNA
duplex era degradada e que a outra fita
entrava na célula (Lacks, 1962). Esta con-
versdo a uma fita Unica explicava a eclipse
da atividade transformante imediatamente
apods aincorporagao do DNA, uma vez que
DNA desnaturado era pobremente incor-
porado pelas células e néo servia de “tem-

plate” para transcricdo. Esse fato era
importante na determinagéo do destino do
DNA ao ser incorporado e importante
marco no entendimento da transformagé&o.
Conforme ele préprio relatou, Lacks ficou
surpreso ao ler na tese de Pierre Schaeffer
publicada em 1961 e apresentada a Uni-
versidade de Paris: “Une hypothése est
proposée d'apres laquelle la pénétration
de la molécule d'ADN dans la bactérie
requiert une structure a double chaine,
alors que la synapse, dont dépend
lintégration, requiert au contraire une
chaine polynucléotidique unique”. Levou
certo tempo para reconhecer que mentes
diferentes podem chegar a resultados con-
vergentes e até iguais e que devem convi-
ver comisso.

O reconhecimento dos dados cientifi-
cos independentemente de sua origem e
de seus autores, e a sua citagéo precisa é
uma atividade essencial que somente eno-
brece o pesquisador e a Ciéncia, contribu-
indo igualmente para um relato historico
justo e fidedigno.
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Ciéncia in Foco

RNA

INTERFERENCIA

A nova corrida do ouro.

Redescobrindo o metabolismo da
célula.

A revelagdo de que a molécula de
RNA tinha atividade catalitica, em mea-
dos dos anos '80, ja nos havia alertado
que estas provavelmente desempe-
nham fungdes muito mais relevantes do
que simples mensageiros ou fabricas de
proteinas. Porém, ainda néo estdvamos
preparados para mudangas tdo drasti-
cas na forma de como a célula controla
seumetabolismo. Oinicio dadescoberta
comegou com fatos inusitados, e dificeis
de explicar, em plantas, mais especifica-
mente petlnia, no inicio da década de
'90. Foram construidas plantas transgé-
nicas que super-expressavam genes
para producao de pigmentos, e se espe-
ravaque estas gerassem flores com colo-
ragdo violeta escuro (em comparagéo
complantas selvagens que témflores vio-
leta-claro). Entretanto, para surpresa
dos pesquisadores, as plantas apresen-
tavam flores brancas, devido a auséncia
de sintese do pigmento, por silencia-
mento do transgene e do gene endoge-
no!

Esse fendmeno de silenciamento
génico em plantas também foi obser-
vado em outros organismos, ficando
conhecido como co-supressao. Porém,
0 mecanismo de silenciamento era des-
conhecido. Alguns anos mais tarde, os
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grupos dos pesquisadores americanos
Andrew Z. Fire e Craig C. Mello publica-
ram em conjunto resultados de seus tra-
balhos com o0 modelo biolégico Caenor-
habditis elegans (um verme nematoide),
revelando que pequenas moléculas de
RNA dupla-fita (RNAdf) poderiam silen-
ciar a expressédo de genes (Fire et al,
1998). Os experimentos apresentados
chamam atengdo pela simplicidade. Ao
analisar os efeitos ja conhecidos de inibi-
cao de expressao génica por moléculas
de RNAsimples fita anti-senso e também
senso (similar aos dados de co-
supressdo), os pesquisadores descobri-
ramque o uso simultaneo das duas molé-
culas tinha um efeito sinergistico. Alguns
experimentos e controles suplementa-
res revelaram que a molécula efetora
era, naverdade, o RNAdf, e o significado
desta descoberta foi muito bem avaliado
e discutido. Pela abilidade do RNAdf de
interferir na expressao genética, o meca-
nismo comegou a ser chamado de RNA
interferéncia, ou simplesmente RNAI.
Alguns poucos anos mais tarde
(2001) confirmou-se a existéncia do
mesmo mecanismo em células huma-
nas, o que evidenciou a alta importancia
evolutiva da via de RNAi em eucariontes
em geral, e abriu perspectivas de uso
desse mecanismo como base parasilen-
ciamento génico em mamiferos, com
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grande potencial tecnoldgico (Elbashir
et al, 2001). Descobriu-se também que
pequenas moléculas de RNAs&o sinteti-
zadas nas células, a partir do seu geno-
ma, de modo a produzir estruturas simi-
lares a grampos, formando moléculas de
RNAdf (conhecidos como microRNA, ou
miRNA) que controlam a expresséo de
genes celulares, mudando radical-
mente a forma com que o metabolismo
celular deve ser investigado. Em 2006,
apenas 8 anos ap6s sua descoberta, 0s
Dres. Fire e Mello receberam o Prémio
Nobelde Medicina.

Mecanismos de agao de RNAI

A via metabdlica de processamento
pelo RNAI esta ilustrado na figura 1. A
ilustrag@o separa os processos celula-
res enddgenos, e aqueles induzidos arti-
ficialmente por moléculas exdgenas.
Nos processos celulares (figura 1A),
genes que codificam grupos de
microRNAs sao transcritos a partir da
RNApolimerase I, como microRNAs pri-
marios (pri-miRNAs), que podem cor-
responder a moléculas com compri-
mento de milhares de nucleotideos, que
sao poliadeniladas e recebem o 5'-cap,
como 0s RNAs mensageiros celulares.
Porém, ainda dentro do nucleo, esses
pri-miRNAs sdo clivados por RNAses
(Drosha ou Pasha) e processados para
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formar estruturas de RNAdf em grampo,
conhecidos como pre-microRNAs (pre-
miRNAs) com cerca de 70 bases. Estas
moléculas sdo exportadas ao citoplasma
(pela enzima Exportina-5) e sdo nova-
mente clivadas por uma RNAse Il
Dicer, resultando em duplexes de 19 a
23 paresdebase.

Essas moléculas de RNAdf se asso-
ciam ao complexo RISC (do inglés “RNA
Induced Silecing Complex”), que pro-
move a interagdo com moléculas de
RNAs mensageiros que sejam comple-
mentares a uma das fitas da duplex (co-
nhecido como RNA guia). Dois mecanis-
mos de silenciamento, a partir dessa inte-
racao, sdo bem conhecidos para silencia-
mento génico: bloqueio da tradugéo e
degradacéo da fita alvo. Enquanto a pri-
meira ocorre principalmente em molécu-
las de miRNA cuja complementaridade é
apenas parcial, em alguns casos a simila-
ridade entre a molécula de miRNAe parte
do RNA mensageiro alvo é total, resul-
tando na clivagem e degradagéo especi-
fica deste transcrito. E importante salien-
tar que, em casos de complementacao
incompleta, moléculas de miRNA podem
regular centenas de genes, e cada gene
alvo pode ser regulado por multiplos
miRNAs, demonstrando a complexidade
dessarede deregulagéo génica.
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Figura 1a: Mecanismos de agdo de RNAi em células:
S&o apresentados dois tipos de moléculas de RNAi endégenos: miRNA,
que bloqueia traducéo e siRNA que promove a degradagao do mRNA;

Pelo menos um terceiro mecanismo
de silenciamento pode também ocorrer,
ao nivel transcricional. Nesse caso, foi
demonstrado que duplexes de RNA
tendo similaridade com promotores géni-
cos também pode resultar na metilagao
desse promotor ou mesmo remodela-
mento da cromatina, com conseqiente
redugdo dos niveis de transcri¢do
daquelegene (Morrisetal, 2004).

=
siRNA exégeno  y,oec

siRNA

’@-/ siRNA e RISC

degradacao
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Figura 1b: Moléculas de RNAi podem ser introduzidas a partir de
vetores exégenos, seja através de vetores (em geral virais) recombinantes
(que codificam shRNAs), ou entéo através de duplexes (siRNA) exbgenos.

Emprego do mecanismo de RNAi
paraestudos funcionais.

Alémde serumadescobertaquerevo-
lucionou anossaformade ver as células,
o uso de RNAi como ferramenta para ini-
bir a expressdo de genes especificos
também revolucionou nossa forma de
determinar o papel de genes em células
de varios organismos, incluindo huma-
no. Para isso foram desenvolvidas
varias estratégias que permitem a redu-
¢ao de expressado de genes especificos
(“knock-down”), através de moléculas
de RNAi complementares (figura 1B).
Para células humanas, pode-se, por
exemplo, transfectar pequenas molécu-
las de RNAdf (19 a 30 bp) diretamente
nas células em cultura, visando a degra-
dagao especifica de um gene. Essas
moléculas, conhecidas como siRNA
(“small interfering RNA”), precisam ter
algumas caracteristicas de sequéncia
particulares para serem ativas e o silen-
ciamento de seu gene alvo possibilita a
obtengéo de varias informacdes da fun-
céo exercida pela proteina que ele codi-
fica na célula, através de uma aborda-
gem genética simples. Atualmente,
varias empresas de biotecnologia ofere-
cem moléculas de siRNA, cujas seqtién-
cias sdo obtidas através de algoritmos
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Figura 2: Vias possiveis de introdugdo
de moléculas de RNAi em animais, como

protocolos pré-clinicos.

préprios, para qualquer gene que o cli-
ente pretenda silenciar. Outra caracte-
risticaimportante é o tamanho da duplex
que deve ter 19 a 30 pb, uma vez que
tamanhos maiores podem induzir res-
postas interferon em células animais.
Varios desses algoritmos s&o livres para
uso (“free-ware”) e podem ser acessa-
dosdiretamente nainternet. Paraamaio-
ria de genes humanos (e de alguns
outros organismos), as empresas pro-
pdem 3 moléculas de siRNAs previa-
mente desenhados, com garantiade que
pelo menos dois desses podem reduzir
em pelo menos 70% a expressdo do
genealvo.

Alternativamente, vetores (em geral
derivados de virus como adenovirus,
retrovirus ou virus adeno-associados)
podem ser transduzir genes que expres-
sam uma molécula de RNA palindrémi-
ca, que pode gerar uma duplex de RNA
na forma de grampo, conhecida como
shRNA ( do inglés “short hairpin RNA”).
Como o siRNA, shRNA tem como obje-
tivo o silenciamento do gene alvo em
estudo. Essa estratégia apresenta como
vantagens a possibilidade de uma efici-
ente transdugéo, pelo virus, do gene de
shRNA, e, no caso deretrovirus, aobten-
cao delinhagens celulares que apresen-
tam o silenciamento do gene alvo de
modo permanente.

E importante destacar que a maior
parte dos genes identificados com o
sequenciamento do genoma humano
nao apresenta fungdo conhecida. Além
disso, as estratégias de inativagdo
génica por nocaute (“knock-out”) envol-

Outros modelos como exemplos.....
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vem processos de recombinagado homo-
loga, muito pouco eficientes em células
de mamiferos, e praticamente impossi-
veis de serem realizadas em células
humanas. Logo, 0 emprego dessas abor-
dagens envolvendo 0s mecanismos de
RNAI abriu perspectivas de se realizar
estudos de gendmica funcional para célu-
las humanas, nos quais podem ser obti-
das, pelo menos teoricamente, informa-
¢Oes sobre toda e qualquer sequénciado
genomahumano.

Interferindo na expressao génica
invivo.

Em 2001, ao se anunciar pela pri-
meira vez, com estardalhago na midia,
a conclusdo do sequenciamento do
genoma humano, a expectativa de que a
informagao gerada fosse Util para cura
de doengas de origem genética se espa-
Ihou rapidamente. Essa excitagéo rapi-
damente se transformou em frustragao

pela falta de resultados rapidos, o que
era perfeitamente compreendido por
aqueles que trabalharam no projeto
genoma e que conheciam as limitagbes
das informagdes geradas. Uma das
razbes para a demora na obtencéo de
resultados concretos em termos de pro-
dutos, que poderiam resultar em melho-
ria de saude, foi a falta de ferramentas
que nos permitissemintervirnogenoma.

No entanto, uma luz parece ter sur-
gido com a descoberta da agao de RNAI
em célulashumanas e de outros mamife-
ros. Apesar, desta descoberta ndo datar
mais do que 6 anos, muito rapidamente
se mostrou que vetores virais ou peque-
nas moléculas de siRNA podem atuar
diretamente in vivo, o que ja resultou em
mais de uma centena de trabalhos cienti-
ficos publicados, no quais testes (a
maior parte deles com resultados positi-
vos) mostram o funcionamento de RNAi
em experimentos com animais. Mesmo

Tabela 1: ALGUNS ALVOS PARA TERAPIA COM siRNA

Tipo de doenca Alvo
Neovascularizagao ocular | VEGF

Genes virais

Doencas respiratérias
(RSV, Influenza)

Genes virais
(HBV e HCV)

APOB

Hepatites virais

Hipercolesterolemia

Tumores em geral

Rota de administragao

Intravitrea

Intranasal

Intravenosa

Intravenosa

Varios alvos, com foco em genes
envolvidos em controle do ciclo celular

Intratumoral




que na maior parte das vezes sejam
empregados camundongos, ha varios
casos de experimentos pré-clinicos com
primatas ndo humanos (Zimmermann et
al,2006), e mesmo alguns Protocolos Cli-
nicosem Fase | (de seguranganousoem
humanos), alguns j& concluidos, sem
que se verificasse nenhum efeito toxico.
E possivel que em mais dois ou trés anos
seja langado o primeiro produto farma-
colégico formado apenas por uma
pequena molécula duplex de RNA, que
atue silenciando a expressdo de um
gene. Essa velocidade no desenvolvi-
mento de um produto baseado em siRNA
€ espantosa e deve-se a varios fatores,
incluindo os extensos trabalhos anterio-
res para terapia génica e a alta eficiéncia
dessas moléculas na modulagdo da
expressao génica. Entretanto, varias bar-
reiras ainda tém que ser superadas,
incluindo a informagéao recente de que a
transdugdo de shRNA, através de virus
adeno-associados, resultou na morte
hepatica dos animais. Provavelmente,
essa morte ocorreu devido a saturagao
domecanismo de RNAI, interferindo com
a exportagdo de miRNAs endégenos do
nucleo para o citoplasma (Grim et al,
2006).

Desenvolvimento de Terapia por
siRNA.

O primeiro desafio a ser vencido para
o desenvolvimento desse tipo de terapia
éadefinicdode umgenealvo. Varios séo
os problemas de saude que resultam de
expressdo aumentada de um ou mais
genes, entre eles, tumores, hipercoles-
terolemia, infecgdes virais, etc (Tabela
1). E estes tém sido extensivamente
investigados em trabalhos com células e
em animais. A selecéo de duplexes que
modulem especificamente o gene alvo
pode ser trabalhosa, e, como foi dito aci-
ma, existem atualmente varios algorit-
mos que podem ser usados para obter
varias sequéncias candidatas para cada
gene. Essas sequéncias devem ser tes-
tadas em laboratorio, preferencialmente
através de culturas celulares. Um pro-
blema importante nessa escolha con-

siste naredugdo de expressao emgenes
diferentes do alvo (Jackson et al, 2003)
em uma célula contendo siRNA, feno-
meno este chamado de efeito “off-
target”. Aparentemente, este efeito
ocorre pelo reconhecimento de sequén-
cias similares, mas nao idénticas, ao
alvo, que séo encontradas na regido 3'
ndo traduzida de varios genes, através
do mecanismo de miRNA. Vérias séo as
abordagens para superar o problema de
“off-target”, sendo que aidentificagéo de
dois siRNA para um mesmo gene alvo
pode assegurar que o gene é responsa-
velpelofendtipo celular observado.

Uma vez definida uma ou mais
moléculas de duplexes de siRNAé&ficien-
tes no silenciamento do gene alvo, o
desafio € a forma de entrega dessas
moléculas em um organismo. O uso de
duplexes de RNA (siRNA) ou vetores
virais (shRNA) deve ser escolhido
dependendo do objetivo do trabalho.
Moléculas pequenas e artificiais de
siRNA estéo se tornando cada vez mais
populares pela versatilidade e facilidade
com que se pode introduzi-las nas célu-
las e in vivo. Além disso, sdo considera-
das como drogas pequenas e assim
poderdo ser usadas em pouco tempo
como produtos farmacéuticos comuns,
sem as questdes de biosseguranga nor-
malmente levantadas para vetores vira-
is. Questdes como a instabilidade da
molécula de siRNA (sobretudo in vivo)
estd sendo contornada através de modi-
ficagbes quimicas que aumentam o
tempo de agdo, mantendo ou mesmo
melhorando suas caracteristicas farma-
co-cinéticas, sem reduzir seu efeito no
silenciamento génico. Além disso, pro-
cessos de entregatémtido sucesso atra-
vés do uso de vesiculas de lipossomos e
complexos com polissacarideos, que
além de aumentar a eficiéncia do pro-
cesso de entrega do siRNA nos tecidos
do animal, também garantem a estabili-
dade damolécula.

Principais alvos para terapia por
RNAi:embuscadoouro.
Varios séo os alvos ja testados para

estudos com siRNA em animais, e
alguns s&o apresentados na tabela 1 (e
ilustrado na figura 2). Um orgdo que tem
sido focado nesses estudos é o olho, e
doencas genéticas associadas. A possi-
bilidade de introdugdo localizada do
siRNA diretamente por injegdo ocular,
reduzindo a necessidade de material
(em relagdo a aplicagbes sistémicas)
favorece o desenvolvimento e sucesso
desses estudos. Destacam-se proces-
sos deinibicdo do gene VEGF (“vascular
endothelial growth factor”), que pode pro-
mover vascularizagao proxima a retina,
0 que esta associado a doenga de dege-
neracdo macular relacionada a idade
(AMD, do inglés “age-related macular
degeneration”), que provoca a perda de
visdo em milhdes de idosos no mundo
inteiro. Varias empresas farmacéuticas
jaconcluiram testes pré-clinicos em ani-
mais e iniciaram protocolos clinicos
Fase | com humanos, sendo que pelo
menos alguns desses protocolos ja con-
cluiramessaFase e estarecrutando paci-
entesparaFasell.

Afacilidade de introdug&o de molécu-
las de siRNAem pulmao, através de ina-
lagdo com administragdo intranasal, tam-
bém tem propiciado resultados promis-
sores. Doses relativamente baixas de
siRNA, com ou sem reagentes de trans-
fecgdo como lipossomos, tem se mos-
trado eficientes na inativagdo de genes
virais que provocam doengas respirato-
rias. Entre os virus alvos desses experi-
mentos de terapia, destacamos o virus
respiratorio sincicial (RSV, que ja esta
sendo testado em protocolo clinico em
Fase |, pela empresa Alnylam Pharma-
ceuticals) e mesmo o virus influenza
H5N1, que provoca a temida gripe avia-
ria.

Outros alvos incluem a redugéo da
apoliproteina B (APOB) no figado, o que
em macacos resultou em significativa
reducao de colesterol no sangue. Varios
virus mortais como hepatite B, hepatite
C, rotavirus e HIV (virus da imunodefi-
ciéncia humana, AIDS), também tém
sido considerados excelentes alvos para
terapia com siRNA. Esses resultados
com virus tém sido muito promissores,




porém pode haver problemas para o seu
bomfuncionamento. Isto porque o meca-
nismo de RNAi pode ser novo para nos,
mas acredita-se que a origem desse
mecanismo nas células ocorreu prova-
velmente a bilhdes de anos, como uma
estratégiade combate ainfecgdes virais.
Com isso, os virus puderam, com o tem-
po, evoluir sistemas de defesa contra a
maquinaria celular. De fato, varios exem-
plos j& mostraram que os virus como
RSV, HIV e vaccinia tém mecanismos
especificos para suprimir a maquinaria
de RNAI celular e que existe, de fato,
uma importante interface de relagdes
patégeno-hospedeiro, nas quais as molé-
culas de miRNAsao efetores criticos (Ba-
rik e Bitko, 2006; Scariaetal, 2006).

A inibicdo da expressdo de vérios
genes-alvo tem sido proposta como pos-
sivel terapia para varios tipos diferentes
de tumores. Os alvos para combate ao
cancer envolvem uma grande quanti-
dade de vias: oncogenes, mediadores
de ciclo celular e apoptose, genes envol-
vidos em degradacéo e estabilidade pro-
teica, angiogénese, moléculas relacio-
nadas a invasdo metastatica e adeséo
celular. Além disso, siRNAtambém pode
auxiliar no tratamento com radiag&o ioni-
zante e agentes quimioterapicos. Nesse
caso os alvos para silenciamento séo
genes que codificam proteinas anti-
apoptéticas, de multi-resisténcia a dro-
gas e mesmo envolvidas no reparo de
DNA, pois estas atuam na defesa da
célula aos agentes terapéuticos, que na
maior parte das vezes atua causando
lesées no genoma celular (Pai et al,
2005).

Conclusdes

O avango obtido em tdo pouco tempo
de pesquisa na area é impressionante,
mesmo dentro da dindmica ciéncia da
Biologia. A forma como enxergamos a
célula eucarionte mudou completa-
mente nos Ultimos anos, e aparente-
mente estamos apenasiniciando nossas
descobertas de como funcionam os
mecanismos de RNAs regulatorios na
célula. Por exemplo, recentemente

foramdivulgados dados que indicam que
moléculas de dsRNAdirecionadas aalgu-
mas regides do promotor celular podem
ativar genes e ndo silencia-lo. Essas
moléculas foram batizadas como RNAa
(“RNA activators”), o que pode ampliar
ainda mais a complexidade do sistema
(Li et al, 2006). Além disso, apesar dos
mecanismos de RNAi serem descritos
apenas para eucariontes, recentemente
foram propostos sistemas de RNAi simi-
lares para bactérias (Marakova et al,
2006).

Da mesma forma, o uso de mecanis-
mos de RNAI para processos terapéuti-
cos tem avangado muito rapidamente,
mas ainda temos um longo caminho a
percorrer. Durante a década de '80, arti-
gos sobre Terapia Génica anunciavam a
4a Revolucdo da Medicina. Apesar de
alguns resultados positivos terem sido
alcancados, as dificuldades encontra-
das e os problemas criados pela introdu-
¢ao de virus recombinantes em organis-
mos, infelizmente, ndo permitiram que
essa revolugdo ocorresse como previs-
to. O conhecimento acumulado, no
entanto serviu de base para a rapida
obtengdo de resultados promissores
com RNAI. Além disso, 0 pequeno tama-
nho dessa molécula permite que seu tra-
tamento seja similarao dispensadoadro-
gas farmacéuticas, normalmente usa-
das em processos terapéuticos. E possi-
vel que essa Revolugdo Médica esteja
prestes a acontecer, finalmente
(Dykxhoorn and Lieberman, 2006).
Alguns sites de empresas que tem traba-
Ihado com RNAi fazem grandes promes-
sas (“RNAipode auxiliaracombatertoda
e qualquer doenga genética humana”,
www.sirna.com), chegando a propor o
uso de siRNAparareduzir o crescimento
de pélos, em areas em que isso for inde-
sejado. Essa proposta, com o “knock-
down” do gene “hairless” (cuja versao
mutada foi identificada em familias cujos
afetados ndo apresentam pélos), per-
mite se antever um mercado bilionario,
que visa um objetivo mais estético do
que médico. Entretanto, a aplicagéo de
terapia baseada na molécula de siRNA

deve ser analisada com otimismo caute-
loso, e ainda requer intenso trabalho de
pesquisa, mesmo porque precisamos
conhecer melhor o préprio mecanismo
celularde RNAI.
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Ciéncia in Foco

SEGURANCA

DE ALIMENTOS

Novas ferramentas de gestao
dos riscos microbiologicos.

Histérico

Durante décadas, os riscos associados
ao consumo de alimentos contendo micror-
ganismos patogénicos eram avaliados ex-
clusivamente através de padrdes e critérios
microbiolégicos pré-estabelecidos. Para is-
S0, agencias de vigilancia da seguranca
dos alimentos e estabelecimentos produto-
res de alimentos recorriam a analises mi-
crobiolégicas para determinar se os alimen-
tos estavam de acordo com esses padrdes
e critérios e, conseqiientemente, se eram
seguros do ponto de vista de satide do con-
sumidor. No entanto, logo se percebeu que
analises laboratoriais sdo uma ferramenta
muito limitada para assegurar a seguranga
dos alimentos, principalmente quando o in-
dice de contaminagéo é baixo. Por exem-
plo, em um processamento industrial em
que se produz um lote de alimento no qual
existe uma unidade contaminada para cada
duzentas unidades produzidas (0,5%), mes-
mo se forem analisadas 100 unidades do lo-
te, a probabilidade de aprovar esse lote é
61% (ICMSF, 2002). Os padrdes e critérios
microbioldgicos possuem maior aplicagao
em produtos acabados, com pouca ou ne-
nhuma contribuigéo para a solugéo de pro-
blemas durante um processo produtivo
(REI & SCHOTHORST, 2000).

Era, portanto, necesséario que os produ-
tores de alimentos agissem de forma pré-
ativa, utilizando outras ferramentas para as-
segurar a seguranga dos alimentos. Nessa
esteira surgiu o sistema HACCP, cuja efica-
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cia depende de prévia implantagdo das Bo-
as Praticas de Higiene. O principal foco do
sistema HACCP ¢ identificar e controlar as
etapas de um processo produtivo que afe-
tam a produg&o de um alimento seguro, vi-
sando n&o ultrapassar limites que possam
colocar em risco a salde da populag&o.
Embora todos os produtores que se preo-
cupam com a seguranca dos alimentos que
produzem tenham sistemas HACCP im-
plantados, € dificil correlacionar os limites
estabelecidos com os impactos a saude pU-
blica, principalmente em paises com dados
epidemioldgicos precarios. Também nao é
possivel avaliar se planos HACCP seme-
lhantes, aplicados a processos produtivos
diferentes, garantem um mesmo nivel de
protegdo (ICMSF, 2002). Essas limitag@es,
e a necessidade de estimar de forma mais
adequada o impacto potencial da seguran-
¢a dos alimentos junto a salide publica e os
custos econdmicos associados a doengas
transmitidas por alimentos, resultou no de-
senvolvimento de uma nova ferramenta de
gestdo de seguranca, denominada Analise
deRisco.

Apartir de 1995, com o Acordo Sanitario
e Fitossanitario, da Organizagdo Mundial
do Comércio, a Andlise de Risco tornou-se
uma estratégia importante na area de segu-
ranga alimentar (WTO, 1995). Esse Acordo
visa proteger a saide humana, animal e de
plantas, impedir o protecionismo e prevenir
a criagdo de barreiras desnecessarias ao
comércio internacional. Segundo o acordo,
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alimentos podem ser importados livremente
desde que ndo comprometam o nivel de pro-
tecdo ao consumidor exigido pelo pais im-
portador. Esse nivel de protecéo estabeleci-
do em um pais denomina-se ALOP (Appro-
priate Level of Protection, ainda sem tradu-
¢éo oficial para o portugués). No rastro do
Acordo Sanitario e Fitossanitario e da Anali-
se de Risco, o Codex Alimentarius oficiali-
zou novas ferramentas de gestéo dos ris-
cos microbioldgicos, como os FSO (Food
Safety Objectives) e PO (Performance
Objectives) e os PC (Performance Criteria)
e MC (Microbiological Criteria), ainda sem
tradugdo oficial para a lingua portuguesa,
descritos em seguida.

ALOP (Appropriate Level of Protection)

Segundo a OMS, define-se ALOP como
o nivel de protegéo considerado adequado
por um pais que estabelece uma medida sa-
nitaria ou fitossanitaria para proteger a sad-
de humana, animal e de plantas em seu ter-
ritrio (ICMSF, 2002; ILSI, 2004). Um ALOP
pode ser expresso pelo nimero de casos
anuais aceitaveis (ou toleraveis) de uma de-
terminada enfermidade causada por um mi-
crorganismo em um alimento para cada
100.000 habitantes de um pais. Um ALOP
envolve, portanto, trés elementos: o alimen-
to, o patdgeno e o consumidor. Para ser es-
tabelecido, & necessario conhecer a fre-
quéncia de determinada doenga, o alimento
mais comumente envolvido e as caracteris-
ticas das pessoas afetadas (idade, condi-




¢Bes imunoldgicas, presenga de outras pa-
tologias, etc), 0 que somente & possivel
quando se faz uma Analise de Risco.

Andlise de Risco

UmaAnalise de Risco tem trés compo-
nentes, a Avaliagdo do Risco, a Gestédo do
Risco e a Comunicagéo do Risco, do qual
participam autoridades sanitarias, produ-
tores, comunidade cientifica e consumido-
res (ICMSF, 2002; ILSI,2004).

Na Avaliagdo de Risco, determina-se
qual(is) o(s) perigo(s) de relevancia em de-
terminado alimento, qual o perfil do consu-
midor, qual a concentragao do(s) perigo(s)
nesse alimento, qual a concentragéo do pe-
rigo que causa danos potenciais ao consu-
midor (avaliagdo dose-resposta) e qual a
gravidade desses danos, chegando-se en-
tdo a uma estimativa de risco.

Na Gestdo do Risco, sdo estabeleci-
das as estratégias para manter os perigos
microbioldgicos sob controle. Nessa eta-

tragdo de um perigo microbiolgico em um
alimento no momento do consumo de for-
ma a atender 0 ALOP estabelecido (ICMSF,
2002; ILSI, 2004). Exemplos: enterotoxina
estafilocdcica em queijo: <1 g/100g, aflato-
xina em amendoim: <15 g/kg, L. monocyto-
genes em alimentos prontos para consumo:
<100/g, Salmonella em produtos a base de
frango, prontos para consumo: auséncia
em 100g.

PO (Performance Objectives)

Um FSO, estabelecido para um alimen-
to no momento de seu consumo, precisa
ser transformado em um parametro mensu-
ravel durante a cadeia produtiva. Assim, o
PO corresponde a um objetivo de desem-
penho a ser atingido em um determinado
momento da cadeia produtiva de um ali-
mento. Como um FSO, um PO deve aten-
der 0 ALOP estabelecido. Exemplo: carca-
cas de frango crus positivas para Salmonel-
Ja: maximo 15%.

pa, o gestor de risco, tendo em vista os da-
dos gerados na Avaliagéo de Risco, verifi-
caquais as opgdes possiveis para gerir es-
se risco (HACCP, Boas Praticas de Higie-
ne, etc.), implementa essas agdes e moni-
tora seu funcionamento para saber se oris-
co estd, de fato, sendo controlado. Atarefa
do gestor de risco é avalid-lo levando em
conta ndo apenas caracteristicas cientifi-
cas, mas também consideragdes sociais,
gticas e econbmicas, decidindo quais
acdes sdo necessarias e quais acdes séo
possiveis.

Na Comunicagao do Risco, as partes in-
teressadas (consumidores, produtores, go-
vernos) sdo informadas a respeito da gra-
vidade do problema, quando existente.

FSO (Food Safety Objective)

Exaustivos trabalhos conjuntos da
ICMSF e Codex Alimentarius permitiram
chegar a uma definigéo de consenso para
esse novo conceito de gestao: um FSO cor-
responde a maxima frequiéncia ou concen-

PC (Performance criteria)

Um PC corresponde a mudanga na fre-
quencia efou concentragdo de um perigo
em um alimento que deve ser obtida atra-
vés da aplicagdo de uma ou mais medidas
de controle, de forma a se alcangar um PO
ou FSO. Entende-se por medida de contro-
le toda e qualquer agdo que pode prevenir
ou eliminar um perigo ou reduzi-lo a um ni-
vel aceitavel. Exemplos: reducéo 12D de
Clostridium botulinum em conservas de bai-
xa acidez, redugéo 5D de Escherichia coli
0157:H7 em cidra de maga, redug&o 6D de
Listeria monocytogenes em alimentos refri-
gerados prontos para consumo.

MC (Microbiological Criteria)

Um MC é um padréo microbiol6gico que
define a aceitabilidade do produto, ou lote
de produtos, baseado na auséncia, presen-
Ga ou niimero de microrganismos por unida-
de de massa, area ou lote. Um MC depen-
de, portanto, de analise laboratorial. Para se
estabelecer um MC para um alimento é ne-

cessario ter evidencias da existéncia de um
perigo real ou potencial nesse alimento, co-
nhecer a microbiota da matéria prima, co-
nhecer os efeitos do processamento, deter-
minar as probabilidades e consequencias
da contaminagdo e multiplicagdo durante
manipulagdo, saber as condi¢des em que o
alimento sera armazenado e consumido, a
categoria dos consumidores em risco, a rela-
¢éo custo/beneficio do uso do critério, bem
como 0 uso pretendido do alimento. Segun-
do o Codex Alimentarius, o estabelecimento
de MCs deve levar em conta a importancia
do perigos microbiolégico, a metodologia
analitica a ser adotada, o plano de amostra-
gem, os limites e a tolerancia de resultados
que ndo atendem esses limites. Sdo exem-
plos de MCs: Listeria monocytogenes em
queijo fresco: maximo 100/g, Salmonella
em produtos a base de frango prontos para
€onsumo: auséncia em 259.

Conclusdes

Sopram novos ventos na area de segu-
ranga microbioldgica de alimentos. De uma
época em que 0s perigos microbioldgicos
nos alimentos eram monitorados usando pa-
drées microbiologicos estabelecidos ape-
nas em fungédo do que era operacionalmen-
te alcangavel, estamos passando para uma
nova fase, em que os critérios microbiolégi-
cos dependem de informacdes relaciona-
das com a saude da populagdo, como
ALOPs, FSOs, POs e PCs. Mais do que
nunca é necessario o trabalho interativo de
governos, cientistas, industriais e consumi-
dores.
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Consensos

TESTES DE SENSIBILIDADE
IN VITRO A ANTIFUNGICOS

2006

Introducéo

A importancia clinica das infecgdes
causadas por fungos aumentou de modo
substancial nas ultimas décadas, devido
avarios fatores, como doencas ou trata-
mentos com perfil imunossupressor, e
uso excessivo de antibiéticos (6, 55, 56,
63).

Aincidéncia relativamente alta de in-
fecgdes graves, sobretudo as causadas
por fungos oportunistas e emergentes,
como espécies de Candida, Aspergillus,
Pichia e zigomicetos, é cada vez mais
preocupante, em vista do elevado grau
de mortalidade causado por essas infec-
¢des e das dificuldades no seu controle,
alémdos custos de hospitalizagéo.

Pesquisas realizadas nos Estados
Unidos e na Europa demonstram que
desdeadécadade 1979 até os dias atua-

is, aincidéncia de micosesinvasivas cau-

sadas por Candida aumentou 40 vezes,
ocupando 0 3° ou 0 4° lugar do total de
septicemias nosocomiais, e as causa-
das por Aspergillus aumentou 6,5 vezes,
com indices de mortalidade de até 40% e
85%, respectivamente. Estes indices de-
vem ser considerados alarmantes, por-
que a maioria dos pacientes que morrem
por infecgdo fingica invasiva tem doen-
ca subjacente para as quais, atualmen-
te, existem tratamentos eficazes (2, 13,
15,51,80,97,100).

Asfalhas notratamento dessasinfec-
¢Oes podem ser atribuidas a resisténcia
clinica ou a resisténcia microbiol6gica. A
determinacdo de correlagdo entre am-
basasresisténcias ainda é bastante limi-
tada, oque aumentaaimportanciade es-
tudos para se conhecer o perfil de sensi-
bilidade de cepas clinicas e o espectro
de agéo dos antifungicos. Além disso,
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com a disponibilidade de novos antiftn-
gicos e estratégias terapéuticas, a de-
teccdo de resisténcia poderia ser vital no
momento de eleger uma alternativa tera-
péutica(31,49,51,79).

Do ponto de vista microbioldgico e cli-
nico, o conceito de sensibilidade e resis-
téncia é aplicado para classificar umiso-
lado como sensivel ou resistente (63).
No aspecto microbiol6gico, uma cepa é
considerada resistente a um antifungico
quandoaconcentragdoinibitéria minima
(CIM) é mais elevada que a habitualmen-
te encontrada para a espécie dessa ce-
pa. Para definir a CIM habitual do anti-
fungico frente a essa espécie, € neces-
sario realizar um nimero representativo
de testes comdiferentesisolados e dese-
nhar a distribuigéo grafica da curva nor-
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mal de sensibilidade e o valor modal da
CIM. Tomando-se esta curva como base,
quando um teste resulta em um valor de
CIM alto, situado no extremo ou fora do
grafico, do ponto de vista microbiolégico
oisolado é resistente, pois ndo esta den-
tro dos limites de sensibilidade da maio-
riados membros de sua espécie. Asensi-
bilidade deisolados de Candida, e de ou-
tros géneros de leveduras, varia confor-
me aespécie e, dentrode umamesmaes-
pécie podem existir cepas com perfis de
sensibilidade diversos. Aresisténcia po-
de ser de trés tipos: intrinseca, primaria
ou secundaria. A intrinseca é dita quan-
do nenhum membro de uma espécie é
sensivel ao antifungico, ou seja, todos
sao insensiveis. Denomina-se resistén-
ciaprimariaquando, dentrode umaespé-




cie normalmente sensivel a determinado
antifungico, encontra-se uma cepa com
resisténcia natural contrao mesmo, sem
necessidade de contato prévio comadro-
ga.

Resisténcia secundaria ocorre quan-
do uma cepa, previamente, sensivel de-
senvolve resisténcia a droga apos ter si-
do exposta a ela. Do ponto de vista clini-
co pode haverisolados considerados re-
sistentes em termos microbioldgicos,
mas que respondem a terapia, desde
que a concentragéo do farmaco no local
dainfecgdo pode estar muito mais eleva-
da do que as CIMs encontradas para
aqueles isolados. Portanto, um isolado
resistente do ponto de vista clinico &
aquele que continua a crescer e levar a
sintomatologia, apesar da concentragdo
do farmaco ser maximano local dainfec-
¢do (31). Aclassificagdo de uma levedu-
ra como resistente deveria levar em con-
ta, além da CIM, a concentragéo do anti-
fngiconositiodainfeccao (7,67). Arela-
¢ao numérica do CIM com a concentra-
¢ao dadroga obtida in vivo é denomina-
da CIMfarmacodinédmico.

Na Ultima décadaforam avaliados va-
rios métodos para provas de sensibilida-
de in vitro a antifungicos e alguns deles
sdo atualmente indicados como referén-
cia, servindo para validar outras provas,
incluindo sistemas comerciais. De modo
geral, um mesmo método ndo contempla
oestudo de distintos tipos de fungos, i.e.,
leveduras e fungos filamentosos (bolo-
res) e, para tanto, foram necessarias al-
gumas modificagdes técnicas. Mesmo
assim, os estudos de sensibilidade para
fungos filamentosos ainda podem ser
considerados precarios quando compa-
radosaosdeleveduras.

Devido a diversos fatores, a aplica-
cao dos testes de sensibilidade para fun-
gosaindaélimitada e os estudosrelacio-
nados aos mesmos podem ser conside-
rados muito aquém daqueles estabeleci-
dos parabactérias. Os testes de sensibi-
lidade a antifingicos devem ser realiza-
dos a partir de cultivo puro, apos a identi-
ficacdo doisolado, de modo ideal em es-
pécie, e suamanutengdo até aanalise de-
ve seguir normas especificas para ga-
rantiadaqualidade das provas (27).

Métodos de referéncia
Entre ostestes preconizados parade-
tectar resisténcia a antifingicos, apenas

alguns deles foram até agora suficiente-
mente avaliados em estudos amplos e
bem conduzidos a fim de comprovar boa
reprodutibilidade intra e inter-
laboratorial, além de correlagdo com a
evolugéo clinica dos pacientes. Os mais
conhecidos e difundidos sdo os do Natio-
nal Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), denominado, des-
de 2005, Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI), publicados a par-
tir de 1985, sob a forma de documentos.
Para provas de sensibilidade aos anti-
fungicos com leveduras a ultima verséo
de 2002 é a M27-A2 (73) e suplemento
M27-S2 publicado em 2006 , e para fun-
gosfilamentosos aM38-Ade 2004 (74).

Entretanto, sua aplicagéo é restrita a
alguns farmacos, para determinados gé-
neros e espécies de fungos e a correla-
¢80 entre os resultados destas provas e
a resposta in vivo, ainda nao esta total-
mente estabelecida. Alémdisso, sua exe-
cugdo € complexa e requer tempo pro-
longado para leitura de resultados, o que
limita, entre outros fatores, a utilizagdo
das mesmas como provasrotineiras.

No Brasil, aAgencia Nacional de Vigi-
l&ancia Sanitaria (ANVISA) adquiriu os di-
reitos autorais, para a lingua portugue-
sa, dos documentos CLSI/NCCLS M27-
A2 eM38-Aetornou-osdisponiveis, atra-
vés dosite: http://www.anvisa.gov.br.

Método CLSI M27-A2 e Modifica-
¢oes: Caracteristicas Gerais

Técnica utilizada e agentes avalia-
dos

O M27-A2 é o método mais bem estu-
dado e o documento pertinente contém
técnicas de diluigdo emmeio liquido, ma-
crodiluicdo em tubos de ensaio e micro-
diluicdo em placas de microtitulagéo, pa-
radeterminara CIM. Foidesenvolvido pa-
ra testes com leveduras, incluindo espé-
ciesde Candidae de Cryptococcus, fren-
te aanfotericina B, 5-fluorocitosina e azo-
licos, incluindo cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol, além de posa-
conazol e ravuconazol, estes tltimos ain-
da néo comercializados no Brasil. Indica
o uso de meio liquido RPMI-1640, in6cu-
lo inicial de 1-5 x 106 cel/mL, ajustado
por espectrofotdmetro a 530nm, incuba-
¢d0a35°C,usode

cepas-controle ATCC. E essencial uti-
lizar os reagentes do modo como reco-
mendado.

Leiturado teste

Aleitura do teste é visual e na técnica
de microdiluigdo usa-se um espelho pa-
ra comparar a turvagao em cada cavida-
de adocontrole de crescimento, sem adi-
¢aodedroga. Valores de 0 a4 sdo atribu-
idos de acordo com o grau de inibig&o,
considerando a seguinte equivaléncia: 0
= oticamente claro, significando inibi¢do
total de crescimento, 1 = levemente tur-
vo, 2 = proeminente reducdo da turva-
¢ao, 3=leveredugdodaturvacédo,4 =au-
séncia deinibigdo. A CIM para anfoterici-
na B é a menor concentragdo que inibiu
totalmente o crescimento, correspon-
dendo ao valor 0. O valor de CIM para os
azolicos e 5FC € a menor concentragéo
que resulta em proeminente redugao da
turvagéo, ou seja, valor 2 . Na microdilui-
cdo, o valor 2 corresponde a 50% de ini-
bicdo. Esse critério de leitura, para dro-
gas azolicas minimiza o erro decorrente
dofendmeno trailing ou crescimentoresi-
dual, apresentado por algumas espéci-
es, p.ex. C.tropicalis. Este ocorre quan-
do a turvagao se mantém, mesmo com o
aumentodaconcentragdodadroga.

A leitura de inibigao do crescimento
da levedura por acdo da droga é realiza-
daapo6s48horasdeincubagdo paraleve-
durasdogénero Candidaspp.e 72horas
para Cryptococcus spp. Esse periodo po-
de ser reduzido, respectivamente, para
24h e 48h, como referido no documento.
Para a maioria dos isolados, a diferenca
entre leitura de 24 horas versus 48 horas
éminima e nao altera o perfil de sensibili-
dade (i.e. ndo se altera quando o isolado
é lido como “sensivel” ou “resistente”).
Entretanto, alguns isolados mostram au-
mento significativo de CIM ao longo do
tempo (p.ex., para fluconazol varia de
0,5 pg/mL com 24 horas de incubagéo a
256 pg/mLcom48horas).

Para auxiliar a resolugéo desse pro-
blema a metodologia M27-A2 para Can-
dida proporcionou tanto limites de CIM
com 24 horas quanto com48 horas de in-
cubagéo para as duas cepas controle de
qualidade (CQ) e oito agentes antifungi-
cos sistémicos.

O ideal é que as placas sejam lidas
com 24 horas de incubacgéo se houver
crescimento suficiente.

Interpretagdo dos resultados
Os antiflngicos para os quais existe
consenso (73) quanto aos pontos de cor-




te sdo: fluconazol, itraconazol e 5-
fluorocitosina, conforme expresso na ta-
bela1.

Esses parametros baseiam-seemva-
lores de doses séricas, estudos realiza-
dos principalmente em pacientes com
candidiase orofaringea e em alguns ca-
sos de infecgBes profundas. A correla-
cao entre resisténcia in vitro e in vivo é
mais evidente na candidiase orofarin-
gea.Adiscordancia para outras formas é
atribuida as numerosas variaveis que in-
fluem na resposta ao tratamento e na
complexidade dos pacientes com infec-
¢desinvasivas, mas os estudos de corre-
lagdo relacionados aos mesmos foram
realizados sem especificagéo por doen-
¢a de base e incluindo poucas cepas
comresisténciainvitro(31,108). Para vo-
riconazol, existe a sugestéo do CIM com
valor igual ou maior a 4ug/mL para clas-
sificar cepas resistentes e menor ou
igual a 1ug/mL para cepas sensiveis,
sendo CIM de 2ug/mL relativo a cepas
com sensibilidade dependete da dose
(S-DD).

*Sensibilidade dependente de do-
se

Os mesmos pontos de corte sao utili-
zados emtestes comisolados de

Cryptococcus spp., para 0s quais pa-
rece existir certa correlagdo entre CIM
elevada e falha de tratamento (73,111).
Entretanto, ha propostas diferentes da
preconizada no método de referéncia,
sendo indicada CIM de 16ug/mL como
preditor de falha terapéutica para fluco-
nazol (3); este valor € menor que o pro-
posto no documento M27-A2 (NCCLS,
2002).

As pesquisas com anfotericina B se
encontram em fase menos avangada de
desenvolvimento. Observou-se apenas
certa correlagdo entre fracasso terapéu-
tico e CIM = 2 ug/mL (76)) ou = 0,38
ug/mL (20), mas esses trabalhos foram
realizados com técnicas diferentes da-

quelas preconizadas nos métodos de re-
feréncia.

Frente a anfotericina B a maioria das
espécies de Candida ¢ inibida em valo-
resde CIMentre0,25e 1,0 ug/mL. Entre-
tanto, deve-se ressaltar que o método
M27-A2 néo permite de modo consisten-
te detectar cepas resistentes. Valores de
CIM> 1,0 ug/mL merecem atengao por-
que podem indicar resisténcia. Estudos
com outros meios, tais como Antibiotic
Medium 3 suplementado com 2% de gli-
cose, mostraram a possibilidade de de-
tecgdo mais segura de resisténcia, mas
esse meio apresenta substancial varia-
bilidade entre lotes.

Correlagdo “invitro-invivo”

Quando as provas de sensibilidade
s&o utilizadas como subsidio a clinica na
detecgdo de resisténcia aos antifungi-
cos, acorrelagéo entre os resultados obti-
dos e aresposta a terapéutica néo &, de
modo geral, considerada boa. Os pontos
de corte estabelecidos pelo CLSI parain-
terpretar os resultados dessas provas
com fluconazol, itraconazol, fluorocitosi-
na e voriconazol sdo aplicaveis apenas
eminfecgdes porleveduras e tém utilida-
de limitada, dependendo da forma clini-
ca(30,42,79,108).

Esse método é capaz de detectar re-
sisténcia in vitro a antifingicos azélicos.
Os dados disponiveis indicam que existe
correlagao entre resisténcia in vitro e fa-
Iha terapéutica, porém ndo ha entre sen-
sibilidade e falhaterapéutica (42).

Estudos relacionados aos métodos
de referéncia continuam em andamento,
detalmodo que recentemente o CLSI pu-
blicou o documento M27-S2 (24), um su-
plemento do M27-A2, que inclui critérios
parainterpretagdo dosresultados emtes-
tes de microdiluigdo, com pontos de cor-
te para os novos antifungicos sistémicos
atualmente disponiveis. Acorrelagéo en-
tre esses resultados e aresposta clinica,
aindadeve sermaisbemavaliada.

Tabela 1. Pontos de corte para interpretar os testes de sensibilidade em leveduras

(73). Dados em pg/mL

Antiftngico Sensivel S-DD (%) Intermediaria | Resistente
Fluconazol >=8 16-32 - >=64
Itraconazol <=0,125 0,25-05 - >=1
5-fluorocitosina <=4 - 8-16 >=32

*Sensibilidade dependente de dose

Modificagbes no método

Ométodoeuropeu dereferéncia, indi-
cado pelogrupo europeu European Com-
mittee onAntibiotic Susceptibility Testing
(EUCAST) para avaliar leveduras fer-
mentadoras, traz modificagées no senti-
do de supriralgumas falhas encontradas
no método norte-americano de referén-
cia. Propde encurtar o periodo de incu-
bagdo, aumentar a concentragao do in6-
culo e realizar leitura acurada, por meio
de espectrofotometria, para calcularaini-
bicao (104). Mesmo assim, apresenta i-
mitacOes técnicas como as descritas pa-
raoM27-A2, incluindo dificuldades para
detectar a resisténcia a anfotericina B,
ocorréncia de crescimento residual (trai-
ling) em testes com azdlicos e fluorocito-
sina. Mostra correlagéo com os valores
de CIM obtidos com 0 método de referén-
cia, porém difere quanto aos pontos de
corte propostos pelo CLSI, os quais ndo
podem ser aplicados para classificar as
cepas avaliadas pelo método EUCAST.
Para EUCAST os pontos de corte pro-
postos para fluconazol sdo: > 16 pg/mL
para cepas resistentes, 4 ou 8jug/mL pa-
raS-DD e <2paracepassensiveis.

Método CLSI M38-A: Caracteristi-
cas Gerais

Técnica utilizada e agentes avalia-
dos

Odocumento M38-Adescreve ummé-
todo de microdilui¢do para determinar
sensibilidade em alguns fungos filamen-
tosos, incluindo Aspergillus spp, Fusari-
um spp, Pseudallescheria boydii, Spo-
rothrix schenckie Rhizopus spp., causa-
dores de infecgOes invasivas. Ndo exis-
te, porém, comprovagao definitiva de
que o meio de cultura e o procedimento
para a preparagao do indculo, indicados
no documento, sejam os mais adequa-
dos. O meio de cultura recomendado é o
mesmo indicado no documento M27-A2
e oino6culo deve ser ajustado, com auxi-
lio de espectrofotdmetro, para conter 0,4
x 104 a 5 x 104 UFC/mL. Entretanto, a
densidade optica (DO)a530nm, requeri-
da no ensaio, depende do tamanho dos
conidios ou esporangiosporos do fungo
emestudo. Hanecessidade de adigdode
Tween 20, como agente surfactante, pa-
raprepararindculo de Aspergillus spp.

Os principais problemas relaciona-
dosaotesteincluem:dificuldade na

padronizagédo do in6culo, crescimen-




to lento de algumas espécies, fungos
que ndo produzem esporos e auséncia
de pontos de corte. Embora estudos adi-
cionais recomendem outros processos
de mensuragdo (UFC/mL e cel/mL) no
preparo do indculo (43,54,98), ndo exis-
te, ainda, um consenso para que substi-
tuam aquele indicado no método de refe-
réncia.

Além disso, esse teste apresenta as
mesmas limitagdes técnicas apontadas

para os testes de sensibilidade emle-
veduras (31,49).

Leiturado teste

As placas de microtitulagdo sdo incu-
badas a 35°C e podem ser lidas apds 24
horas para espécies de Rhizopus; 48 ho-
ras paraespécies de Aspergillus, Fusari-
um e Sporothrix; 72 horas para Pseudal-
lescheria boydii (fase sexuada de Sce-
dosporiumapiorpermum).Aturvagao de-
ve ser avaliada com auxilio de espelho e
comparada com o controle de cresci-
mento sem adi¢&o de droga. Aclassifica-
¢aonuméricavariade 0 a4, como descri-
to paraleveduras no M27-A2. ACIM para
anfotericina B, itraconazol, voriconazol e
para posaconazol é a menor concentra-
¢ao com classificagéo 0 (oticamente cla-
ra). ACIM para 5-fluorocitosina, flucona-
zol ou para cetoconazol € a menor con-
centragdo com classificagdo 2 ouinferior
(50% deredugédo de crescimento).

Interpretagdo dos resultados

Para anfotericina B o ponto de leitura
€ bem definido e os valores de CIM nos
testes com amaioria dos fungos filamen-
tosos se encontram entre 0,5 e 2,0
pg/mL.

Entretanto, algumas espécies como
Aspergillus terreus, Acremonium stric-
tum, Pseudallescheria boydii e Scedos-
porium prolificans s&o inibidas somente
em valores de CIM de 2 a 16 pg/mL.
Embora poucos dados estejam disponi-
veis, valores de CIMacimade 2 pg/mL fo-
ram associados a fracassos terapéuti-
cos em casos de aspergilose invasiva. O
meio RPMI pode, no caso de fungos fila-
mentosos, também serinadequado para
detectar resisténcia a anfotericina B. Pa-
ra 5-fluorocitosina a maioria dos valores
de CIM é maior que 64 pg/mL, sendo as
Unicas excegdes alguns isolados de
Aspergillus e fungos demaceos. De mo-
do similar, para o fluconazol a maioria

dos valores de CIM é maior que 64
Mg/mL, sendo excegdes apenas alguns
isolados de fungos dimérficos e derma-
tofitos. Para itraconazol, voriconazol e
posaconazol o ponto de leitura € bem de-
finido e os valores de CIM, paraamaioria
dos fungos filamentosos, estdo entre
0,03 e 16 pg/mL. Ainda n&o foram defini-
dos pontos de corte paratestes

com esses fungos e os dados disponi-
veis de estudos in vivo sdo muito limitados.

Correlagdo “invitro-invivo”

Os valores adotados para interpretar
os resultados desse teste baseiam-se
nos propostos para leveduras. Entretan-
to, nos ultimos anos foram relatados ca-
sos de falhas terapéuticas com itracona-
zol em infecgbes por Aspergillus com
CIM = 8 mg/L (32,34). Para anfotericina
B, alguns autores verificaram que CIM =
2 mg/L para espécies de Aspergillus ou
de Rhizopus, isoladas de modelos ani-
mais, era compativel com resisténcia te-
rapéutica(33).

Execucao dos Testes: recomenda-
coes

1. Identificagado do isolado. Isolados
de leveduras devem ser identificados, no
minimo, em Candida albicans, Candida

teste, também requer rigoroso controle
dopH,aoredorde 7,0+ 0,3, para preser-
varacapacidade inibitéria.

3. Inéculo e cepas controle. Embo-
ra os métodos de referéncia descrevam
com precisao todos os procedimentos pa-
rapreparare executar os testes, deve-se
ressaltar a importancia da realizagao de
contagem em placa ou em hematocito-
metro, a partir da suspenséao inoculada,
para se comprovar aisengao de erros na
preparagdo do inoculo quando na im-
plantagdo do método. Também é impor-
tante lembrar que cepas-controle devem
serincluidas emtodas as provas afimde
validarosresultados.

4. Leitura dos resultados. Quando
serealizaleituravisualem provas comle-
veduras, 0 erro mais comum é interpretar
crescimento residual, observado com
azolicos, como significativo de resistén-
cia. Isto s6 pode ser evitado com capaci-
tacdoadequada.

5. Procedimentos em situagées es-
peciais. Uma das principais limitagdes
das provas de sensibilidade a antifungi-
cos é o fato de ndo serem aplicaveis a to-
dasas espécies. Fungos de crescimento
lento como Cryptococcus, Geotrichum,
Trichosporon e muitas espécies filamen-
tosas ndo crescem bemnos meios de cul-
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spp. ou outro género, para se proceder a
avaliagéo apenas com aqueles antifingi-
COS para 0s quais existe reconhecida re-
sisténcia doisolado em questao.

2. Antifungicos. Os antifungicos de-
vem serobtidos em formade principio ati-
vo, solicitando-os as respectivas empre-
sas produtoras ou adquirindo-os de um
distribuidor credenciado. Devem ser
acompanhados de informacdes perti-
nentes como numero do lote, poténcia,
prazo de validade e condigdes de con-
servagado. As preparagdes para uso clini-
co ndo devem ser empregadas, uma vez
que podem conter excipientes ou formu-
lagdes indesejaveis. O processamento
dos antifingicos, em qualquer etapa do

turarecomendados para estudos de sen-
sibilidade, o que influi na confiabilidade
doresultado, diminuindo sua utilidade te-
rapéutica. Modificagdes nos métodos de
referéncia para contemplar fungos de
crescimento lento foram propostas
(27,31,107), mas nenhuma delas foi até
agora validada. Por isso, a decisdo em
utiliza-las requer que os resultados se-
jaminterpretados com cautela.

6. Informe dos resultados. Os re-
sultados dos testes de sensibilidade aos
antifingicos devem ser informados co-
mo o de outros antibiogramas quantitati-
vos, referindo o valor de CIM. Os méto-
dos recomendados pelo CLSI também
permitem informar se oisolado é: “sensi-




vel”, “sensivel dependente de dose” ou
“resistente”, seguindo os pontos de corte
recomendados nos documentos perti-
nentes.

7. Uso na rotina. E recomendavel
que as técnicas de diluigdo em caldo co-
mo as dos métodos de referéncia sejam
realizadas por laboratérios que tenham
umnumero elevado de isolados, além de
experiéncia suficiente na execucdo dos
testes. Executa-las de modo esporadico
impede um controle efetivo do teste, o
que pode produzir erros. Quando se tem
um numero baixo de isolados ou neces-
sidade de técnicas de menor complexi-
dade indica-se 0 uso de métodos dispo-
niveis no comércio para analisar a sensi-
bilidade aos azélicos. Estes métodos, de
difus&o por discos, fitas e microdilui¢éo
devem ser executados dentro de progra-
mas de qualidade interno e externo, jun-
to a um laboratério de referéncia. Esses
métodos permitem fornecer informa-
¢des de modo relativamente répido, que
podem serde utilidade clinica.

8. Restricoes (27,49) + Ainda exis-
tem dificuldades técnicas para se detec-
tarresisténciaa anfotericinaB;

O crescimentoresidual (trailing) des-
crito em testes com farmacos fungistati-
cos, como os azolicos e a fluorocitosina,
aindando esta controlado;

*Ainterpretagdo dos resultados deve
ser feita com cuidado. N&o existem pon-
tos de corte para muitas espécies e anti-
fingicos;

* Essas técnicas mostram baixa cor-
relagdo in vitro-in vivoem casos de

micosesinvasivas;

* O método M38-A ndo pode ser utili-
zado com fungos filamentosos que nao
produzam conidios ou esporangiospo-
ros, requerendo, para tanto, adaptacdes
oumodificagdes.

Métodos Rapidos

Os procedimentosindicados nos refe-
ridos documentos do CLSI e EUCAST
nao séo aplicaveis a estudos de sensibi-
lidade rotineiros como os realizados em
laboratorios clinicos. Estes requerem
testes de execugao simples, leitura facil
e resultado rapido para que tenham utili-
dade terapéutica, alémde custorelativa-
mente baixo. Entretanto, a utilizagdo des-
ta prova s6 pode ser indicada quando
apresenta boa concordancia com a téc-
nica de referéncia, umavez que, em teo-

ria, 0s pontos de corte para sensibilidade
ou resisténcia sao estabelecidos com as
técnicas de referéncia. Com o objetivo
de atender a esses requisitos, foram de-
senvolvidos métodos considerados rapi-
dos, incluindo o método preconizado pe-
lo CLSInodocumento M44-A(72). Embo-
ra alguns deles tenham demonstrado
boa concordancia com os de referéncia,
0 que pode permitir que sejam uteis no
auxilio a recomendacdes terapéuticas,
esses métodos também devem ter con-
trole de qualidade adequado (27,39,49).

Método CLSIM44-A

O M44-A descreve uma prova sensi-
velepratica, validada paratestes de

sensibilidade em Candida spp., utili-
zando discos impregnados com flucona-
zoloucomvoriconazol. Este método ain-
da néo foi validado para provas com ou-
tros géneros de leveduras e com fungos
filamentosos. O documento inclui crité-
riode interpretagéo paraos didmetros de
halos obtidos com discos de fluconazol e
valores esperados para cepas-padréo.
Indica o uso de agar Miieller-Hinton su-
plementado com 0,2% de glicose e 0,5
pg/mL de azul de metileno. O agar Miel-
ler-Hinton é facilmente encontrado no co-
mércio e mostra aceitavel reprodutibili-
dade entre lotes, a glicose proporciona
adequado crescimento para a maioria
dasleveduras e aadigdo do azul de meti-
leno realga a definigao do halo. O pH do
meio deve estar entre 7,2 e 7,4 a tempe-
raturaambiente e apds gelificagdo. Oind-
culo é ajustado com espectrofotdmetro e
o teste é incubado a 35°C, por 24 horas.
Algumas cepas para as quais ocorre
crescimento insuficiente apds 24 horas
podem requerer leitura apds 48 horas de
incubag&o. Discos de papel contendo flu-
conazol (25 ug) ouvoriconazol (1 ug) en-
contram-se comercialmente disponive-
is. O teste é de baixa complexidade, equi-
valente ao antibiograma, e seu custo ndo
éelevado, sendo, portanto, adequado co-
mo método de triagem.

Essaprova somente classifica os iso-
lados em “sensivel’, “sensivel depen-
dente de dose” e “resistente”, ndo sendo
possivel determinar com precis&o valo-
res de CIM (66,72,75,84). Recomenda-
se que todas as cepas que aparecem co-
mo “resistentes” sejam confirmadas por
meio do método de microdiluigao M27-
A2(16,39,49).

Sistemas comerciais

Existem varios sistemas comerciais
pararealizar testes de sensibilidade aos
antifingicos, incluindo, entre outros,
ASTY (Kyokyuto Pharma-Centical, Ja-
péo), ATB FUNGUS 2 (Api-BioMérieux,
Franca), Candifast (International Micro-
bio, Italia), Etest (AB Biodisck, Suécia),
Fungitest (Bio-Rad, Faranga), Integral
Systems Yeast (Liofilchen Diagnostics,
Italia), Mycostandard (Institut Pasteur,
Francga), Mycototal (Behring Diagnostic,
Franga) e Sensititre Yeast One (Trek Di-
agnostic System, EUA). Apenas o Etest,
0ATB Fungus 2 e o Candifast tém distri-
buidores no Brasil.

Diversos desses sistemas foram bem
estudados, masapenasalguns deles de-
monstraram potencial suficiente para se
constituir em uma alternativa para os la-
boratérios assistenciais. Entre estes se
destacam 0o ATB FUNGUS 2, o Sensititre
YeastOne e o Etest, os quais mostraram
boareprodutibilidade eindiscutivel capa-
cidade em detectar a resisténcia in vitro
aos azolicos, sobretudo ao fluconazol,
quando comparados ao método de refe-
rénciaparaleveduras(11,38).

ATBFUNGUS 2@

Este método de microdiluigéo parale-
veduras apresenta boa correlagéo com
osdereferéncianorte-americano e euro-
peu. Consiste de uma cartela plastica
com canulas contendo diversas concen-
tracbes de 4 antifungicos: fluconazol,
itraconazol, anfotericina B e 5-
fluorcitosina. O in6culo da levedura é
preparado com solugdo salina 0,85%
com base na escala2 de MacFarlande a
reacdo de inibicdo de seu crescimento
ocorre apds 24-48 h de incubagdo a
35°C. A leitura é realizada a “ olho nu”
combase naturvagéo obtidaem cada ca-
nula. Os resultados sdo fornecidos em
CIM(pg/mL)de cadadroga.

Sensititre®YeastOne

Este € um método de microdilui¢do
emcaldo, baseadonopadrao M27-A2.

Cada teste consiste de uma placa de
microtitulagdo descartavel a qual con-
tém concentragdes de seis agentes anti-
fungicos, incluindo anfotericina B, ceto-
conazol e itraconazol (0,008 a 16
pg/mL), além de fluconazol (0,125 a 256
pg/mL) e 5-fluorocitosina (0,03 a 64




pg/mL). O teste contém azul de Alamar
como indicador colorimétrico, o qual me-
Ihora aleitura do ponto de inibigdo medi-
ante mudanga de cor azul para rosa. Os
resultados sao expressos em CIMe estu-
dos comparativos com os métodos CLSI
mostraram resultados equivalentes
(28,61,87,94).

Demodo geral, 0 Sensititre YeastOne
€ um teste reprodutivel, facil de ser exe-
cutado, os pontos de leitura sao clara-
mente visiveis. Os reagentes apresen-
tam prazo de validade amplo e o teste
também pode ser aplicado a fungos fila-
mentosos, sobretudo aqueles com ele-
vada produgéo de esporos como Asper-
gillus (17).

Etest®

Este ¢ um método de difusdo em agar
que utiliza uma tira contendo um gradi-
ente de concentragdo do antimicrobia-
no, de tal modo que permite a determina-
¢ao de CIM. Etest é utilizado para prova
de sensibilidade com varios antibacteri-
anos e esta também disponivel para
agentes antifungicos, incluindo anfoteri-
cina B, 5-fluorocitosina, cetoconazol,
itraconazol, voriconazol e caspofungina,
com gradiente de concentragdo varian-
do de 0,002 a 32ug/mL, e fluconazol,
comgradiente de 0,016-256 pg/mL.

As dificuldades do Etest em provas
para fungos estdo usualmente relacio-
nadas a escolha do meio de cultura a ser
utilizado e a defini¢do do valor de CIM,
correlacionado a zona de inibigdo de
crescimento. O agar RPMI, suplementa-
docom 0,2% de glicose de acordo com o
CLSI, é recomendado por diversos auto-
res e pelo fabricante (1,9,19). Recente-
mente, o uso do agar Miller-Hinton,
acrescido de azul de metileno, foi preco-
nizado como umaalternativa menos one-
rosaemaiseficazque o

RPMI(10,85).

Nesse teste, a CIM é a concentragédo
de antifingico no ponto de intersecgao
daelipse deinibigdo de crescimento com
atira. Aleitura pode ser subjetiva devido
ao efeito “trailing” observado com algu-
mas cepas. Como resultado, os valores
de CIM podem ser superiores aos espe-
rados, sendo importante repetir qual-
quer resultado interpretado como “resis-
tente”, em paralelo com a cepa-controle
ou confirma-lo poroutro método (39). Em
testes com azélicos e 5FC, esse fenome-

no pode ocorrer sob formade coldnias de
tamanho menor no interior da elipse de
inibicdo doque as do exterior. Essas col6-
nias ndo devem ser consideradas para
determinagéoda CIM (1,27).

Com anfotericina B, toda colonia no
interior da elipse de inibigéo, indepen-
dentemente de seu tamanho, deve ser
considerada para a leitura da CIM. Nao
existem pontos de corte para interpreta-
cao dos resultados obtidos nesta técnica
comercial, mas recomenda-se que se-
jam seguidos os indicados nos métodos
de referéncia (1,27). Este teste parece
ser 0 mais indicado para detectar resis-
ténciaaanfotericinaB(83,110).

Etest é simples de ser realizado e os
antifungicos podem ser individualmente
analisados. Foi amplamente avaliado
tanto para leveduras quanto para fungos
filamentosos e a maioria dos trabalhos
demonstrou uma concordancia aceita-
vel com os métodos do CLSI e EUCAST
(10,28,35,65,70,94). A correlagéo entre
os resultados in vivo-in vitroem casos de
candidiase vaginal (25) e bucal (102) foi
alta.

Execucdo dos Testes: Recomen-
dagoes

1. Todos os procedimentos devem se-
guir as normas de biosseguranga em mi-
crobiologia, as quais devem estar conti-
das em um protocolo normalizado do la-
boratério.

2. Embora os métodos rapidos pos-
sam ser uma alternativa para laboratori-
os assistenciais, s6 devem seremprega-
dos aqueles para os quais existem estu-
dos demonstrando boa correlagdo com
osmétodos de referéncia.

Outros Métodos Rapidos

As dificuldades relacionadas a exe-
cugédo das técnicas de referéncia tam-
bém estimularam a pesquisa de outros
métodos, considerados rapidos, para
aplicagdo em provas de sensibilidade a
antiflngicos.

Entre esses métodos, destaca-se aci-
tometria de fluxo, que € mais bem estu-
dada tanto em testes com leveduras
(4,18,44,99,106) como com fungos fila-
mentosos (91,106). Os resultados des-
sas provas podem ser obtidos em pou-
cas horas e sua concordancia com méto-
do de referéncia foi considerada boa.
Entretanto, paraaplicagdo praticadame-

todologia sdo necessarios, ainda, estu-
dos mais amplos, relacionados a repro-
dutibilidade dos resultados e a concor-
dancia destes com a resposta terapéuti-
ca(106).

Indicagdes dos testes de sensibili-
dade aantiflingicos
Casosindividuais
Considerando-se o desempenho das
técnicas comerciais, assim como as limi-
tacdes acima citadas para os métodos
de referéncia, a realizagao de provas de
sensibilidade a antifingicos em labora-
torios assistenciais é recomendada ape-
nas em situagdes especiais. Estas reco-
mendagdes se baseiam em pareceres
de especialistas, frente a evidéncias ci-
entificas da importancia da aplicacao
destas provas para a deciséo terapéuti-
ca. Assim, estes testes séo recomenda-
dos para cepas provenientes de infec-
coes invasivas e de pacientes com al-
gum tipo de imunossupressao. Também
sdoindicados em casos de fracasso tera-
péutico ou pacientes que receberam pro-
filaxia antifungica prévia. Todas as amos-
tras de leveduras pertencentes a espéci-
es pouco freqlientes, das quais se des-
conhece o perfil de sensibilidade in vitro
devem ser submetidas ao teste. Nessas
situagoes, os testes de sensibilidade po-
dem auxiliar a eleger o tratamento mais
adequado ou a variar a estratégia tera-
péutica especifica, aumentando a dose
do antiflngico, utilizando outro farmaco
ouinstaurando umaterapia combinada.
Além disso, a detecgéo de resistén-
cia em uma espécie isolada de determi-
nado caso individual, pode servir como
umdadoimportante para vigilanciade re-
sisténcia na espécie em questéo
(14,31,40,42,49,57,59).

Estudos epidemioldgicos

Os estudos epidemioldgicos s&o con-
siderados fundamentais. Avigilancia epi-
demiolégica das infecgdes fungicas hos-
pitalares e ambulatoriais pode auxiliar
no conhecimento de possiveis reserva-
torios, vias de transmisséo e fatores de
risco da infecgéo, assim como do perfil
de sensibilidade das diferentes espécies
esuaincidéncia.

Esses estudos devem ser realizados
de modo periodico e os dados relativos a
distribuicdo de espécies e ao perfil de
sensibilidade devem ser informados as




autoridades de saude publica. Deste mo-
do, podem ser estabelecidos quais s&o
os tratamentos iniciais mais adequados
ou se estes devem ser modificados quan-
do foi identificada uma espécie cuja sen-
sibilidade é previsivel. Exemplo desta Ul-
tima situagéo inclui o isolamento de C.
krusei de paciente tratado com flucona-
zol. Embora essa levedura tenha resis-
téncia inata ao fluconazol, é sensivel a
anfotericina B e aos novos azdlicos, co-
mo o voriconazol. Em algumas espécies
de Aspergillus ndo-fumigatus, sobretu-
do, A. terreus e A. flavus, assim como em
Fusarium spp e Scedosporium apiosper-
mum, é comum aresisténcia a anfoterici-
na B, mas ndo aos novos azdlicos. Nes-
se contexto, a identificagdo do isolado
emespécie minimizaaimportanciadere-
alizagdo do teste de sensibilidade
(27,31,79,108).

No Brasil, existem diversos estudos
epidemiolégicos bem fundamentados e
conduzidos, relacionados ao perfil de
sensibilidade in vitro aos antifungicos. A
grande maioria foi realizada com cepas
isoladas de pacientes das regies su-
deste e centrooeste do pais. Alguns des-
ses trabalhos, publicados nos ultimos
trés anos, mostramaumento naresistén-
ciaao fluconazol e itraconazol em Candi-
da néo-albicans, e o surgimento de no-
vos agentes causadores de fungemia
(22,23,78,80,81). Entretanto, a freqtién-
cia de resisténcia em cepas isoladas de
infeccd@o de corrente sanguinea no Bra-

ra isolamento, manutenc&o e identifica-
¢ao dos agentes, além de tipo de pacien-
te e hospital, pode-se tracar um perfil limi-
tadodaocorrénciade resisténcianoBra-
sil. O género Candida constitui 0 agente
prevalente dessas infec¢des, seguindo-
se Trichosporon spp. e Rhodotorula spp.
0 agente de candidemia prevalente é C.
albicans, sendo as outras espécies, em
freqUéncia variavel: C.parapsilosis, C.
guilliermondii, C. tropicalis, C. glabrata,
C. krusei, C. lusitaniae, C. obtusa, C. fa-
mata, C. lypolitica e C. rugosa. De modo
geral, estudos brasileiros mostram que
as taxas de resisténcia desses isolados
a antifingicos azolicos sdo baixas, al-
cangando menos de 3%, excetuando-se
C.glabrata, que tem habilidade para de-
senvolver resisténcia (8, 23, 52, 69, 90,
92,105).

Apesar de a maioria dos isolados de
C. albicans ser sensivel ao fluconazol e
aoitraconazol, alguns deles podemapre-
sentar resisténcia adquirida a esses tria-
z6licos de primeira geracéo
(25,36,60,64,81,86,88,89). Portanto,
amostras provenientes de pacientes tra-
tados com esses antifungicos, devem ter
suasensibilidade avaliada in vitro, no ca-
so de falha terapéutica. Além disso, are-
sisténcia ndo é restrita a esses antifungi-
cos, havendo também resisténcia cruza-
dacomosnovos azolicos (25,41,71,79).

Aresisténciaemleveduras aanfoteri-
cinaBérarasvezesencontrada.

Entretanto, para algumas como Tri-
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sil, ainda é dificil de avaliar, devido a dis-
tintos fatores. A infecgéo n&o é de notifi-
cagdo compulsoria e, portanto, as taxas
sdosubestimadas.Alguns trabalhos usa-
ram métodos inadequados para manu-
tengdo, purificagéo e identificagdo acu-
rada de espécies, ou parametros (meio
de cultura, formulagao das drogas, ce-
pas-padrao, etc) ndo recomendados pa-
ra avaliar a sensibilidade aos antifungi-
cos (62). Mesmo com essas restrigdes e
sem considerar o método laboratorial pa-

chosporon asahiios valores de CIM des-
se antifungico sdo altos (=4ug/mL), po-
dendo ser ainda maiores (20ug/mL) em
cepas isoladas de sangue (93). A resis-
téncia secundaria a anfotericina B esta
bem comprovada em C. lusitaniae, uma
espécie pouco freqliente, mas descrita
como agente de fungemia em trabalhos
brasileiros (8,52).

Aresisténcia a antifingicos em isola-
dos bucais e vaginais tem sido também
pesquisada,emboraaavaliagdo de espé-

cimes clinicos dessa natureza seja rara-
mente solicitada. Em estudos brasilei-
ros, a maioria dos isolados de candidia-
se bucal foi obtida de pacientes portado-
res de HIV. Esses estudos referem-se as
regides sul e sudeste, no periodo dos ulti-
mos dez anos e os testes mais emprega-
dos foram os de difusdo em disco (72) e
microdiluicdo (73). Pesquisas publica-
dasnos anos de 2004 e 2006 (5,68) mos-
tram um percentual maior de isolados de
C. albicans com perfil SDD (sensivel de-
pendente de dose) e resistentes ao flu-
conazol do que de isolados sensiveis,
sendo que alguns apresentaram resis-
téncia cruzada a outros azolicos. Em es-
tudos anteriores (21,101) os resultados
revelaram indices menores de isolados
SDD e resistentes. Esses dados suge-
rem que o aumento de valores de CIM
ocorreu emfungdo dotempoe, provavel-
mente, a maior exposic¢do dos pacientes
aessesazolicos.

Emrelacdo, a candidiase bucal pelas
espéciesndo-albicans, o quadro é seme-
Ihante ao descrito em estudos no exteri-
or, em que C. glabrata e C. krusei apre-
sentam os menores indices de sensibili-
dade (5,21,101). Por outro lado, ha tam-
bém interesse em se pesquisar a sensi-
bilidade de isolados da microbiota da ca-
vidade bucal de individuos com fatores
deimunossupressao. Umestudo (53) re-
alizado por meio do teste de difus@o com
discos em espécies ndo-albicans, mos-
trou a ocorréncia de resisténcia ao fluco-
nazol (21,9%), principalmente em C. ru-
gosa(100%)e C. glabrata(57%).

Em isolados de fluidos vaginais, foi
também relatada sensibilidade diminui-
daaos azolicos, tantoem C. albicans co-
mo ndo-albicans (96). Pesquisadores
que utilizaramométodo EUCAST (29) ve-
rificaram que, entre as cepas estudadas,
9,8% de C. albicans eram resistentes ao
fluconazol, e 11,7% e 23,5% de nao-
albicans eram resistentes, respectiva-
mente, ao fluconazol e ao itraconazol
(50).

No Brasil, muitos estudos apontam
que a maioria dos isolados humanos de
C. neoformans é sensivel in vitro ao flu-
conazol e ao itraconazol, mas até 50%
das cepas sao resistentes a 5-
fluorocitosina (45,58,77,95,103). Alguns
autores (46) encontraram um intervalo
de CIM de fluconazol de 0,5 a 16 pg/mL
para isolados clinicos. Assim, as fre-




qlientes falhas da terapia com fluconazol
nos casos de meningite criptocdccica
em pacientes portadores de AIDS refor-
¢ama hipétese que, mesmono Brasil, ce-
pas de C. neoformansresistentes a esse
azélico podem ser mais freqlientes do
que se acreditava. Valores de CIM relati-
vamente altos foramencontrados emiso-
lados clinicos provenientes daregiéo su-
deste (S&o Paulo e Rio de Janeiro), mos-
trando que apesar de a maioriadosisola-
dossersensivel,haumatendénciade au-
mento de CIM, podendo ser verificada a
presenca de percentuais de isolados
comperfilde SDD (47).

Um estudo realizado com método
EUCAST emamostrasclinicasde C. neo-
formans, provenientes de diferentes re-
giées do Estado de Sao Paulo, mostrou

diminuicdo da sensibilidade emisola-
dos seqienciais para fluconazol, 5-
fluorocitosina e anfotericina B (48). Em
contraste, outro trabalho, empregando a
metodologia M27-A2, mostrou taxas al-
tas de sensibilidade para azolicos, inclu-
indo voriconazol, em isolados clinicos e
ambientais de C. neoformans(103).

Os estudos com fungos filamento-
sos, em particular dermatofitos, témmos-
trado que a maioria dos isolados é sensi-
vel aos antiflingicos azoélicos. Em uma
avaliagao do perfil de sensibilidade de 53
isolados clinicos de Trichophyton ru-
brumverificou-se, por meio do Etest, que
para apenas quatro deles o fluconazol
apresentou valores de CIM iguais ou su-
perioresa256 ug/mL. (37). Emoutrapes-
quisa com 68 isolados clinicos de T. ru-
brum, utilizando metodologia EUCAST,
somente uma amostra oriunda de uma
paciente com tinha da face mostrou re-
sisténcia clinica e in vitro ao fluconazol e
aoitraconazol (12).

Dados do perfil de sensibilidade das
espécies podem servir como orientacdo
terapéutica e sdo essenciais para vigi-
lancia da resisténcia aos agentes anti-
fingicos.

Esses dados sugerem que, ao con-
trario do que ocorre em outros paises
(36, 64, 82, 86, 109), em algumas re-
gides do Brasil o fluconazol e o itracona-
zol ainda podem ser boas opgdes para o
tratamentoinicial de determinadasinfec-
¢des fungicas e que é necessario o esta-
belecimento de um continuo programa
de vigilancia para identificar possiveis
mudangas na distribuicao de espécies e

padrdes de sensibilidade a antiflingicos
no pais.

Recomendacgdes Técnicas

Como regra geral recomenda-se que
os testes de sensibilidade sejam realiza-
dos com um método de referéncia, uma
vez que demonstraram elevada reprodu-
tibilidade entre laboratérios e foram ava-
liados em estudos de correlagéo. Estes
testes devem ser realizados em institui-
¢Oes sanitarias que as executam de mo-
dorotineiro, seguindo um sistema estrito
de controle de qualidade dos resultados.
Por outro lado, os métodos comerciais
que demonstraram boa concordancia
com os métodos de referéncia e reprodu-
tibilidade inter-laboratorial, podem ser
uma alternativa para alguns laboratérios
assistenciais, umavez que detectamare-
sisténcia aos azdlicos com bastante con-
fiabilidade (28,35,61,70,87). Nestes ca-
S0S, assim como em qualquer procedi-
mento laboratorial, € de suma importan-
cia a garantia de qualidade dos exames
por programas de controle de qualidade
interno e externo. Séo aconselhaveis es-
tudos de comparagéo dos testes comer-
ciais com os padrdes, 0 que permite co-
nhecer a confiabilidade dos resultados
dos estudos de sensibilidade para cada
instituicdo de saude.

Adeterminagao do perfil de sensibili-
dade de umisolado clinico pode servir a
orientagao terapéutica do caso em ques-
tdo e também pode servir como um dado
importante para vigilancia da resisténcia
dos agentes etiolégicos. Dada a gravida-
de das infeccdes hospitalares por fun-
gos, em particular as de corrente sangui-
nea por leveduras, o monitoramento da
resisténcia em unidades assistenciais
que permita um delineamento regional e
temporal, estratificado segundo tipo de
hospital, grupo de paciente e localizagéo
anatémica, serve de base para um pro-
grama nacional de controle de infecgéo
no ambiente hospitalar. Os laboratorios
de hospitais devem ser capacitados e su-
pervisionados, de modo uniforme, em
métodos de identificagdo e testes de sen-
sibilidade a antifingicos para proverem
resultados acurados e comparaveis.
Centros de referéncia devem prover en-
saios padrdes e educagdo continuada
aoslaboratoristas que alimentam umsis-
temaregional ou nacional sobre informa-
céao da resisténcia a antifingicos. A noti-

ficagdo adequada do perfil de resistén-
cia das espécies induz ao estabeleci-
mento de diretrizes estratégicas de atua-
cdo dos 6rgaos oficiais de vigilancia epi-
demioldgica e sanitaria para prevengao
e controle da disseminagao de resistén-
ciamicrobiana.

Apesar de ser prioritaria a notificacdo
daresisténciaemamostras de fungos,

néo deve se restringir as cepas hos-
pitalares. As agdes de todos os progra-
mas: municipal, estadual e/ou nacional
que contemplam diagnostico de doen-
cas causadas por fungos, como: Doen-
cas Sexualmente Transmissiveis e
AIDS, Micoses Sistémicas e Doengas
Respiratérias devem ser ampliadas,
com vistas a capacitagdo de laboratoris-
tas dos servigos de salde em testes de
resisténcia a antifungicos, além daiden-
tificagdo acurada do agente etiolégico
dessasinfecgoes.

Poroutrolado, aMicologia Médica en-
contra-se em uma fase de grande esti-
mulo a pesquisa de novos procedimen-
tos laboratoriais. Métodos que permitam
caracterizar, em espécie, isolados de ca-
sosgravesou determinarasensibilidade
aos antifungicos nesses isolados, mas
de modo rapido e confiavel, séo extre-
mamente necessarios nos dias atuais. A
execucdo dessas pesquisas deve ser
considerada como prioritaria, principal-
mente por 6rgdos governamentais.
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Luiz Rachid Trabulsi, maranhanse, mé-
dico formado pela Universidade Federal da
Bahia em 1953, Doutor em Medicina, pela
Universitats Klinic, Alemanha em 1957 e
Doutor em Medicina pela Faculdade de Me-
dicina da Universidade de Séo Paulo (FM-
USP) em 1959. Realizou seu Pés-
Doutorado no Centers for Disease Control
and Prevention nos Estados Unidos.

Em 1962, iniciou sua carreira docente
no Departamento de Microbiologia e Imu-
nologia, da FM-USP como Professor Assis-
tente Doutor e em 1964 obteve o titulo de Li-
vre-docente. Em 1970 transferiu-se para a
entdo Escola Paulista de Medicina, hoje
UNIFESP. Junto com Prof. Dr. Erney P. Ca-
margo e Prof. Dr. Nelson F. Mendes criou o
Programa de Pos-Graduag&o em Microbio-
logia e Imunologia da UNIFESP, até hoje
uma referéncia para programas de Pos-
graduacéo em Microbiologia. Permaneceu
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de Microbiologia. Na USP, foi homenagea-
do com o titulo de Professor Emérito do
Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Sua carreira foi marcada por varios e
merecidos prémios, mas dos que ele mais
se orgulhava eram as duas espécies bacte-
rianas que receberam nomes em sua home-
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nagem: Koserella trabulsii (J. Clin. Microbi-
ol., 21: 31-42, 1985) e Trabulsiella guamen-
sis (J. Clin. Microbiol., 29: 1480-1481,
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Foi um dos pesquisadores mais produti-
vos do Brasil, tendo publicado quase duas
centenas de trabalhos cientificos nos perié-
dicos mais importantes de sua area de atua-
¢ao. Merece destaque ainda seu famoso li-
vro “Microbiologia’, que se encontra na
quarta edigo. Este livro € fundamental pa-
raaformagao de milhares de alunos de cur-
sos da area da satide em todo o pais.

As suas maiores contribui¢des foram na
epidemiologia e no diagnostico da diarréia
infantil e adulta e no estudo da E. coli diarre-
iogénica. Suas principais contribuigdes fo-
ram no estudo de diferentes aspectos da fa-
milia Enterobacteriaceae, na epidemiologia
da diarréia infantil e na epidemiologia, diag-
nostico, viruléncia, determinantes genéti-
cos e estrutura clonal de E. coli diarreiogé-
nica.

Em 1961, publicou o primeiro estudo so-
bre o papel de E. coli enteropatogénica em
diarréia infantil no Brasil (Trabulsi, et al, Diar-
réias infantis por colibacilos enteropatogé-
nicos: estudos preliminares sobre a ocor-
réncia de certos grupos e tipos soroldgicos
em S&o Paulo”. Rev Inst Med Trop S&o Pau-
lo, 1961). Mais dois importantes estudos
epidemioldgicos foram publicados, onde fo-
ram mostrados os fatores de risco e prote-
¢éo para diarréia provocada por EPEC (Go-

Tania T. Gomes do Amaral
UNIFESP-SP

Bernadette G. Franco
FCF-USP

mes TAT et al. J Infect Dis, 1991. ¢ Blake
PAetal. J Infect Dis 1993).

Ainda na FM-USP, publicou trabalhos
importantes onde relatou o encontro de
amostras de E. coli isoladas de casos de
gastrenterites, que provocavam quadros de
disenteria muito semelhantes aos provoca-
dos por Shigella. Mostrou que essas amos-
tras causavam ceratoconjuntivite em olho
de cobaia e foram denominadas de E. coli
enteroinvasora. O grupo do professor Tra-
bulsi foi responsavel pela descri¢ao de cin-
€0 novos sorotipos pertencentes a esse gru-
po de E. coli diarreiogénica (O167:NM;
0152:NM; 0144:NM; O136:NM; O29:NM).
Mostrou, ainda, que todas as amostras de
EIEC sao incapazes de descarboxilar lisina
€ que a grande maioria, com excegao do so-

rotipo 0124:H30, sdo iméveis (Silva RM; To-

ledo MR; Trabulsi LR. J Clin Microbiol, 1980
e Toledo MR; Trabulsi LR. J Clin Microbiol,
1983). Descreveu um novo sorotipo movel,
0145:H45 (Gomes et al., J Clin Microbiol,
1987). Em 1982, mostrou que um plasmi-
deo de alta massa molecular determina a
capacidade de evocar cerato-conjuntivite
(Silva et al, J Infect Dis, 1982) e em 1988,
que os plasmideos de invasao de Shigellae
EIEC apresentam um replicon comum (Sil-
vaetal., InfectImmun., 1988).

Vérias foram as contribuicées do grupo
do Prof. Trabulsi em E. coli enterotoxigéni-
ca. Em 1979, descreveu-se pela primeira
vez que o sorogrupo 128ac continha amos-
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tras enterotoxigénicas (Reis et al, Infect
Immun, 1979). O grupo foi responsavel tam-
bém pela descri¢éo e caracterizagdo de um
subtipo de toxina LT (LT-II) em amostras hu-
manas e de alimentos (Guth et al, Infect
Immun, 1986).

Seus trabalhos mais conhecidos estdo
relacionados & EPEC. Ele mostrou que
EPEC era responsavel por aproximada-
mente 30% de todos os casos de diarréia
no primeiro ano de vida em S&o Paulo, que
a freqiiéncia diminuia com o aumento da
idade dos pacientes e que os sorotipos pre-
dominantes eram O111ab:HNM,
0111ab:H2 e 0119:H6 (Zuliani et al, 1969;
Toledo et al, 1983; Gomes et al, 1989).
Sem duvida, o trabalho de sua autoria mais
citado na literatura € o que mostrou a alta
correlagdo entre a expressao de adeséo lo-
calizada em células Hela e certos soroti-
pos de EPEC (Scaletsky etal, 1985).

Em agosto de 1995, em Séo Paulo-SP,
organizou em conjunto com o Dr. James B.
Kaper (CVD, Baltimore-USA) o 2™
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
ENTEROPATHOGENIC Escherichia coli.
Quatorze convidados internacionais e oito
nacionais revisaram diferentes aspectos
das infecges por EPEC: epidemiologia, fa-
tores de viruléncia, diagnéstico e resposta
celular. Pela primeira vez, foi discutida a
ocorréncia de amostras de EPEC atipicas,
onde se detectava o gene eae, porém o
plasmidio EAF ndo estava presente e as
amostras n&o eram produtoras de toxina
Shiga (Stx). A definicao de EPEC tipicas e
de EPEC atipicas foi resultado de discus-
ses pelo grupo, habilmente conduzidas pe-
lo Prof. Trabulsi, durante o simpésio (Proce-
edings of the International Symposium on
Enteropathogenic E. coli -EPEC, Rev. Mi-
crobiol, S. Paulo, 27, suppl. 1996).

Com a colaboragéo do Dr. Tom Whit-
ham (The Pennsylvania State University,
USA), Dra. Kinue Irino (IAL-SP) pesquisa-
dores da UNIFESP e alunos de Pés-
Graduagéo, foram identificados os principa-
is tipos clonais associados com diarréia e
foi avaliada a variagao entre clones com re-
lagdo a fatores de viruléncia especificos
(Campos et al., Infect. Immun. 1994, Rodri-
gues et al, Infect Immun, 1996; Gongalves
etal, Infect Immun, 1997, Dalla-Costa, et al,
J Med Microbiol, 1998; Pelayo et al, J Med
Microbiol, 1999). Em 2002, publicou umare-
visdo sobre EPEC, onde ficou caracteriza-
do que EPEC tipicas e atipicas diferem em
reservatorios, caracteristicas genéticas, so-
rotipos e propriedades de viruléncia. EPEC
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atipicas sdo mais relacionadas com as
STEC (EHEC, produtoras de toxina Shiga)
e, como as STEC, parecem constituir pato-
genos emergentes. Como marcadores,
mostrou que ha sorogrupos comuns, mas
0s sorotipos s&o diferentes e que o padrao
de adeséo em células epiteliais é diferente
(Trabulsietal., EID, 2002).

Ele foi responsavel por outros inlimeros
trabalhos que contribuiram para um melhor
conhecimento sobre E. coli diarreiogénica.
Contudo, o maior legado deste microbiolo-
gista notavel foi a sua capacidade de for-
mar e aglutinar pesquisadores. Um pouco
antes de ir embora, deixou um presente pa-
ra seu grupo, um projeto sobre EPEC atipi-
ca, mesmo longe continua formando pes-
quisadores de altissimo nivel, pois deixou
umaescola.

A trajetoria profissional do Dr. Trabulsi
foi brilhante: era, e continuara sendo por mu-
ito tempo, o primeiro nome a ser lembrado
quando o assunto é Escherichia coli diarrei-
ogénica. Formou um enorme contingente
de alunos, entre mestres, doutores e pds-
doutores, deixando sementes em todos os
cantos desse pais. Tem 80 orientagdes de
mestrado e doutorado concluidas em seu

Prof. Dr. Luiz Rachid Trabulsi

curriculo, nimero que se multiplica enor-
memente se for computados os pos-
graduados formados indiretamente, ou se-
ja, por seus ex-orientados, até a quarta ou
quinta geracéo.

Além de sua intensa dedicag&o ao ensi-
no e pesquisa, o Dr. Trabulsi doou muito do
seu tempo e de seu coragdo para ativida-
des que considerava muito especial: foi um
dos fundadores da Sociedade Brasileira de
Microbiologia, da qual foi presidente em di-
versas oportunidades. Presidiu também va-
rios congressos de microbiologia, nacionais
e internacionais. Foi o editor da Revista de
Microbiologia durante muitos anos.

Tinha um carinho especial coma SBM e
um desejo de ter uma revista de divulgagao
cientifica publicada pela sociedade. Este
texto em memaria ao Prof. Trabulsi abre a
secdo “Homenagens” da Microbiologia in
foco. Esperamos desta forma, fazer jus a
dedicagao dele a SBM.

A comunidade de microbiologistas do
Brasil, representada pela Sociedade Brasi-
leira de Microbiologia, agradece esse gran-
de lider. Que seus ensinamentos e exem-
plo de vida permanegam entre nés para to-
do o sempre.




Over the last 10 years a variety of tumor anti-
gens that are recognized by both humoral and cellu-
lar immune responses have been identified in
human tumors. Some of these antigens are cur-
rently being used for the development of immunot-
herapeutic approaches for cancer treatment. Howe-
ver, the amount of available information about tumor
antigens is increasing at an astonishing rate, and the
availability of a well-organized and professionally
curated database for tumor antigens has become
indispensable for scientists in the field.

The Academy of Cancer Immunology, with sup-
port from the Ludwig Institute for Cancer Research
(LICR), have setup a Cancer Inmunome Database
that present through a single point of access infor-
mation about all of the gene products against which
an immune response has been documented in can-
cer patients.

The National Laboratory for Scientific Computa-
tion LNCC/MCT and the James Kerr Programm of
the Ludwig Institute are now hiring one annotator to
update and enlarge the Cancer Immunome databa-
se. The job will require scanning of the literature,
interpretation of the results, integration of meaning-
ful information, and ability with bioinformatics tools
for a better annotation of the tumor antigens.

The annotator(s) will work in Petropolis but will
have to take frequent trips to the Ludwig Institute in
Séo Paulo - Brazil to discuss progress and future
improvements.

The contract will be valid for 1 1/2 (one and a
half) year, with possibility of renewal according to the
availability of future fundings.

We are looking for a well motivated annotator
with the following pre-requisites:

PhD degree

FluentEnglish

Knowledge in genomics

Notions of tumor biology and immunology

Motivation for teamwork and to work continu-
ously with a computer

Synthesis ability

Flexibility (trips to S@o Paulo and occasionally
New York)

Starting date: immediately

Please send your CV by email together with a
motivation letter in English until 01th June to:

Ana Tereza Ribeiro de Vasconcelos
(a/c Marcia Guglielmi)
Email: marciag@Incc.br

Noticias in Foco

A SBM tem a satisfagdo de comunicar a comu-
nidade cientifica que o Zoilo Pires de Camargo
(UNIFESP-SP) foi homenageado pela Medical
Mycology Society for the Americas, Diviséo da Ame-
rican Society for Microbiology (ASM), pela suaobra
académica. A homenagem foi recebida durante o
107° General Meeting ASM, ocorrido em Toronto,-
Canada, de 21 a 25 de maio 2007.(Isso seria uma
noticia??)
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Emprego in Foco Agenda in Foco

BRASILIA E SEDE
DO 24° CONGRESSO
BRASILEIRO DE
MICROBIOLOGIA

Acontece de 2 a 6 de outubro, no Centro de Convengdes Ulysses Guimaraes, em Bra-
silia, 0 24° Congresso Brasileiro de Microbiologia, que reunira 3000 profissionais e acadé-
micos para o debate da Microbiologia no Brasil e América Latina.

A Comissao organizadora do evento, coordenada pela Profa. Dra.Marina Martinez, Pre-
sidente da SBM, informa que as inscrigdes ja estdo abertas. Consulte o site - www.sbmicro-
biologia.org.br e veja a programagéo preliminar e as formas de participacéo.

Venha a Brasilia consolidar 0 24° CBM como o maior Congresso da América Latina!!!

13th INTERNATIONAL CONGRESS OF

IMMUNOLOGY INFECCIOSAS/AIDS

Rio de Janeiro, Brasil 12/08/2007- 17/08/2007 Consulte o site:
http://www.immunorio2007.org.br

47th ICAAC MEETING

Chicago, IL, September 17 - 20, 2007 Consulte o site: www.asm.org

14th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
HEALTH-RELATED WATER

MICROBIOLOGY
Date: 9 - 15 September 2007 Venue: Yayoi-Kodo, The University of Tokyo, JAPAN

5° CONGRESSO BRASILEIRO DE
MICOLOGIA

Entre os dias 12 e 16 de novembro, a Sociedade Brasileira de Micologia (SBMy)
realiza 0 5° Congresso Brasileiro de Micologia, com o tema central A Micologia
no Brasil:o comego,onde estamos e o que almejamos. O evento acontecera em
Recife. Informagdes no site www.5micol.com

CURSOS DE ESPECIALIZACAO
EM ANALISES CLINICAS E
MICROBIOLOGIA

VICROBIOLOGIA




SBM::- FCOMO; ASSOCIAR-SE

Procedimento:
O interessado devera preencher a ficha de adesao, especificando a categoria (Estudante de graduagéo, Estudande de Pés-
Graduacéo ou Profissional).

Valores:
Estudantes: R$ 90,00 (Anual)
Profissionais: R$ 175,00 (Anual)

Formas de pagamento:

1. Deposito bancério identificado em nome da SOCIEDADE BRASILEIRA DE MICROBIOLOGIA (CNPJ 43.323.484/0001-

12) e envio de uma copia do comprovante via FAX (11) 3813-9647:
Banco do Brasil: 001 - Agéncia: 3559-9 - c/c: 16509-3

2. Enviar a ficha de adesao por E-mail (cadastro@sbmicrobiologia.org.br), solicitando o boleto bancario.

FICHA DE ADESAQ

DATA: ANO DE REFERENCIA:

Categoria: ( )Estudante de Graduagéo () Estudante de Pés-Graduagao () Profissional

Nome completo:

RG: CPF:

Enderego Res:

Bairro:

Cidade: UF: CEP:

TEL. FAX:

E-MAIL:

Instituicdo:

Departamento:

Cargo que exerce:

Titulag&o:

Endereco:

Bairro:

Cidade: UF: CEP:

TEL. FAX:

E-MAIL:

Microbiologia Especializada em:
1.Alimentos (MAL); 2.Ambiental (MAM); 3.Basica (BAS); 4. Biotecnologia (BIO); 5.Clinica (MC); 6.Industrial (MIN); 7.Micologia (MI);
8.Micotoxinas (MX); 9.0ral (MO); 10.Solo (MS); 11.Veterinaria (MV); 12.Virologia (VI); 13.0utros (especificar):

Endereco para correspondéncia:  Residencial ( ) Comercial ()







Para muitos isso é apenas
um pontinho branco.

EVENTOS SIMULTANEOS

24° Congresso Brasileiro de Microbiologia
XIll Simpdsio Brasileiro de Microbactérias
Il Simpdsio de Colegées de Cultura

IV Encontro de Ensino em Microbiologia

EIXOS TEMATICOS

e Diversidade

* Ensino

* Risco Microbiolégico

* Microrganismo como Agente de Saude
(substancias microbianas promotoras de saude)
* Resisténcia Microbiana

e Colegdes de Culturas de Microrganismos

e Quorum Sensing

INSCREVA SEU POSTER E PARTICIPE.

Os melhores trabalhos serdo premiados e convidados para

apresentacdo oral durante o evento.

24° Congresso Brasileiro

Micro.:

Para nés: um universo. biﬂlogia

02 a 06
outubro/07

www.sbmicrobiologia.org.br



