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Ciéncia in Foco

ESCHERICHIA COLI
ENTEROINVASORA:
CARACTERISTICAS, FATORES
DE VIRULENCIA E RELACAO
PARASITA-HOSPEDEIRO

Lucas Goncgalves Ferreira’, Hadassa Cristhina de Azevedo Soares dos'Santos’,

A disenteria bacilar € uma doenga
inflamatéria intestinal aguda, que tem
como agentes principais Escherichia
coli enteroinvasora (EIEC) e as espécies
de Shigella. Essas bactérias invadem o
epitélio do cdlon intestinal de humanos,
causando uma intensa inflamag&o, que
caracteriza a doenga (PARSOT, 2005).
As manifestagdes clinicas comumente
relatadas sdo: febre, mal-estar gene-
ralizado, colicas abdominais e diarreia
aquosa, seguida de disenteria, consti-
tuida de muco, sangue e poucas fezes
(DuPONT et al., 1971).

A primeira descri¢do de Escherichia
coli enteroinvasora (EIEC) foi realizada
por EWING e GRAWATTI (1947). Uma
amostra de E.coli foi isolada a partir de
fezes de soldados americanos com diar-
reia, durante a segunda guerra mundial.
No Brasil, a primeira amostra de EIEC foi
isolada das fezes de um paciente com
enterite aguda por Trabulsi e colabora-
dores em 1965 (TRABULSI et al .,1965),
cujo potencial invasor pode ser ava-
liado pela capacidade de EIEC causar
ceratoconjuntivite em cobaias — ensaio
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denominado teste de Serény (SERENY,
1957).

Os primeiros trabalhos enfatizando
as caracteristicas bioquimicas particula-
res de amostras de EIEC foram apresen-
tados simultaneamente, no Brasil, por
TRABULSI e colaboradores (1967) e no
Japao por SAKAZAKI e colaboradores
(1967). As 28 amostras estudadas no
Brasil pertenciam aos sorogrupos 028,
0124, 0136, 0144 e 0152. Destas,
92,8% haviam sido isoladas a partir de
casos diarréicos tanto de criangas como
de adultos (TRABULSI et al., 1967). As
374 amostras de EIEC do Japao foram
isoladas de criangas e adultos com
diarreia e pertenciam aos sorogrupos
028, 0112, 0124, 0136, 0143 e 0144
(SAKAZAKI et al., 1967).

Até o momento, foram relata-
dos 15 sorotipos de EIEC: O28ac:H-,
029:H", O112ac:H", O121:H", O124:H",
0124:H30, O135:H7, 0136:H7, 0143:H,
0144:H7, 0152:H, 0159:H, O164:H",
0167:H e 0173:H" (ORSKQOV et al.,
1991; MATSUSHITA et al., 1993; NATA-
RO & KAPER, 1998).

EIEC foi responsabilizada por varios
surtos epidémicos, porém, ha poucos re-
latos sobre vias de transmiss&o e a distri-
buicdo dessa bactéria na natureza. Agua
€ queijo foram descritos como possiveis
fontes (BORIAN et al., 1959; TULLOCH
et al., 1973; VALENTINI et al., 1992),
assim como a transmissao direta através
do contato pessoa a pessoa (HARRIS
et al., 1985). Na década de 1970 foi re-
latado um importante surto de diarreia
nos Estados Unidos, que acometeu 387
pacientes. O veiculo de transmissao foi
um queijo importado, contaminado pelo
sorogrupo 0124 (MARIER et al., 1973).
Segundo o 6rgéo de controle de alimen-
tos e drogas dos Estados Unidos (Food
and Drug Administration-FDA), os surtos
causados por EIEC tém sido associados
com leite e seus derivados e carne bo-
vina; no entanto, qualquer alimento ou
agua contaminados com fezes humanas
de um individuo doente pode causar
a doenga em outros individuos (FDA,
2009).

Pouco se conhece sobre a epidemio-
logia de EIEC, todavia os relatos mos-
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tram que a prevaléncia ndo obedece a
um padréo de uniformidade, varia de 0,5
a 15%. Os dados relatados nos estudos
sobre diarreia mostram que a preva-
Iéncia de diarreia com envolvimento de
EIEC depende da populagdo investigada
(ALMEIDA et al., 1998; ECHEVERRIA
et al., 1992; OGUNSANYA et al., 1994;
PRATS & LLOVET, 1995; TAYLOR et al.,
1986; TAMURA et al., 1996; TOLEDO &
TRABULSI, 1990; VIEIRA et al., 2007).
No estudo de duas populagdes, esta
bactéria foi encontrada em 17(15,8%)
das 107 criangas com diarreia que mora-
vam em favelas e em 16 (2,3%) das 701
criangas com diarreia que ndo moravam
em favelas. No primeiro grupo, EIEC foi
o0 enteropatégeno mais frequentemente
isolado das criangas com mais de 2 anos
de idade, j& no segundo grupo, na mes-
ma faixa etaria, foi 0 quarto agente mais
isolado (TOLEDO & TRABULSI, 1990).
No Brasil, dois estudos realizados fora
da cidade de Sao Paulo mostraram bai-
xa prevaléncia desta bactéria.

As cepas de EIEC possuem carac-
teristicas bioquimicas, genéticas e pa-
togénicas semelhantes as espécies de
Shigella. Sao caracterizadas bioquimica-
mente e geneticamente com proprieda-
des especificas, que diferem das E. coli
ndo invasoras, EIEC ndo descarboxila a
lisina e tem a presenga do gene ipaH,
similares aos observados no género
Shigella. Utilizando-se antissoros espe-
cificos é possivel diferenciar a EIEC das
amostras do género Shigella (VAN DEN
BELD & REUBSAET, 2011). Estas ca-
racteristicas fenotipicas podem, muitas
vezes, dificultar a identificagdo correta
deste patotipo, principalmente quando
nao se utiliza antissoros especificos anti-
-shigella, uma vez que alguns sorotipos
de S. flexneri possuem o mesmo perfil
bioquimico de EIEC (imével, ndo descar-
boxila a lisina, ndo fermenta a lactose e
produz indol).

Devido & grande similaridade entre
as duas espécies, pode-se supor que as
duas compartilhariam um mesmo ances-
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Figura 1. Representagdo esquematica do Sistema de Secreg¢éo do Tipo Il de
EIEC. Ipa - proteina de invasédo, Ipg — chaperonina.

tral e que num dado momento da evolu-
¢a0 houve uma divisdo. O clone formado
pelas EIEC seria o elo da cadeia. No en-
tanto, dados obtidos por diferentes gru-
pos nos levam a sugerir que as amostras
de EIEC formam clones distintos dos de
Shigella e dos outros grupos de E. coli
(BANDO et al., 1998; LAN et al., 2004;
PUPO et al., 1997; ROLLAND et al.,
1998)

Devido a maior incidéncia, os estudos
que abordam a patogenicidade e a res-
posta do hospedeiro ficaram praticamen-
te restritos as amostras de S. flexneri.
Essa escassez de dados de EIEC na li-
teratura deixou sem resposta importantes
questdes sobre a fisiologia e viruléncia
de EIEC, bem como a resposta imune do
hospedeiro na infecgao por este micro-or-
ganismo, 0 que nosso grupo de pesquisa
tem como objetivo esclarecer.

Os micro-organismos patogénicos
tém desenvolvido uma série de estra-
tégias para invadir o hospedeiro, evitar
ou resistir a resposta imune e colonizar
sitios especificos do organismo huma-
no no intuito de estabelecer e manter a
infeccdo (SANSONETTI & DI SANTO,
2007). Sabe-se que na mucosa intestinal
€ que ocorre 0 inicio da colonizagdo bac-
teriana de EIEC no hospedeiro e, como
consequéncia, os sintomas da doenga.
A barreira gastrointestinal é formada por
uma monocamada de células epiteliais,
um complexo numero de agentes na
superficie luminar e por tecidos linféides
organizados, constituidos por macrofa-
gos, células dendriticas e linfocitos B,
T e NK residentes, designados a uma
fungao protetora contra antigenos estra-
nhos (NEWBERRY & LORENZ, 2005).
Para manter a fungao intestinal 6tima,
a resposta imune inflamatdria, vital no
combate aos enteropatdgenos, deve ser
intimamente controlada.

Ha um processo complexo na co-
lonizagdo e sobrevivéncia de EIEC na
barreira gastrointestinal. Nesse proces-
so, multiplos genes bacterianos estdo
envolvidos, tanto cromossomais, como
plasmidiais. Os mecanismos essenciais
de patogenicidade bacteriana de EIEC
e Shigella nas células do hospedeiro
(invas@o, sobrevivéncia, escape e disse-
minagdo) dependem da presenga de um
plasmidio de viruléncia de 213 Kb (pINV)
(HARRIS et al., 1982; SANSONETTI et



al., 1982a). Foi demonstrado que ndo ha
diferengas significativas entre os plas-
midios de viruléncia das duas espécies
(FORMAL et al., 1983). Observa-se tam-
bém que bactérias sem o plasmidio de
viruléncia ndo causam ceratoconjuntivite
em cobaias, sendo consideradas aviru-
lentas (SANSONETTI et al., 1982b).

A maioria dessas fungdes esta rela-
cionada a proteinas codificadas por um
fragmento de 31Kb do plasmidio de viru-
Iéncia formado por 38 genes. Neste frag-
mento, encontram-se 0s genes respon-
saveis pela invasao e escape bacteria-
no, pela disseminagao celular e inibi¢éo
da autofagia, pela regulagéo da resposta
imune do hospedeiro e pelo aparato do
sistema de secrecéo do tipo Ill (SSTT).
Este sistema de secrecdo é considerado
um complexo sistema de transferéncia
de proteinas, capaz de injetar diversos
substratos protéicos diretamente do cito-
plasma bacteriano para o interior da ce-
lula do hospedeiro (Figura 1). Uma vez
injetados no interior da célula hospedei-
ra, os fatores de viruléncia ou efetores
irdo induzir ou inibir as vias de sinaliza-
¢ao da célula. As modificages induzidas
pemitem a sobrevivéncia intracelular
desses micro-organismos (COSSART
& SANSONETTI, 2004; PARSOT, 2005;
OGAWA et al., 2008).

EIEC, assim como Shigella e outros
enteropatogenos, utiliza as células M
(microfold cells) presentes na mucosa
intestinal como porta de entrada para a
mucosa intestinal (PARSOT & SANSO-
NETTI, 1996; SANSONETTI & PHALI-
PON, 1999). As células M apresentam
a capacidade de capturar antigenos
sollveis, células apoptéticas do epitélio
intestinal ou bactérias do compartimen-
to luminal e transporta-los para o sub-
-epitélio (Placas de Peyer), onde esses
antigenos séo reconhecidos por macro-
fagos e células dendriticas residentes
(NEWBERRY & LORENZ, 2005). A fa-
gocitose por essas células é o primeiro
passo para a produgédo da resposta in-
flamatéria contra as cepas bacterianas.
Apos o escape dos macréfagos e células
dendriticas, a bactéria penetra na célula
intestinal, pelo lado basolateral e se dis-
semina para as células adjacentes, cau-
sando uma intensa resposta inflamatéria
no local, caracterizada pela secregdo
de mediadores inflamatorios que atuam
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Figura 2: Representacdo esquematica da patogénese da infecgdo por EIEC.

Através das células M, presentes na mucosa intestinal (1), a bactéria encontra ma-
créfagos residentes na lédmina propria e a fagocitose por esses macréfagos é o pri-
meiro passo para a produgdo da resposta inflamatéria (2). Apés o escape dos macro-
fagos, a bactéria penetra na célula intestinal, pelo lado basolateral (3) e se dissemina
para as células adjacentes (4), causando uma intensa resposta inflamatéria no local,
caracterizada pela secre¢do de mediadores inflamatérios por enterécitos (5) e células
dendriticas (6) que atuam no recrutamento de células do sistema imune inato, como

no recrutamento de células do sistema
imune inato, como neutrdfilos e mo-
nécitos (Figura 2). A migracdo dessas
células para o local da infecgdo causa
desestabilizacdo do epitélio intestinal,
permitindo, assim, a passagem de um
maior nimero de micro-organismos que
irdo invadir os enterécitos pela superficie
basolateral, levando a destruigdo tecidu-
al (TRAN VAN NHIEU & SANSONETT],
1999; SCHROEDER & HILBI, 2008;
ASHIDA et al., 2011)

Apesar das semelhangas no me-
canismo de invasdo e nos sintomas da
doenca (disenteria bacilar), a dose infec-
tante de EIEC é muito maior do que a
de Shigella (DUPONT et al., 1971). Além
disso, a doenga causada por EIEC apre-
senta-se em uma forma mais branda e
autolimitante.

Nos ensaios de Serény realizados
em nosso laboratorio, foi possivel ob-
servar que EIEC induz uma forma mais
branda da doenca (inflamagéo leve/mo-
derada), enquanto que a Shigella induz
uma resposta pré-inflamatoria exacer-
bada (inflamagdo severa). Além disso,

0s neutrdfilos e mondcitos (7).

a ceratoconjuntivite desenvolve-se mais
rapidamente em cobaias inoculadas com
Shigella (dois dias) do que em cobaias
inoculadas com EIEC (4 a 5 dias) (MO-
RENO et al., 2009).

Um aspecto importante na sobrevi-
véncia de enteropatdégenos no hospedei-
ro € a sobrevivéncia ao stress ambiental.
Enquanto transitam pelo trato gastrointes-
tinal, devem suportar pH baixo do esto-
mago (~2,5) — devido a presenca do acido
cloridrico — e alto (~8,0) no duodeno, bem
como os acidos graxos presentes no in-
testino e nas fezes. Estudos realizados
por nosso grupo evidenciaram que o pH
baixo leva a modificagdes na expressao
do lipopolissacarideos (LPS) e nas pro-
teinas de membrana externa (OMPs) de
EIEC, assim como na habilidade de cau-
sar ceratoconjuntivite em cobaia (Teste de
Serény negativo). O pH estomacal causa,
portanto, alteragdes importantes na célula
bacteriana, que poderao provocar altera-
¢Oes na patogenicidade de EIEC. Foi ob-
servado, porém, que apds a bactéria re-
tornar ao pH neutro, essas alteragdes séo
reversiveis dentro de 3 a 6 horas, depen-



dendo do sorotipo (AZEVEDO, 1998). Es-
sas alteracbes sao similares aos resulta-
dos observados anteriormente nas espé-
cies de Shigella (BEARSON et al., 1997).
Contudo, foi observado que dependendo
do sorotipo de EIEC o restabelecimento
da patogenicidade é mais lento que em
S flexneri. Esses dados mostram a capa-
cidade de EIEC sobreviver em condigdes
acidas encontradas no estémago e iniciar
sua colonizagdo no intestino humano.

Outro aspecto bastante importante
na colonizagdo bacteriana é a captacao
de ferro (Fe) sob condi¢es limitadas
no hospedeiro. O ferro € um elemento
essencial para todos os organismos vi-
vos, funcionando, na forma iénica como
um biocatalisador bastante versatil.
Apesar de sua importancia, o ferro ndo
esta prontamente disponivel nos hos-
pedeiros, nem mesmo em ambientes
aquaticos ou terrestres. Estima-se que
0s micro-organismos requerem ferro em
concentragdes entre 10® a 10% M para
suprir suas necessidades metabdlicas.
Contudo, apesar do contetido de ferro
do plasma humano ser alto (20uM), a
quantidade de ferro livre estd na or-
dem de 10'® M. Esta concentragdo ex-
tremamente baixa é insuficiente para o
crescimento bacteriano. A maior parte
do ferro disponivel é encontrada intrace-
lularmente associada as proteinas, tais
como mioglobina, ferritina, hemossideri-
na e em proteinas heme, como a hemo-
globina. A pequena quantidade de ferro
extracelular esta ligada as glicoproteinas
transferrina e lactoferrina. Essas protei-
nas estao envolvidas no transporte ou na
estocagem do ferro e constituem siste-
mas complexos de regulagéo e controle
da concentragéo do ion no hospedeiro. A
presenga de proteinas insaturadas liga-
das ao ferro inibe o crescimento de uma
variedade de espécies bacterianas de-
fectivas em seus sistemas de captagao
de ferro (GUERRINOT, 1994; LITWIN et
al., 1993; PAYNE, 1993).

Como a concentragdo de ferro ¢ li-
mitada, diversas estratégias tém sido
usadas pelas bactérias para obter tanto
o ferro livre quanto o complexado. A ca-
pacidade de aquisigéo de ferro, quando
a concentragéo é escassa, é um dos fa-
tores mais importantes para a patogéne-
se bacteriana (PAYNE, 1993).

Na membrana externa das bactérias,

estdo localizadas varias proteinas que
exercem diversas fungdes. A expressao
de muitas moléculas destas proteinas
esta sujeita as variagbes ambientais,
nesta categoria, incluem-se as protei-
nas relacionadas com o metabolismo do
ferro (IROMP) (NEILANDS, 1982). As
IROMPs sdo muitas vezes sintetizadas
em grande quantidade, quando as cé-
lulas estdo sob condigdes limitadas de
ferro. Nosso grupo evidenciou que siste-
mas de alta afinidade para transporte de
ferro foram expressos por amostras de
EIEC durante o crescimento em meio de
cultura com baixa concentragdo de Fe
(DALL'AGNOL & MARTINEZ, 1999; AN-
DRADE et al., 2000). Esses dados suge-
rem que EIEC tem uma alta capacidade
de adaptacéo, usando, se necessario, 0
sistema de captagéo de Fe que consome
menos energia. A capacidade de captar
Fe de diferentes fontes pode facilitar o
desenvolvimento de processos infeccio-
sos por esta bactéria.

EIEC é considerada uma bactéria
imdvel quando se utiliza a prova cléssica
de motilidade para enterobactérias, po-
rém ANDRADE e colaboradores (2002)
demonstraram que este patotipo de E.
coli também é capaz de expressar fla-
gelina e fazer a montagem completa do
flagelo. Estudos mostraram a presenga
dos genes da flagelina em S. flexneri e
S. sonnei, porém considerados como
genes cripticos, e ndo sdo expressos
durante o ciclo de vida bacteriano. Algu-
mas mutagdes apareceram no gene, su-
gerindo um evento recente na evolugao
e este fato, por sua vez, indicou a razéo
da falta de motilidade do género Shigella
(TOMINAGA et al., 1994). Esta ausén-
cia de motilidade no género Shigella
foi sugerida como um mecanismo para
escapar da resposta imune, favorecendo
assim a sua colonizagdo no hospedeiro
(COIMBRA et al., 2001). O encontro de
flagelo em EIEC consideradas imdveis
indica a necessidade de se esclarecer se
a flagelina é um fator de viruléncia na pa-
togenicidade de EIEC, uma vez que foi
demostrado que flagelina esta envolvida
no processo inflamatério (MIAO et al.,
2007). Nossos resultados mostraram a
presenca do gene fliC no DNA gendmico
de EIEC, a sua transcricdo em RNAm,
assim como a sua motilidade, no entan-
to, a Shigella ndo apresentou nenhuma

motilidade, sugerindo uma possivel di-
ferenca de patogenicidade entre EIEC e
Shigella .

GIBOTTI e colaboradores em 2004
observaram que amostras de diferentes
sorotipos de EIEC apresentaram poli-
morfismo em algumas regides de genes
envolvidos na invas&o. O polimorfismo
presentes em cepas de EIEC é sorotipo-
-dependente, uma vez que os padrdes
de restrigdo foram conservados entre
as cepas pertencentes a0 mesmo soro-
tipo. Contudo, as alteragdes observadas
nestes genes plasmidiais ndo explicam a
diferenga na patogenicidade entre EIEC
e Shigella (GIBOTTI et al., 2004). Além
disso, estudos mais recentes mostraram
que 0s genes responsaveis pela disse-
minagédo celular e inibicdo da autofagia
e pela regulacdo da resposta imune do
hospedeiro também n&o possuem alte-
ragbes que possam explicar a diferenga
na patogenicidade entre EIEC e Shigella.

Nosso grupo descreveu pela pri-
meira vez, caracteristicas fenotipicas
e genotipicas que justificam a menor
capacidade de EIEC causar a doenga
quando comparada com as espécies
de Shigella. Para isso, foram utilizados
modelos experimentais que mimetizam o
microambiente intestinal do hospedeiro,
como culturas de células epiteliais intes-
tinais, macréfagos e células dendriticas.
Nossos resultados evidenciaram que
a capacidade inicial de invadir a célula
intestinal ¢ semelhante entre EIEC e
Shigella, porém, a expressao de genes
de viruléncia, a capacidade de escape
do fagossoma, proliferagdo intracelular
e disseminagéo de EIEC, bem como a
capacidade de causar danos celulares
durante a infeccdo é bastante inferior
aos obtidos com a Shigella (MORENO et
al., 2009). Foi observado ainda um nu-
mero significativamente maior de EIEC
no interior dos macréfagos em relagéo a
Shigella ap6s a fagocitose. Além disso,
a Shigella apresentou maior capacidade
de escape dos macrofagos, uma vez
que esta bactéria foi recuperada em
maior concentracdo no sobrenadante
da cultura dos macréfagos infectados,
quando comparada a EIEC. Também fo-
ram evidenciadas a expresséo de genes
de viruléncia, a producéo de citocinas
pré-inflamatoérias e a morte dos macro-
fagos infectados por EIEC, ainda que



em menores niveis quando comparados
aos de Shigella (BANDO et al., 2010).
Os macrofagos podem morrer por diver-
sas vias, como a piroptose, a apoptose,
a autofagia, a necrose e a pironecrose
(FERNANDEZ-PRADA et al., 1997; NO-
NAKA et al., 2003; SUSUKI et al., 2007,
WILLINGHAM et al., 2007; SUSUKI
et al., 2008). Nossos dados recentes
mostraram que a morte dos macréfagos
infectados por EIEC, diferentemente da
morte induzida por Shigella, & um pro-
cesso independente da piroptose e da
apoptose. Especulamos como possiveis
processos de morte celular dos macréfa-
gos infectados por EIEC a necrose e/ou
a autofagia.

Nosso grupo também avaliou a in-
teracdo bacteriana com as células den-
driticas, consideradas essenciais na
conducdo da resposta imune inata e
adaptativa na mucosa intestinal. Nossos
resultados mostraram que EIEC indu-
ziu a produgéo de IL-10, IL-12 e TNF-a
pelas células dendriticas infectadas,
enquanto que a Shigella induziu apenas
a producdo de TNF-a. Ao contrario de
Shigella, a infec¢do por EIEC aumentou
a expressao do receptor TLR-4 e TLR-5
em células dendriticas e diminuiu a ex-
pressdo de moléculas co-estimulatérias,
que podem cooperar para induzir a pro-
liferagdo de linfocitos T. Além disso, foi
possivel observar que ocorre uma maior
proliferagdo de linfécitos imunizados
com Shigella do que aqueles imunizados
com EIEC (MORENO et al., 2012). Inte-
ressantemente, a produgéo da citocina
anti-inflamatéria IL-10 por macréfagos
foi maior na infecgdo por EIEC do que
a Shigella (BANDO et al., 2010). Cor-
roborando com esses resultados, em
ensaios in vivo foi observada uma maior
produgdo de citocinas pro-inflamatorias
na infecgdo por Shigella, enquanto EIEC
estimulou uma maior produgéo de IL-10.

Tais dados, em conjunto com os da-
dos obtidos recentemente pelo nosso
grupo de pesquisa, nos levam a especu-
lar que (i) o hospedeiro é mais responsi-
vo a infec¢do por EIEC quando compa-
rado as espécies de Shigella, e que (i)
a EIEC apresenta uma menor viruléncia
no processo infeccioso quando compa-
rado com a Shigella, e isso justificaria a
forma mais branda da doenga desenca-
deada por EIEC.
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VIGILANCIA LABORATORIAL

DA ESPOROTRICOSE ANIMAL
NA GRANDE SAO PAULO

A esporotricose € uma doencga in-
fecciosa que tem sido tradicionalmente
atribuida ao fungo dimoérfico Sporothrix
schenkii. Tem ocorréncia mundial, mas
uma prevaléncia maior em climas tro-
picais e subtropicais. A esporotricose é
a micose subcutanea de maior incidén-
cia na América Latina®. Ja foi descrita
no homem e animais domésticos como
caes, gatos, bovinos, porcos, camelo e
aves, além de ratos e animais silves-
tres®.

Ainfecgao é adquirida por inoculagao
traumatica de materiais colonizados ou,
raramente, inalagdo de conidios. No lo-
cal de inoculag&o do fungo surge a leséo
priméria, que pode ficar restrita ou apre-
sentar linfangite nodular, ou ainda se dis-
seminar pelo sistema linfatico para ou-
tros locais do tecido cutaneo e mucosas
(oral e nasal), além de outros orgaos.
A evolugdo é sub-aguda ou cronica na
maior parte dos casos humanos®.

As formas de inoculagdo descritas
sd0 0 manejo de matéria vegetal e inocu-
lagdo por farpas de madeira, espinhos,
arranhaduras ou mordeduras por ani-
mais. Pode ser considerada uma derma-
tose profissional, com casos descritos
em agricultores, jardineiros, mineiros,
veterinarios e cagadores de tatu®.

IMICROBIOLOGIA
in foco

Hildebrando Montenegro, Maria Adelaide Galvdo Dias
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Elisabete Aparecida da Silva, Fernanda Bernardi

TAXONOMIA — BREVE
HISTORICO

O primeiro relato de caso foi feito
por Benjamin R. Schenck no E.U.A. em
1898, relatando um ferimento no dedo
da mé&o com abcesso drenando secre-
¢do sero-purulenta. O fungo causador
foi classificado por E. F. Smith, micolo-
gista do Departamento de Agricultura
dos E.U.A. como Sporotrichum sp.“. Em
1900, Hektoen e Perkins classificam o
fungo causador como Sporothrix schen-
cKii®),

Em 1907, Lutz e Splendore relatam
o primeiro caso de infeccdo humana no
Brasil, bem como a infecgdo natural em
ratos de esgoto (Rattus norvegicus)®.

Em 2007, Marimon et. al. caracteriza-
ram S. schenckii como um complexo de
espécies, com base em caracteristicas
moleculares, morfoldgicas e fisiologicas.
Trés novas espécies de importancia mé-
dica foram propostas, além de S. schen-
ckii: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix
globosa e Sporothrix mexicana.

EPIDEMIOLOGIA

S. schenckii € um fungo geofilico,
sendo 0 seu reservatério o solo, plan-

Nucleo de Vigilancia Epidemiolégica — Centro de Controle de Zoonoses de Séo Paulo

tas e material de origem vegetal. Pode
ser considerado um fungo endémico na
America do Sul e América Central, com
casos relatados no Brasil, Colémbia,
Uruguai, Peru, México e, mais raramen-
te, no Chile e Argentina e incidéncia em
lavradores, agricultores e cagadores. Ha
casos relatados em paises de clima tem-
perado como no E.U.A., Canada, Franga
e Espanha, com incidéncia em jardinei-
ros de orquideas e rosas®.

Surtos de esporotricose tém sido
eventualmente relatados na literatura.
Em 1942, na Africa do Sul, ocorreu um
surto em pelo menos trés mil minerado-
res de ouro, sendo identificada a presen-
ca do fungo na madeira da estrutura de
sustentagdo das minas®.

No E.U.A., em 1988, ocorreu um sur-
to de esporotricose envolvendo pelo me-
nos 84 pessoas em 15 estados diferen-
tes. Identificou-se a presenga do fungo
em musgo do Género Sphagnum, usado
para empacotar e despachar plantas®.

Em 1998 teve inicio no Estado do
Rio de Janeiro, Brasil, uma epidemia de
esporotricose envolvendo gatos, cées e
humanos, numa proporgdo sem prece-
dentes na literatura e que se estende até
o presente. Dados preliminares (1998 a
2009) indicam a ocorréncia da doenca




em pelo menos 120 ces, 3.244 felinos
e 2.200 seres humanos, atendidos no
Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro
Chagas da Fundagdo Oswaldo Cruz do
Rio de Janeiro'9.

Até o momento, a caracterizagdo
dos isolamentos obtidos de casos de
esporotricose em humanos no Rio de
Janeiro indicam que S. brasiliensis é a
espécie responsavel pela grande maio-
ria (83,4%) dos casos observados('".

Os primeiros casos foram provenien-
tes dos municipios de Duque de Caxias,
Rio de Janeiro, Queimados e Sao Jodo
do Meriti, todos na regido metropolitana
da cidade do Rio de Janeiro. Posterior-
mente ocorreu um aumento exponencial
dos casos animais e humanos, envol-
vendo pelo menos mais 18 municipios;
no entanto, a maior parte dos casos foi
proveniente dos municipios do Rio de
Janeiro, Duque de Caxias e Sao Jodo
do Meriti("0),

A epidemia apresenta um perfil bem
delineado: distribuicdo geogréafica dos
casos ha regido metropolitana, em areas
de baixo nivel sdcio-econdmico (domi-
cilios com média de quatro pessoas e
renda de trés salarios minimos), acome-
timento maior em mulheres na faixa de
40 a 59 anos que realizam atividades do-
mésticas, seguido de estudantes. Este
perfil sugere que as mulheres que traba-
lham em casa sdo o0 grupo mais exposto,
pois sdo as que estdo mais envolvidas
com o cuidado dos felinos.

No Rio de Janeiro, as formas clinicas
mais comuns em humanos tém sido a
forma linfocutanea, seguido da cutanea
localizada, principalmente nos membro
superiores, mais expostos durante o cui-
dado de felinos doentes. O tratamento
de escolha nos casos de esporotricose
humana e animal tem sido o itraconazol
devido a eficacia e poucos efeitos adver-
sos. Nos felinos ocorrem também as for-
mas cuténeas e linfocutaneas, no entan-
to € comum o acometimento sistémico,
levando a formas graves que evoluem a
6bito se ndo tratadas'.

Segundo Barros e colaboradores, a
eliminagdo de animais infectados nédo
parece ser uma medida adequada para
a contengdo da epidemia, sendo o in-
centivo a castragéo gratuita fundamental
para manter os animais no ambiente do-
méstico. A prioridade deveria ser o trata-

Proprietaria de felino com esporotricose, mordida no dedéo. Les&o inicial e
forma ascendente no antebrago. (Foto: Elisabete A. da Silva)

-

-

Felino com lesbes na face. (Foto: Elisabete A. da Silva)

mento e castragao dos felinos, eutanasia
dos casos sem possibilidade terapéutica
e educagdo para posse responsavel de
animais domésticos('?.

ESPOROTRICOSE NA
GRANDE SAO PAULO

A vigilancia laboratorial da esporotri-
cose no municipio de S&o Paulo foi ini-
ciada em 2008 pelo Setor de Micologia

do Laboratério de Diagnéstico de Zoo-
noses e Doengas Transmitidas por Ve-
tores (LabZoo) do Centro de Controle de
Zoonoses de Sdo Paulo (CCZ-SP), em
gatos ferais terminais que deram entrada
ao CCZ-SP para eutanasia.

Para a vigilancia laboratorial e 0 diag-
ndstico de animais com suspeita clinica,
sdo coletadas amostras de exudato de
lesdes com swab estéril; no caso de le-
sOes crostosas € realizado o raspado.




Felino com lesdo crostrosa. (Foto: Elisabete A. da Silva)

Felino com lesbes disseminadas pelo corpo. (Foto: Elisabete A. da Silva)

Podem ser realizadas também a coleta
de mucosa oral com swab estéril e a im-
pressdo das unhas diretamente no meio
de cultura. O meio de cultura utilizado é
0 agar Mycosel; as culturas sdo feitas
em duplicatas e incubadas a 25 °C. Co-
I6nias suspeitas sdo isoladas em agar
Saboraud, sendo realizado o microculti-
vo para identificagao final.

No periodo de 2008 a 2010, ne-
nhum caso de esporotricose em felinos

foi diagnosticado laboratorialmente, até
que, em dezembro de 2010, foi comu-
nicado ao CCZ-SP um rumor de casos
de esporotricose em felinos no bairro de
Itaquera, zona leste da cidade de S&o
Paulo. A partir desse rumor, iniciou-se
uma investigagdo onde foi confirmada
laboratorialmente a presenga de felinos
infectados.

Ja inicio de 2011, o Setor de Mico-
logia do LabZoo recebeu material para

diagnostico de um felino com suspeita
de criptococose, proveniente do munici-
pio de Diadema O material mostrou-se
positivo para Sporothrix sp. A partir deste
diagnostico, mais felinos com esporotri-
cose foram identificados em Diadema,
numa regido préxima a divisa com o
bairro de Pedreira, zona sul da cidade
de Séo Paulo.

Ap6s a confirmagdo dos casos de
esporotricose em felinos e em um céo
na zona leste da cidade de S&o Paulo,
foram realizadas palestras informativas
para as unidades regionais de Vigilancia
em Saude da cidade de Sao Paulo, cli-
nicos veterinarios da regido de Iltaquera
e associagado de clinicos veterinarios de
Sé&o Paulo, o que possibilitou o recebi-
mento de amostras de outras areas da
cidade. Com o intuito de incentivar o en-
vio de amostras clinicas dos casos sus-
peitos, o LabZoo passou a disponibilizar
o diagnéstico gratuito de esporotricose
animal também para as clinicas veteri-
narias particulares.

Apbs essas medidas, casos de espo-
rotricose em gatos puderam ser identifi-
cados em outras reas da cidade, bem
como em outros municipios vizinhos,
como Guarulhos, além de Diadema.

Nos gatos com esporotricose ob-
servados, as lesdes iniciais geralmente
ocorrem na cabega, principalmente no
nariz, face e orelhas. A doenga pode tor-
nar-se rapidamente sistémica, com apa-
recimento de lesdes em outras partes do
corpo e 0 acometimento de 6rgdos como
figado e bago. As unhas e mucosa oral
dos gatos doentes mostraram ser rica
em Sporothrix sp.

Na cidade de Sao Paulo, no periodo
de margo de 2011 a margo de 2012, 70
das 130 amostras de felinos (53,9%)
e 1 de 10 amostras de caninos (9,1%)
recebidas pelo LabZoo foram positivas
para Sporothrix sp. Os resultados sdo
mostrados na Tabela 1. Os resultados
das amostras recebidas de outros muni-
cipios sdo mostrados na Tabela 2.

A identificagdo de casos de espo-
rotricose em gatos na area urbana da
Grande S&o Paulo é preocupante pois,
conforme observado no Estado do Rio
de Janeiro, a transmissao da esporotri-
cose em ambiente urbano pode tornar-
-se epidémica. Assim, a estruturagdo da
vigildncia da esporotricose no Estado




TABELA 1. ESPOROTRICOSE EM AMOSTRAS DE FELINOS E CANINOS, AMOSTRADAS
OU RECEBIDAS DE DIFERENTES DISTRITOS DE SAO PAULO, BRASIL
MARGCO/2011 A MARGO/2012.

SAO PAULO
DISTRITOS ESPECIE POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVIDADE
Cambuci Felina 0 1 0%
Guaianazes Felina 1 0 100%
Canina 0 1 0%
Itaim Paulista
Felina 10 7 58,8%
Canina 1 9 10%
Itaquera
Felina 56 52 51,9%
Tremembé Felina 2 0 100%
Vila Matilde Felina 1 0 100%
Felina 70 60 53,9%
TOTAL
Canina 1 10 9,1%

TABELA 2: ESPOROTRICOSE EM AMOSTRAS DE FELINOS E CANINOS, RECEBI-
DAS DE DIFERENTES MUNICIPIOS DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL
MARGCO/2011 A MARGO/2012.

OUTROS MUNICIPIOS

MUNICiPIOS ESPECIE POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVIDADE
Canina 0 1 0%
Campinas
Felina 0 1 0%
Canina 0 1 0%
Diadema
Felina 10 0 100%
Canina 0 1 0%
Guarulhos
Felina 3 1 75%
Santo André Felina 0 1 0%
Canina 0 3 0%
TOTAL
Felina 13 81,3%

de S&o Paulo é estratégica para a iden-
tificagdo de novos casos em animais e
humanos e a detecgdo de novas areas
de transmissdo, bem como a adogéo de
medidas de controle.

Conhecer melhor o papel dos gatos
na transmissao do fungo é provavelmen-
te a chave para a compreenséo da evo-
lugdo da transmissdo da esporotricose
no ambiente urbano, bem como para o
desenvolvimento da vigildncia e medidas
de controle da doencga. Caracteristicas
do comportamento dos gatos, especial-
mente as luta por fémeas e territorios
ou mesmo as brincadeiras, possibilitam
a transmissdo da esporotricose para
outros gatos através de arranhaduras e
mordeduras. Em lugares onde animais
nao esterilizados circulam livremente,
resultando no contato e, consequen-

temente, disputas, a possibilidade de
transmiss&o da esporotricose € intensifi-
cada, assim como a transmissdo para 0s
seres humanos.

O tratamento dos animais doentes e
a esterilizagdo animal parecem ser as
medidas mais efetivas em curto prazo
para o controle da esporotricose. O tra-
tamento se justifica na medida em que
o animal deixa de transmitir a doenga,
0 que ocorre somente apds alguns me-
ses de tratamento. O tratamento é longo
(seis meses) e o animal deve obriga-
toriamente ficar contido neste periodo
pois, além de continuar a transmitir a
doenca, gatos de vida livre podem ficar
varios dias ausentes da residéncia, des-
continuando o tratamento e diminuindo
sua eficacia.

Ja a esterilizagdo dos felinos tem

como objetivo diminuir o habito de vida
livre, além de diminuir também os com-
portamentos de disputa por fémeas e
territorio.

Observa-se que a esporotricose no
Brasil tem mudado seu perfil epidemiolo-
gico a partir da identificagdo da epidemia
no Estado do Rio de Janeiro: de uma
doenca de baixa prevaléncia e incidén-
cia em pessoas que lidam com material
vegetal e solo, como agricultores e jar-
dineiros, para uma maior prevaléncia e
incidéncia em gatos, donos de gatos, ve-
terinarios e auxiliares que lidam com ga-
tos infectados. E preocupante também o
fato da doenga ter potencial epidémico
em ambiente urbano, principalmente em
regides de menor nivel socio-econdmico.

No momento, o conhecimento a res-
peito deste novo perfil epidemiolégico da
doenga ainda é restrito. Tem-se muito
ainda que avancgar no conhecimento da
doenca e do seu agente etioldgico, bem
como de possiveis fatores ambientais
que possam estar envolvidos.
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1. INTRODUCAO
1.1 Proteases

Proteases (ou peptideo hidrolases)
s80 enzimas que catalisam a reagdo
de hidrélise das ligagdes peptidicas
existentes em moléculas de proteina,
dando origem a peptideos menores e
aminoacidos (Rao et al., 1998). O mer-
cado mundial de enzimas industriais foi
estimado em 3,3 bilhdes de dolares em
2010, e acredita-se que a comercializa-
630 mundial dessas substancias movi-

menta anualmente aproximadamente
300 a 600 milhdes de ddlares (Abidi
2011, Savitha 2011, Gonzalez-Rabade
2011). Dentre as enzimas de interesse
industrial 75% séo hidroliticas, das quais
dois tergos sdo proteoliticas (Felix 2004,
Savitha 2011). A relevancia desse grupo
de enzimas, rico em diversidade estru-
tural e mecanismos de agdo, reflete a
importancia de suas aplicagdes nos pro-
cessos industriais, como na industria de
alimentos, téxtil, farmacéutica, de couro
e de detergentes (Zanphorlin 2011).

As proteases sdo fisiologicamente

S&o Paulo, SP, Brasil. pessoajr@usp.br

importantes para a vida dos organismos,
estando presente em plantas, animais e
microrganismos (Kumari 2012). Muitos
microrganismos secretam  proteases
para o ambiente externo a fim de de-
gradar as proteinas, e seus produtos de
hidrolise s&o utilizados como fontes de
carbono e nitrogénio para o crescimento
celular (Zanphorlin 2011). Os microrga-
nismos representam excelente fonte de
proteases devido a ampla diversidade
bioquimica e a susceptibilidade a mani-
pulacdo genética, além de poderem ser
facilmente cultivados em larga escala e
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proporcionarem altos rendimentos (Ku-
mar 2005).

As enzimas produzidas por fungos
apresentam muitas vantagens, sobretu-
do quando se considera que a produgéo
de enzima é extracelular e, portanto,
de mais facil recuperagdo (Germanoa
2003). Muitos trabalhos relatam a bios-
sintese de proteases pelos géneros
Aspergillus (Kitano 2002, Shata 2005,
Tunga 2003, Yang 1998); Penicillium
(Durand-Poussereau 1996, Germanoa
2003); Rhizopus (Farley 1992, Kumar
2005), Humicola (Aleksieva 2000); Mu-
cor (Andrade 2002); Thermomyces la-
nuginosus (Jensen 2002, Li 1997); Ther-
moascus (Boyce 2012, Merheb 2007) e
Fusarium (Barata 2002). Os fungos po-
dem produzir proteases acidas, neutras
ou alcalinas, ativas numa ampla faixa de
pH de 4,0 a 11,0 e utilizam ampla varie-
dade de substrato.

As proteases &cidas de importancia
comercial sdo geralmente de origem
fungica e sdo enzimas extracelulares em-
pregadas na industria de alimentos e far-
macéutica (Aleksieva 2000). As proteases
acidas sdo fundamentalmente de origem

fungica, possuem propriedades similares
a pepsina ou a renina, e constituem um
grupo que apresenta melhor atividade a
valores baixos de pH (entre 2 e 5), hidroli-
sam ampla faixa de ligagbes peptidicas e
exibem geralmente atividade endo e exo
proteoliticas. S8o sensiveis a reagentes
sulfidrilas, agentes quelantes, metais
pesados e ao DFP. A estabilidade de atu-
agdo esta situada, na maior parte dos ca-
sos pesquisados, na faixa de pH entre 2 e
6, sendo rapidamente inativadas a pH de
valores maiores, assim como a tempera-
turas superiores a 50°C. Vérias proteases
acidas apresentam, como caracteristica
comum, a pequena quantidade de ami-
noacidos basicos e baixos pontos isoelé-
tricos, sendo que a massa molar média
situa-se em torno de 35000 Da. Possuem
interessante capacidade de ativar tripsi-
nogénio a pH entre 3 e 4. Os principais
microrganismos utilizados séo do género
Aspergillus.

Os fungos filamentosos s&o usados
em muitos processos industriais incluin-
do produgédo de fermentados, metabdli-
tos primarios tais como acidos organicos
e vitaminas, e metabolitos secundarios

Figura 1. Vegetagédo do Cerrado. Fonte: Ratter, 1997.

(antibioticos, alcaléides, giberelinas)
(Ward 2011). Além disso, os fungos fila-
mentosos sdo excelentes produtores de
diversas enzimas extracelulares (amila-
ses, proteases, celulases, pectinases,
catalases, lipases, fosfatases e gluco
oxidases) (van den Hombergh 1997).
Fungos filamentosos sdo capazes de
crescer em meio de cultura de baixo
custo (por exemplo, subprodutos séli-
dos agro-industriais) e podem produzir
quantidades importantes de enzimas
(Hernandez-Martinez 2011).

1.2 Cerrado

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma
brasileiro e ocupa 23% do territorio na-
cional, abrangendo cerca de 2 milhdes
de km? do Brasil Central (Ratter 1997). O
Cerrado compreende todo o Distrito Fe-
deral, os estados de Goias e Tocantins e
porcdes de Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Bahia, Piaui, Ma-
ranhdo e Ronddnia. Cabe ainda salientar
a ocorréncia de manchas da vegetacéo
de Cerrado nos estados do Para, Ama-
pa, Roraima, Sdo Paulo e Parana. O
termo Cerrado é comumente utilizado
para designar o conjunto de ecossiste-
mas (savanas, matas, campos e matas
de galeria) que ocorrem no Brasil Central
(Klink 2005). A grande diversidade de es-
pécies de animais e plantas do Cerrado
esta associada com a ndo menos des-
prezivel diversidade de ambientes. No
Cerrado a heterogeneidade espacial (a
variagdo dos ecossistemas ao longo do
espago) é um fator determinante para a
ocorréncia de um variado nimero de es-
pécies. Os ambientes do Cerrado variam
significativamente no sentido horizontal,
sendo que areas campestres, capdes de
mata, florestas e areas brejosas podem
existir em uma mesma regido (Machado
2004). O clima dessa regido € estacio-
nal, em que um periodo chuvoso, que
dura de outubro a margo, & seguido por
um periodo seco, de abril a setembro. A
precipitagdo média anual é de 1.500mm
e as temperaturas s&o geralmente ame-
nas ao longo do ano, entre 18°C e 28°C
em média (Klink 2005, Ratter 1997). Os
solos da maior parte da area do Cerrado
séo distréficos, com baixo pH e disponi-
bilidade de célcio e magnésio, e alto teor
de aluminio (Ratter 1997).




2.1. Isolamento dos fungos fila-
mentosos

Os fungos filamentosos s&o prove-
nientes do solo, serrapilheira e troncos
em decomposicdo das diferentes fito-
fisionomias do Cerrado brasileiro, na
regido entre os municipios de Planaltina
de Goias, Agua Fria e Padre Bernardo,
que ficam na regido chamada Entorno
do Distrito Federal. As amostras de solo,
serrapilheira e tronco foram moidas e
homogeneizadas durante doze horas em
um moedor de bolas, e depois trituradas
num triturador elétrico SKYMSEN.

Para realizar o isolamento dos fun-
gos foi utilizado o método de plaque-
amento direto e diluicdo seriada em
placas de Petri contendo os seguintes
meios de cultura: DRCB (Dicloran Rosa
Bengala Cloranfenicol); DG 18 (Dicloran
Glicerol 18%); e Agar Aveia 4% (20g de
farinha de aveia, 12,5g de Agar) conten-
do antibiético 100 ppm (Estreptomicina,
Penicilina ou Tetraciclina).

A diluicdo seriada foi realizada pe-
sando-se 100g de amostra de tronco
moido e solo peneirado misturado com
900 ml de solugdo salina (NaCl 0,9%)
previamente autoclavada. A diluigdo foi
feita até 103, Foram retiradas aliquotas
de 100 pl de cada diluido (10, 102 e
10?®) para o plaqueamento direto nos
meios de cultura j& citados. A diluicdo e
0 plaqueamento foram feitos em triplica-
ta. As placas de Petri foram incubadas
a trés temperaturas 28°C, 38°C e 45°C.
Aquelas contendo meio Agar-aveia per-
maneceram incubadas por cerca de trés
dias, sendo este o tempo médio para
aparecimento das col6nias. Ja as placas
contendo meio DRBC e DG18 permane-
ceram incubadas entre cinco e sete dias.
Ao término do tempo de incubacéo, foi
feita a contagem das coldnias e extrai-
da a raiz quadrada do nimero de cold-
nias. No valor resultante foi baseada a
escolha de quantas coldnias diferentes
seriam repicadas para proceder ao iso-
lamento.

Adotou-se também o procedimento
de inéculo direto de pequenas quantida-
des de amostra de compostagem (solo,
tronco e serrapilheira) em placas conten-
do meio de cultura como alternativa adi-

cional ao isolamento de colénias, visto
que nem sempre o plaqueamento direto
das trés diluigdes resultou em coldnias
numerosas.

As diferentes colonias escolhidas
(tanto das placas com plaqueamento di-
reto quanto aquelas com dilui¢do seriada
da amostra) foram submetidas a subcul-
turas periodicas até a purificacdo de
cada morfoespécie. Os critérios para ob-
tencdo das subculturas foram baseados
na macromorfologia das colénias, como
cor, textura, grau de crescimento (lento
ou rapido). Os fungos isolados foram en-
viados para a Universidade Federal de
Lavras para serem identificados sob a
supervisao do Prof. Luis Roberto Batista
do laboratério de Microbiologia Agricola.

Foram analisadas 17 espécies dife-
rentes de fungos filamentosos isolados
do Cerrado da Regido do Centro-Oeste
Brasileiro, pertencentes ao banco de
culturas do Laboratério de Enzimologia
do Instituto de Biologia da Universidade
de Brasilia (UnB). As espécies utilizadas
para avaliagdo da produg&o de protease
encontram-se na Tabela 1.

2.2. Condigoes de cultivo

Os fungos previamente armazena-
dos em glicerol a -80°C foram reativados
em meio inclinado contendo agar batata
dextrose (BDA) e incubados a 28°C por
7 dias até completo crescimento. O mi-
célio foi suspenso em aproximadamente
5 mL de solugo esterilizada composta
de 0,9% NaCl e Tween 80. Esta suspen-
sdo micelial (108 esporos/mL) foi inocu-
lada em frasco Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL do meio de cultivo (3%
caldo Sabouraud, 2% peptona e 1% leite

desnatado). As culturas foram incubadas
durante 7 dias a 28°C. Apds incubacdo
as culturas foram filtradas e o filtrado foi
utilizado para a quantificagéo da ativida-
de proteolitica.

2.3. Triagem para atividade de
proteases

Os estudos de selegdo dos fungos
produtores de proteases foram realiza-
dos em placas de Petri contendo 10%
de leite desnatado em agar (Geok 2003,
Pereira 2001, Saran 2007). O &gar foi
adicionado em tampao citrato-fosfato 0,1
M (pH 5) e esterilizado separadamente
do leite, a fim de evitar a coagulagdo e
caramelizagdo dos seus componentes, e
posteriormente o leite foi adicionado ao
agar sob condigdes assépticas. O meio
preparado foi vertido ainda quente em
placas de Petri, sendo 20 mL por placa.
Cada cultivo mantido durante 7 dias a
28°C foi inoculado na superficie de uma
placa de Petri. A leitura das placas foi
feita apds 24, 48 e 72 horas. Apés esse
periodo, as placas foram analisadas e os
fungos produtores de proteases foram
confirmados com a formagao e visualiza-
¢do de um halo ao redor das coldnias.
Foi considerado como produtor de pro-
tease todo fungo que ao redor do cresci-
mento do seu micélio formasse um halo,
independente de seu didmetro.

2.4. Determinagao da atividade
proteolitica

Para medida da atividade proteolitica
foi utilizada a metodologia proposta por
Charney & Tomarelli (1947), com algu-
mas modificagdes. A reacéo foi iniciada

TABELA 1. FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DO CERRADO BRASILEIRO.
ESPECIES

Aspergillus flavus
Aspergillus foetidus
Aspergillus versicolor
Fusarium solani
Fusarium sp.

Mucor sp.
Paecylomices lilacinus

Paecylomices variotti

Penicillium citrinum
Penicillium crustosum
Penicillium decumbens
Penicillium fellutanum
Penicillium glandicola
Penicillium restrictum
Penicillium roqueforti
Penicillium rugulosum

Trichoderma sp.



por incubagdo de 500 pL do filtrado a
37°C, na presenca de 500 pL de azoca-
seina a 0,5% (m/v) em tamp&o acetato
de sodio 50mM, pH 5,0. A reagao foi in-
terrompida apds 40 min pela adigdo de
500 pL de é&cido tricloroacético (TCA)
10% (mlv) para precipitagéo da caseina
ndo hidrolisada. Apds centrifugacéo a
3000g por 10 min; 1 mL do sobrenadan-
te foi transferido para um novo tubo ao
qual se adicionou 1,0 mL de KOH 5,0 N.
A reagdo com KOH induz a formagéo da
cor laranja no tubo teste, caracteristica
dos grupamentos azo em pH alcalino e a
intensidade desta coloragdo foi medida
em espectrofotometro (Shimadzu UV-
1800) a 430 nm.

O branco da reag&o foi feito com 500
uL de tampao em substituicdo ao extra-
to enzimatico. Este branco foi utilizado
como solugdo de referéncia para zerar
o0 espectrofotometro. Além disso, para
cada amostra foi feito um branco adi-
cionando-se &cido tricloroacético (TCA)
antes da adi¢do do extrato enzimatico.
Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima
capaz de produzir um aumento na absor-
bancia de 0,001/min.

3.1 Selecao de fungos filamen-
tosos produtores de protea-
ses

Na literatura encontram-se dife-
rentes métodos desenvolvidos para
detectar a producdo de enzimas por
espécies de microrganismos em meio
de cultura solido. A vantagem na de-
terminagédo enzimatica em meio sélido
deve-se principalmente a analise de nu-
merosas espécies de fungos, as quais
crescem com predominancia em subs-
trato solido. Como método qualitativo,
a vantagem do uso da incorporagéo de
diferentes substratos em agar nutriente
consiste na sua simplicidade e baixo
custo (Teixeira 1996).

No processo de tecnologia de fer-
mentag&o, os fungos filamentosos tém
sido utilizados como produtores de dife-
rentes metabolitos primarios, incluindo
acidos organicos, como acido citrico,
glutamico e kdjico e acidos graxos.
Também sdo importantes produtores de

metabolitos secundarios, especialmente
utilizados na terapéutica, por exemplo
a penicilina, cefalosporina, lovastatina
e taxol. Além disso, os fungos filamen-
tosos sdo utilizados como produtores de
uma série de enzimas, tais como ami-
lases, celulases, pectinases, lipases e
proteases (Ward 2011).

Inicialmente, a produg&o de protease
extracelular pelos fungos filamentosos
foi verificada em placas contendo agar-
-leite, apés um periodo de 24 horas a
temperatura de 28°C. Dessa forma, fo-
ram avaliadas neste trabalho 17 espé-
cies diferentes de fungos filamentosos
pertencentes aos géneros Aspergillus,
Fusarium, Mucor, Penicillium, Paeci-
lomyces e Trichoderma.

Dentre as espécies analisadas 8 fun-
gos ndo apresentaram formagao do halo
ao redor das col6nias apesar de ter sido
observado crescimento celular. No en-
tanto, 9 espécies de fungos filamentosos
isolados do solo de Brasilia apresenta-
ram formag&o de halo claro ao redor das
col6nias nos ensaios para detecgdo da
producdo de protease em meio de culti-
vo solido contendo caseina de leite. Es-
tas espécies foram: Aspergillus foetidus,
Aspergillus versicolor, Fusarium solani,
Paecylomices variotti, Penicillium citri-
num, Penicillium crustosum, Penicillium
fellutanum, Penicillium decumbens e Pe-
nicillium restrictum (Figura 2).

Da mesma forma, Rodarte et al.
(2011) avaliaram a produgéo de protea-
se de fungos filamentosos utilizando pla-
cas de Petri contendo &gar-leite. Dentre
0s 66 isolados de fungos filamentosos
submetidos ao teste qualitativo para hi-
drélise da caseina, espécies do género
Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces e
Penicillium apresentaram a formagéo de
halo claro ao redor da col6nia, caracte-
rizando-os como produtores de prote-
ases. Dentre as espécies avaliadas, o0s
autores também encontraram formagéao
de halo de hidrélise de caseina nos fun-
gos Fusarium solani, Paecilomyces sp.,
Penicillium  citrinum, Penicillium crus-
tosum, Penicillium fellutanum (Rodarte
2011). Halo de hidrélise de caseina j&
foi observado para a espécie Penicillium
decumbens isolada do solo de sistemas
agroflorestais do Municipio de Bom Jar-
dim (PE) (Silva 2011). Apesar da espécie
Aspergillus foetidus néo ter apresentado

a formagao do halo claro no estudo feito
por Rodarte (2011), no presente estudo
a mesma espécie demonstrou ser um
bom produtor de protease.

Dessa forma, os resultados obtidos
no teste qualitativo para a selecdo de
fungos filamentosos proteoliticos tam-
bém mostraram que espécies diferentes
ou mesmo isolados diferentes de uma
mesma espécie podem apresentar re-
sultados diferentes com relagéo a produ-
¢ao de proteases, ou seja, a produgéo
da enzima ¢ especifica para um isolado
e ndo para uma determinada espécie
(Adinarayana 2002, Braga 1998, Rodar-
te 2011).

3.2. Determinagao da atividade
proteolitica

Além da avaliagdo qualitativa, 17
espécies de fungos filamentosos fo-
ram avaliadas quanto a atividade pro-
teolitica. A metodologia escolhida para
essa avaliagao utilizou como substrato
a azocaseina. O método para deter-
minagdo da atividade proteolitica de
enzimas utilizando azocaseina como
substrato foi desenvolvido por Charney
& Tomarelli (1947). A azocaseina é um
derivado da caseina, ao qual foi adicio-
nado um grupo sulfonilamida, que tem
coloragdo alaranjada. A digestdo de
uma solugdo de azocaseina por enzi-
mas proteoliticas resulta na formagédo
de componentes coloridos sollveis em
acido tricloroacético. A intensidade da
cor desenvolvida no sobrenadante, re-
sultante da centrifugagdo do substrato
digerido apds a adi¢do do TCA, é fun-
¢éo da atividade proteolitica da enzima
na solugdo (Charney & Tomarelli 1947).
Alguns autores consideram a azocase-
ina como um dos melhores substratos
utilizados para a dosagem de atividade
de proteases, devido a sua maior so-
lubilidade (Bendicho 2002). Porém, a
capacidade do organismo em utilizar
varios tipos de substratos (caseina,
azocaseina, hemoglobina, gelatina ou
BSA) deve-se as diferengas nas es-
pecificidades do substrato da enzima
produzida, ou pode ser conseqiiéncia
de parametros que afetam a produgao
da enzima protease, como composicao
do meio, pH e temperatura (Corzo 2011,
Vermelho 1996). Ou seja, a quantifica-



Figura 2. Espécies de fungos filamentosos que apresentaram formagéo de halo em Agar-leite. (1) Aspergillus foetidus;

(2) Aspergillus versicolor; (3) Fusarium solani; (4) Paecilomyces variotti; (5) Penicillium citrino; (6) Penicillium crustosum;
(7) Penicillium decumbens; (8) Penicillium fellutanum; (9) Penicillium restrictum.

¢ao da atividade enzimatica de protea-
se dependera das condicdes 6timas do
substrato utilizado e do tipo de protease
que o organismo é capaz de produzir.
As melhores atividades proteoliticas
em pH 5,0, nas condigdes do experi-
mento, foram apresentadas pelas es-
pécies Aspergillus foetidus, Aspergillus
versicolor, Fusarium solani, Paecylomi-
ces variotti, Penicillium citrinum, Peni-
cillium decumbens, Penicillium fellu-
tanum e Penicillium restrictum (Tabela
2). Espécies de Penicillium possuem
grande potencial biotecnolégico para
a produgdo de proteases e outras en-
zimas. A maior atividade de protease
extracelular, expressa pelos fungos
estudados, foi encontrada no sobrena-
dante do meio de cultura das espécies
Penicillium citrinum e Penicillium fellu-

tanum. Apresentaram produgéo de pro-
tease com atividades iguais a 25,43 U/
mL e 25,83 U/mL, respectivamente. Em
outro estudo, uma atividade proteoliti-
ca igual a 10,89 U/mL foi observada na
espécie Penicillium citrinum em pH 5,0
(Rodarte 2011). Outros estudos tam-
bém caracterizaram a produgéo de pro-
tease da espécie Penicillium citrinum
(Yamaguchi 1993, Yamamoto 1993).
O fungo Penicillium restrictum quando
cultivado em meio sdlido apresentou
atividade proteolitica igual a 7,8 U/mL
(Gombert 1999). A espécie Penicillium
decumbens também apresentou alta
atividade proteolitica com valor igual a
14,71 U/mL. Apesar de a espécie Pe-
nicillium roqueforti apresentar atividade
proteolitica baixa (4,45 U/mL), essa
espécie é bastante descrita em relagao

a producdo de uma aspartico-protease
extracelular (Durand-Poussereau 1996,
Houmard 1979, Larsen 1998).

As espécies do género Aspergillus
sao de grande importancia para a biotec-
nologia devido a sua alta capacidade de
produzir diferentes tipos de proteases.
Os isolados das espécies Aspergillus
versicolor e Aspergillus foetidus apre-
sentaram atividades proteoliticas em
pH 5,0 iguais a 10,20 U/mL e 10,60 U/
mL, respectivamente. Recentemente,
um estudo demonstrou que um isolado
de Aspergillus flavus apresentou alta
atividade proteolitica igual a 640 U/mL
(Kranthi 2012). A espécie Fusarium sola-
ni também apresentou atividade proteo-
litica (14,45 U/mL) e isolados da mesma
espécie também apresentaram atividade
enzimatica (Rodarte 2011).




TABELA 2. ATIVIDADE PROTEOLITICA DE 17 ESPECIES DE FUNGOS
FILAMENTOSOS ISOLADOS DO CERRADO BRASILEIRO, UTILIZANDO COMO
SUBSTRATO AZOCASEINA EM pH 5.

ESPECIE
Aspergillus flavus
Aspergillus foetidus
Aspergillus versicolor
Fusarium solani
Fusarium sp.

Mucor sp.
Paecylomices lilacinus
Paecylomices variotti
Penicillium citrinum
Penicillium crustosum
Penicillium decumbens
Penicillium fellutanum
Penicillium glandicola
Penicillium restrictum
Penicillium roqueforti
Penicillium rugulosum

Trichoderma sp.

ATIVIDADE PROTEOLITICA (U/ML)’
0,95+0,15
10,60 £ 0,20
10,20 £ 0,31
14,45 0,27
1,31£0,20
2,88 +0,08
0,00 +£0,17
5,38 +0,11
2543 +1,22
3,46 £ 0,26
14,71 £ 0,49
25,83 £1,36
341020
18,38 £ 0,53
4,45+0,39
0,86 £0,70
1,81+1,00

*Uma unidade de atividade proteolitica (U/mL) foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um

aumento na absorbancia de 0,001(430 nm) em 40 min a 37°C.

A metodologia utilizada para selegao
dos fungos filamentosos isolados do cer-
rado do Centro-Oeste brasileiro mostrou
que 9 dentre os 17 fungos filamentosos
testados apresentaram atividade proteo-
litica, ou seja, produziam a enzima prote-
ase. As espécies de fungos filamentosos
que apresentaram formag&o de halo claro
ao redor das colénias nos ensaios para
detecgdo da produgdo de protease em
meio de cultivo sélido foram: Aspergillus
foetidus, Fusarium solani, Paecylomices
variotti, Penicillium citrinum, Penicillium
crustosum, Penicillium fellutanum, Pe-
nicillium glandicola e Penicillium restric-
tum. As maiores atividades proteoliticas
em pH 5,0, utilizando azocaseina como
substrato, foram apresentadas pelas es-
pécies Aspergillus versicolor, Aspergillus
foetidus, Fusarium solani, Paecylomices
variotti, Penicillium citrinum, Penicillium
decumbens, Penicillium fellutanum e Pe-
nicillium restrictum. Neste sentido faz-se
necessaria a otimizagdo do processo fer-
mentativo dos fungos acima citados que
apresentaram expressdo de proteases

extracelulares em meio liquido, uma vez
que com a otimizagdo das variaveis do
processo podera ser possivel a indugao
de maior atividade proteolitica.
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RESUMO

Endotoxinas, também denominadas
lipopolissacarideos (LPS), s&o os princi-
pais contaminantes encontrados em bio-
moléculas comercialmente disponiveis
ou substancias biologicamente ativas, e
que muitas vezes dificultam o estudo dos
efeitos biologicos das moléculas alvo. A
presenga de pequenas quantidades de
endotoxinas em preparagdes de biomo-
léculas recombinantes pode causar efei-
tos secundarios no organismo hospedei-
ro, tais como choque endotoxico, lesdo
de tecidos, e mesmo ocasionar morte.
Devido a estas reagdes, é essencial a
remogdo de endotoxinas de solugdes
injetaveis e outros produtos bioldgicos
e farmacéuticos. Uma vis&o geral sobre
0 tema é o escopo deste trabalho. Esta
sendo apresentada uma revisdo da lite-
ratura no que diz respeito aos métodos

IMICROBIOLOGIA
in foco

para a remogdo de endotoxinas a partir
de preparacdes biotecnolégicas. Uma
breve histdria sobre as endotoxinas é
apresentada, seguida por uma revisao
das propriedades quimicas e fisicas des-
tas moléculas e os seus efeitos fisiopa-
toldgicos quando o organismo é exposto
ao LPS excessiva ou sistemicamente.
Uma revisdo das técnicas de remogao
de endotoxinas a partir de preparagdes
biotecnoldgicas € descrita, enfatizando
que a remogdo de endotoxinas pode
ser conduzida de forma mais econd-
mica com base em comparagdes com
processos propostos na literatura (por
exemplo, adsorgdo, extragdo liquido-
-liquido, ultrafiltragdo, cromatografia).
Diferentes métodos s&o mencionados
com valores de recuperagdo de proteina
relativamente altos. No entanto, é dada
especial aten¢do aos sistemas micelares
de duas fases aquosas, que apresentam

potencial para a remogdo de endoto-
xinas de biomoléculas recombinantes,
pois fornecem ambiente ameno para
materiais bioldgicos. A remogao eficiente
e rentavel destes contaminantes de pre-
paragdes farmacéuticas é um grande de-
safio na industria biotecnolégica. Apesar
do desenvolvimento de novos métodos,
tais como os sistemas micelares de duas
fases aquosas, em anos recentes, ain-
da faz-se necessaria maior investigagao
neste campo.

1. INTRODUGAO

O desenvolvimento da tecnologia
de DNA recombinante tem, nos ultimos
anos, possibilitado a produgdo em larga
escala de varias proteinas e peptideos
destinados a aplicagbes terapéuticas.
A recuperagédo e purificagdo do produ-
to € uma etapa fundamental, na qual




¢é desejavel a obtengdo de alta pureza
associada a um baixo custo. Através da
tecnologia do DNA recombinante, prote-
inas podem ser obtidas intra ou extrace-
lularmente em uma célula hospedeira,
sendo comumente utilizada a bactéria
Escherichia coli por ser considerada um
micro-organismo modelo com caracte-
risticas genéticas bem conhecidas. Es-
tas proteinas sdo denominadas heterd-
logas, por serem obtidas por células que
ndo as produzem naturalmente® 1940,

Durante a produgéo destas protei-
nas recombinantes, somente a etapa de
recuperagdo e purificagdo representa,
aproximadamente, de 60 a 70% dos cus-
tos operacionais. E, no caso da E. coli, a
recuperagao e purificagéo do bioproduto
recombinante exige a remogéo de frag-
mentos celulares de alguns precursores
de proteinas e de impurezas e contami-
nantes derivados da cultura celular, so-
bretudo das endotoxinas®”.

As endotoxinas sdo lipopolissaca-
rideos (LPS) derivados da membrana
celular de bactérias Gram-negativas e
s&0 responsaveis pela sua organizagéo
e estabilidade. Em industrias farmacéu-
ticas, é possivel encontrar endotoxinas
durante os processos de produg&o ou no
produto final. Apesar dos LPS estarem li-
gados a parede celular bacteriana, estes
podem ser continuamente liberados ao
meio. A liberagdo ndo acontece somente
com a morte das células, mas também
durante o crescimento e divisdo celular.
Além disso, sabendo que muitas bacté-
rias crescem em meios pobres de nu-
trientes, como em &gua, solugédo salina
e solugdo tampao, é possivel encontrar
LPS em quase todos os ambientes.

Apresenca dos LPS, no entanto, é in-
desejavel devido a sua potente atividade
biologica que causa efeitos fisiopatologi-
cos no hospedeiro. Em condigdes de ex-
posicdo aos LPS, mesmo em concentra-
¢Oes muito baixas (<1,0 unidade endoto-
xicas por mL), uma resposta inflamatéria
sistémica pode ocorrer, levando a mul-
tiplos efeitos, tais como choque endo-
toxico, lesdo tecidual e morte(520:3963102),
Contudo, os LPS nao agem diretamente
contra as células ou 6rgdos, mas através
da ativagéo do sistema imune, especial-
mente através de mondcitos e macrofa-
gos, com a liberagdo de uma série de
mediadores pré-inflamatoérios, como o

fator de necrose tumoral (TNF) e inter-
leucinas (IL-6 e IL-1). O nivel maximo de
LPS por aplicagdo em via intravenosa de
produtos farmacéuticos e bioldgicos &
definido como 5,0 unidades endotoxicas
(UE) por kg de peso por hora, preconi-
zado em todas as farmacopéias'™. O
termo UE descreve a atividade bioldgica
de uma endotoxina, por exemplo, 100 pg
de uma endotoxina padrdo EC-5 e 120
pg de endotoxina proveniente de E. coli
0111:B4 tém atividade de 1,0 UE",

Na industria biotecnoldgia, bactérias
como E. coli sdo amplamente utilizadas
para gerar bioprodutos a partir de DNA
recombinante, tais como peptideos e pro-
teinas. Consequentemente, estes produ-
tos estdo contaminados com LPS®@). Por
esta razdo, biomoléculas obtidas a partir
de bactérias Gram-negativas devem ser
livres de LPS para ndo induzir nenhum
tipo de efeito quando administradas em
animais ou seres humanos. No entanto,
0s LPS s&o moléculas estaveis e resis-
tem a extremas variagdes de tempera-
turas e de pH em comparagdo com as
proteinas®®), Diferentes processos tém
sido desenvolvidos para a remogéo de
LPS de proteinas, baseados nas proprie-
dades fisico-quimicas destas moléculas.
Estes processos incluem resinas de afi-
nidade por LPS, extragdes por sistemas
de duas fases aquosas, ultrafiltragéo,
cromatografia de interagao hidrofdbica,
cromatografia de troca-idnica, entre ou-
tros. Estes procedimentos promovem
diferentes graus de sucesso na separa-
¢do de LPS de proteinas, que séo estri-
tamente dependentes das propriedades
da biomolécula de interesse®".

Antes de contemplar as principais
técnicas de remogéo de LPS de prepa-
racdes biotecnolégicas, tdpicos como
as propriedades fisico-quimicas e os
mecanismos de acdo destas moléculas
devem ser considerados.

1.1. LPS e suas propriedades
fisico-quimicas

As bactérias Gram-negativas apre-
sentam toxinas estaveis que constituem
a estrutura da membrana celular, os LPS
(também conhecidos como endotoxinas
ou pirogénios), os quais participam na
interagdo com o ambiente e com possi-
veis hospedeiros®. Ainda que ligados

as células, os LPS sao continuamente
liberados no meio®”.

Em geral, os lipopolissacarideos
apresentam estrutura anfifilica composta
de uma cabega polar heteropolissacari-
dica e uma cauda apolar (lipideo), como
esquematizado na Figura 1. Na maioria
das espécies, estes LPS s&o constitui-
dos por trés regides distintas: (a) a re-
gido O-Antigeno, que é variavel e define
a sorologia e identidade da bactéria; (b)
a Regi@o Interna oligossacaridica, que
corresponde a uma estrutura conserva-
da dentre as bactérias sendo que até o
momento foram definidos 5 tipos diferen-
tes; e (c) a Regido lipidica ou lipideo A,
que é altamente conservada™. A regido
lipidica mantém a molécula ligada a
membrana, enquanto que a regiéo hete-
ropolissacaridica, constituida do interior
oligossacaridico e da superficie antigé-
nica, é exposta ao ambiente.

O lipideo A é responsavel pela maio-
ria das atividades biolégicas da molécu-
la; ou seja, pela sua agéo toxica®"9",
E composto de um dissacarideo de
glucosamina, altamente substituido
por acidos graxos de cadeia longa com
grupamentos amida e éster. O &cido
graxo com ligagdo amida mais comum,
com cadeia de 14 carbonos, é o acido
3-hidroximiristico. Os acidos graxos
com ésteres ligados sdo mais varia-
veis e comumente incluem os acidos
caprico, laurico, miristico, palmitico e
estearico®. Essa parte hidrofobica da
molécula dos LPS organiza-se em uma
forma hexagonal, resultando em uma
estrutura mais rigida, quando compa-
rada com o restante da molécula. Até
0 momento, ndo sdo conhecidos LPS
livres de lipideo A®“5€6.76),

O oligossacarideo possui sua estru-
tura formada por uma regido com o &ci-
do 2-ceto-3-deoxioctdnico (KDO) ligado
a heptoses e outra regido ligada a he-
xoses. O KDO esta sempre presente na
molécula de LPS e vem sendo utilizado
como um indicador na analise de LPS
(Figura 2). Em E. coli cinco diferentes
tipos de sequéncia de oligossacarideos
sdo conhecidas. Na espécie Salmonella
somente uma sequéncia foi descrita®).
Os oligossacarideos préximos a regido
lipidica e o lipideo A s&o parcialmente
fosforilados (pK,=1,3; pK,=8,2 dos gru-
pos fosfatos no lipideo). Dessa maneira,
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Figura 1. Estrutura quimica dos LPS de E. coli O111:B4 de acordo com Ohno
e Morrison (1989)%. Abreviagdes: Hep (L-glicerol-D-mano-heptose); Gal
(galactose); Glc (glicose); KDO (acido 2-ceto-3-deoxiocténico); NGa (N-acetil-

-galactosamina) e NGc (N-acetil-glicosamina).

as moléculas de LPS exibem carga ne-
gativa em solugdes com pH superiores
a 2,02,

A regido do O-antigeno é geral-
mente composta por uma sequén-
cia de oligossacarideos idénticos
(3-8 monossacarideos), os quais sao
especificos para cada espécie de
bactéria e determinam a identidade
sorolégica da respectiva bactéria,
permitindo a identificagcdo de mais de
1000 sorotipos de Salmonella e mais de
100 sorotipos de E. coli.

A massa molar de um mondmero
de endotoxina varia entre 2,5 e 70 kDa,
devido a variabilidade da cadeia de oli-

gossacarideo. As massas molares de
2,5 kDa s&o deficientes em O-Antigeno
e de 70 kDa apresentam O-Antigeno
muito longo. Estudos demonstraram que
os LPS podem formar varios agregados
supramoleculares em solugdo aquosa,
pois sua estrutura apresenta carater
anfipatico. Provavelmente isso ocorre
devido as interagdes ndo polares entre
cadeias lipidicas, bem como ligagdes ge-
radas entre os grupos fosfato por cations
divalentes®.

Os agregados formados vém sendo
estudados por microscopia eletronica e
outras técnicas analiticas, tais como di-
fragdo de raios-X, espectroscopia FT-IR

e RMN (ressonéncia magnética nuclear).
Os resultados tém mostrado que os LPS
em solugdes aquosas podem agregar-
-se em diferentes estruturas, formando
arranjos invertidos cubicos e hexagonais,
como micelas e vesiculas, com didmetros
acima de 0,10 um e tamanho molecular
superior a 1.000 kDa (vesiculas), com alta
estabilidade, dependendo das caracteris-
ticas da solugdo como pH, presenga de
ions, tensoativos, entre outros('62%),
Como mencionado anteriormente,
estas moléculas sdo altamente estaveis
a temperatura e ndo sdo destruidas em
processos de esterilizagdo (121 °C por
30 minutos, calor umido). Para a inati-
vacao da molécula de LPS é necessario
aplicar temperatura de 250 °C por mais
que 30 minutos ou 180 °C por mais que
3 horas®®. Os LPS sdo destruidos
também por determinados agentes oxi-
dantes como permanganato de potassio,
mistura sulfocrdmica, agua oxigenada,
entre outros, dependendo, contudo, do
tempo de contato utilizado. Solugbes
de acidos e bases devem apresentar
concentragdo maior que 0,10 mol/L para
serem capazes de inativar os LPS em
equipamentos de laboratério®©).

1.2. Mecanismos de acido dos
LPS

Os LPS exercem seus efeitos quan-
do a parede celular de bactérias Gram-
-negativas sofre lise. Os antibidticos
usados para tratar doengas causadas por
bactérias Gram-negativas podem lisar as
células bacterianas. Essa reagdo libera
0s LPS e pode levar a uma piora imediata
dos sintomas, mas a condig&o usualmen-
te melhora & medida em que os LPS séo
degradados. Os principais sintomas do
hospedeiro séo calafrios, febre, fraqueza,
dores generalizadas e, em alguns casos,
choque, podendo até mesmo levar o in-
dividuo a dbito. Outra consequéncia da
acéo dos LPS é a ativagéo das proteinas
da coagulagdo do sangue, causando a
formag&o de pequenos coagulos. Esses
coagulos obstruem os capilares € o re-
sultante suprimento sanguineo diminuido
induz & morte dos tecidos. Essa condigao
é referida como coagulagdo intravascular
disseminada®.

A acdo bioldgica dos LPS estd as-
sociada a porgdo lipidica da molécula.




Porém, a por¢do O-Antigeno dos LPS
€ responsavel, em grande parte, pela
antigenicidade especifica das bactérias
Gram-negativas, que responde por milha-
res de sorotipos. A perda do O-Antigeno
resulta na perda da viruléncia e sugere
que esta porgdo é importante durante a
interagdo parasita-hospedeiro. Endotoxi-
nas “mutantes”, livres dessa porcéo, séo
mais susceptiveis a serem fagocitadas e
eliminadas. Mutantes ausentes da por¢éo
lipidica ndo foram isolados, exceto em
condigdes letais, segundo Beutler e Cera-
mi (1988)1"9, os quais acreditam que essa
regido deva ser essencial para a viabilida-
de da célula.

Os humanos sdo extremamentes
sensiveis aos LPS. Quantidades muito
pequenas séo suficientes para deflagrar
o estado de choque. Frente a infecg¢do
por bactérias Gram-negativas, o indivi-
duo esta exposto tanto ao LPS ligado
a membrana da bactéria, quanto a en-
dotoxina livre (fragmentos da parede
celular), que normalmente é liberada
durante a multiplicagdo bacteriana. Os
LPS sao capazes de induzir as células
mononucleares humanas (MNC) a pro-
duzirem interleucina-1 (IL-1) e fator de
necrose tumoral (TNF), que sdo duas
citocinas integrantes da resposta imu-
ne®, Dentre os multiplos efeitos biolo-
gicos da IL-1 destaca-se: a febre (agéo
no hipotalamo); a neutrofilia (agdo na
medula dssea); a proliferagdo de cola-
geno (estimulo de fibroblastos); a libe-
ragdo de aminoacidos dos musculos; a
produgéo de IL-2 (agdo nas células T)
e a produgdo de anticorpos (acdo nas
células B)®). Os LPS interagem com di-
ferentes fases do sistema imunoldgico.
Apds penetrarem na circulagéo, ligam-se
a lipoproteinas plasmaticas, que resulta
em reducdo de sua atividade bioldgica.
Mesmo assim, ativam o complemento,
induzem a coagulagéo, afetam a fungao
hepatica e o sistema neuro-enddcrino.
Essa diversidade de respostas fisiol6-
gicas leva a eliminagdo dos LPS, seus
fragmentos, e até mesmo de bactérias
Gram-negativas. Porém, devido as altas
concentragbes ou maior sensibilidade
aos LPS, as agdes do sistema imuno-
l6gico tornam-se incontrolaveis e insufi-
cientes para o organismo®?,

Nos Ultimos 20 anos inumeros es-
forgos tém sido feitos para desenvolver
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Figura 2. Membrana interna e externa de E. coli K-12 de acordo com Raetz et
al. (1991)2. Nos LPS os desenhos ovais e retangulares representam residu-
os de agucares, enquanto circulos representam grupos com cabega polar de

proteinas terapéuticas, baseadas em
anticorpos 1gG e IgM, que visam a pro-
te¢do contra a intoxicagdo por LPS, um
problema comum em hemodialises e in-
fecgBes bacterianas agudas. Apesar de
mostrarem-se promissoras, as tentativas
clinicas ndo obtiveram sucesso, sendo
uma das razdes a grande variedade das
estruturas quimicas dos LPS®17:15103),

Em sintese, acredita-se que a febre
(resposta pirogénica) causada por LPS
ocorra como ilustrado na Figura 3. Quan-
do as bactérias Gram-negativas sdo in-
geridas por células fagociticas (etapa 1)
e degradadas em vacuolos (etapa 2), os
LPS da parede celular bacteriana séo
liberados. Estes LPS induzem a forma-
¢do de pequenas moléculas protéicas
pelos macréfagos, denominadas inter-
leucinas-1 (IL-1), que sé&o transportadas
pelo sangue até o hipotalamo (etapa
3). A IL-1 induz o hipotalamo a liberar
lipideos denominados prostaglandinas
(etapa 4), que reajustam o termostato do
hipotalamo a uma temperatura maior. O
resultado dessa sequéncia de reacgdes &
a febre®),

O choque séptico (ou choque endo-
toxico) esta relacionado a secrecdo de
uma substancia pelos macrofagos. A

varios lipideos.

fagocitose de bactérias Gram-negativas
faz com que os fagécitos secretem um
polipetideo denominado fator de necro-
se tumoral. Este fator liga-se a muitos
tecidos no organismo, e um dos seus
efeitos ¢ lesar os capilares sanguineos;
sua permeabilidade € aumentada, e eles
perdem grandes quantidades de liquido.
O resultado é uma queda na presséo
arterial que leva ao choque. Essa pres-
sdo baixa tem efeitos sérios sobre os
rins, pulmdes e no trato gastrointestinal.
A presenca de LPS no organismo nao
desencadeia a formagdo de antitoxinas
efetivas para conter o efeito de toxicida-
de®®),

O tema sobre a remogéo de LPS tem
sido o motivo de muitas pesquisas cien-
tificas. A discussdo de aspectos perti-
nentes no tocante a remogao de LPS de
preparagdes biolégicas, bem como uma
ampla revisdo das pesquisas existentes
s8o obrigatorias para elucidacéo de es-
tudos futuros.

Afinal de contas, as moléculas de
LPS podem ser consideradas estaveis
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Figura 3. Mecanismo proposto pelo qual os LPS causam febre. Adaptado de

Tortora et al. (2000)9.

frente a temperatura e pH; consequen-
temente, a remogéo dessas substancias
se torna uma das tarefas mais dificeis
nos processos de purificagdo de biomo-
léculas de interesse produzidas por bac-
térias Gram-negativas®9,

Os avangos na biotecnologia abriram
inUmeras possibilidades para a producéo
em grande escala de muitas biomolécu-
las que s&o importantes para a pesquisa
nas areas farmacéuticas e industriais. O
desenvolvimento de técnicas e métodos
de separagéo e purificagdo de proteinas
€ outras biomoléculas tem sido de funda-
mental importancia para muitos desses
avangos no setor biotecnolégico™®).
As biomoléculas provenientes de E. coli
recombinante podem ser expressas de
forma soluvel extracelular, soluvel intra-
celular, constituicdo de membranas ou
corpos de inclusdo. Nos trés ultimos ca-
S0S, € necessario o0 uso de processos de
ruptura celular para recuperar a biomolé-
cula de interesse, que levam a liberagéo
de grandes quantidades de LPS.

A remogdo dos LPS se torna mais
desafiadora quando associada a bio-
moléculas sensiveis a temperatura e ao
pH, como as proteinas por exemplo®.
Inimeros métodos sdo tradicionalmente
utilizados para reduzir a contaminagéo
por LPS de preparagdes protéicas, in-
cluindo cromatografia de troca-idnica,
adsorgao por afinidade, como L-histidina
imobilizada, poli-L-lisina, polimixina B,

cromatografia de filtragdo em gel, ul-
trafiltragdo, centrifugacéo de gradiente
de sacarose e separacdo de fases por
Triton X_114(2,6‘40,45‘ 50,60,81,91‘93,100). O pOn-
to fundamental para o sucesso destas
técnicas de remogédo de LPS dependera
das caracteristicas fisico-quimicas da
biomolécula-alvo requerida®".

Algumas técnicas geralmente empre-
gadas para remogdo de LPS sdo ultra-
filtragdo e cromatografia de troca-idnica.
A ultrafiltragdo, embora efetiva, remove
LPS da agua e € um método ineficiente
na presenga de proteinas que podem
ser danificadas por forgas fisicas, so-
bretudo tensdo de cisalhamento("'8892,
Para a remogao de LPS de preparagdes
de proteinas recombinantes, a solugao
de proteina pode atravessar uma colu-
na que contém polimixina B imobilizada
em Sepharose 4B, com o objetivo de
que o contaminante seja capturado pela
coluna. Similarmente, histidina também
imobilizada em Sepharose 4B tem ca-
pacidade para capturar LPS de solugdes
protéicas, j& que apresenta afinidade
pelos grupos fosfatos presentes na es-
trutura dos LPS, e também pode ser um
método empregado na remogdo deste
contaminante®.

Outro processo utilizado para a
remocdo de LPS, a cromatografia de
troca-idnica, possui a vantagem de apre-
sentar resinas carregadas e tem sido
extensivamente usada para adsorgdo

de moléculas de LPS. Porém, quando
proteinas negativamente carregadas
necessitam ser purificadas, elas podem
co-adsorverem sobre a matriz e causar
perda significativa do material biologico
de interesse. E ainda, proteinas positi-
vamente carregadas podem formar com-
plexos com os LPS, o que pode causar
assim um arraste das proteinas pelos
LPS ao longo da coluna, e consequen-
temente, minimizarem a eficiéncia do
processo de purificagdo®.

Uma variedade de técnicas de remo-
cdo de endotoxinas foram analisadas®®.
Adsorventes, como carv&o ativado®” ou
resinas de troca-ionica®, ocasionam
baixa seletividade e baixa recuperagdo
de proteina-alvo. Ultrafiltragao?2%9 e cro-
matografia de exclus&o exigem que haja
grande diferenca de tamanho entre a
proteina-alvo e os LPS, e ainda ndo sdo
eficazes se este contaminante se liga
fortemente a proteina-alvo®. Ligantes de
afinidade para LPS, como a histamina®®),
histidina® , e polimixina B¢ ou poli ami-
natos como g-metil L-glutamato®® s&o
razoavelmente eficazes para remogao
de LPS e com recuperagéo de proteina
relativamente alta. A imobilizagdo por
poli-L-lisina-Sepharose e DEAE-Sepha-
rose® também tem se mostrado eficaz
para remogdo de LPS de solugdes de
proteinas com taxas de remocgéo de até
10* UE/mL, com contaminag&o inicial de
108 UE/mL. Ambos os processos citados
s6 podem ser utilizados se os niveis de
contaminagdo sdo iguais ou inferiores a
108 UE/mL, a fim de se obter niveis to-
leraveis de contaminagao final inferiores
a 5,00 UE/mL®. Altas concentragdes
iniciais de LPS, variagdes do ponto iso-
elétrico (p/) da proteina e de forga ibnica
podem ocasionar baixa recuperagéo da
proteina-alvo® e baixas taxas de remo-
¢do de LPSE),

O sucesso destas técnicas para a re-
mocao de LPS é estritamente dependen-
te das caracteristicas fisico-quimicas da
proteina-alvo requerida“’. No entanto,
a baixa concentragdo obtida e sensibi-
lidade térmica da proteina-alvo podem
trazer dificuldades para a purificagéo de
biomoléculas de interesse biotecnologi-
co e, portanto, envolver técnicas de alto
custo.

Na busca por métodos alternativos,
processos por extragdo liquido-liquido



realizado em varios tipos de siste-
mas aquosos tém sido largamente
investigados na area de Biossepara-
Qé0(3’11’30'34’46'49’52’53‘62’74‘89’90).

Estudos prévios mostraram que o
uso da separagdo de fases por Triton
X-114 também pode ser aplicado para
a remogdo de altas concentragdes
de LPS para a purificagdo de prote-
inas(1,2,1Z‘14,29,45»48,55,75,79,84)' A|ém diSSO,
apresentam baixo custo, facil manipu-
lagdo, e oferecem um ambiente ameno
para as biomoléculas.

Esse processo proporciona seleti-
vidade na partigdo de proteinas de in-
teresse e dos contaminantes, segundo
a hidrofobicidade de cada componen-
te. Desta maneira, o0 SMDFA pode ser
empregado para remover LPS conta-
minante proveniente da produgdo de
proteinas recombinantes de interesse
farmacéutico.

2.1 Sistemas de duas fases
aquosas

O Sistema Micelar de Duas Fases
Aquosas (SMDFA) é um tipo especifico
de extragéo liquido-liquido que explora o
fato de algumas moléculas de tensoati-
vo, sob determinadas condigbes, serem
capazes de se separar espontaneamen-
te em duas fases aquosas, ainda que
imisciveis, sendo que proteinas e outras
biomoléculas podem se distribuir de for-
ma desigual entre essas fases®.

Agentes tensoativos s&o moléculas
anfifilicas compostas por uma porgéo
hidrofilica, regido da molécula que pos-
sui afinidade pela molécula de agua e
que é denominada de “cabega polar”, ou
simplesmente “cabeca’, e uma porgéo
hidrofébica, regido da molécula que nao
possui afinidade pela molécula de agua
e que é denominada de “cauda apolar’,
ou simplesmente “cauda” (Figura 4).

Os tensoativos podem ser classi-
ficados em: (a) ibnicos, que possuem
cabega positivamente ou negativamente
carregada; (b) n&o-ibnicos, possuindo
cabeca polar capaz de realizar ligagdes
de hidrogénio com a agua; e (c) zwitteri-
onicos, possuindo cabeca caracterizada
por um dipolo. Dodecil sulfato de sédio
(SDS), brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB), polioxietileno p-t-octil fenol (Tri-
ton X-114) e dioctanoilfosfatidilcolina

(C8-lecitina) sdo exemplos de tensoati-
vos anidnico (carregado negativamen-
te), catidnico (carregado positivamente),
nao-ibnico e zwitteridnico, respectiva-
mente®@.

Em solugdo aquosa as moléculas
tensoativas podem exibir diversos tipos
de comportamento, dependendo da
concentracdo e caracteristicas da so-
lugdo. Em solugdes com concentragéo
de tensoativo abaixo da concentragao
micelar critica (CMC), especifica para
cada tensoativo, as moléculas deste
deslocam na interface ar-agua, proje-
tando suas caudas apolares em dire¢éo
a fase ar de forma a minimizar o con-
tato com a agua. Esse fendmeno ex-
plica a terminologia inglesa surfactant
(surface-active agent). A maioria dos
tensoativos apresenta solubilidade mi-
nima na fase aquosa, devido ao carater
hidrofébico do grupo apolar. Por outro
lado, em solugdes com concentragdes
de tensoativos superiores a CMC, além
da adsorgéo na interface, as moléculas
desses formam agregados conhecidos
como micelas, nos quais as caudas
hidrofébicas se associam no interior,
minimizando o contato com a agua, e
as cabegas polares permanecem na pe-
riferia das micelas, que maximizam seu
contato com a agua®®®®,

De um modo mais especifico, uma
solugéo aquosa de tensoativo ndo-idnico
€ capaz de se separar macroscopica-
mente em duas fases, com o aumento

Sistema Micelar
Homogéneo

ﬁ& T°C
¥
ﬁfﬁ interface

Cauda apolar ar

interface

O

Cabeca polar agua
Figura 4. Estrutura do monémero
de um tensoativo, na qual pode ser
visualizada a porgdo da cabega
polar de carater hidrofilico, e a
porgdo da cauda apolar de carater
hidrofébico.

da temperatura, que resulta num am-
biente concentrado, rico em micelas e
outro diluido, pobre em micelas, como
mostra a Figura 5. Como a concentra-
¢ao do tensoativo em ambas as fases
excede a CMC, micelas estao presentes
tanto na fase superior quanto na fase in-
ferior®, Ambas as fases contém micelas
cilindricas ou esféricas, as quais podem
ser modeladas como micelas formadas
por um corpo cilindrico terminado em
duas micelas esféricas nas extremida-
deS(70‘98‘104).

Contudo, as micelas presentes na
fase micelar (concentrada em micelas -
F.) séo maiores (mais alongadas) e mais
numerosas do que as presentes na fase
pobre em micelas (fase diluida - F,). A

Fase pobre
em micelas

Fase rica em
micelas

Sistema Micelar de
Duas Fases

Figura 5. Representagdo esquematica de um sistema micelar de duas fases
aquosas para o tensoativo ndo-iénico Triton X-114. O sistema exibe uma tnica
fase a baixas temperaturas; com o aumento da temperatura, se separa em
uma fase rica em micelas (fase concentrada - F,) que coexiste com uma fase
pobre em micelas (fase diluida - F,). Adaptado de Nikas et al. (1992)(.



distingdo no ambiente fisico-quimico
das duas fases formadas é a base da
utilizagdo dos sistemas que envolvem
processos de extracdo de materiais bio-
|6gicos®4),

O éxito desse sistema depende da
habilidade em manipular a composicao
das fases, influenciando no coeficiente
de particdo da biomolécula de interesse
e na seletividade. Existem muitas possi-
bilidades para manipular a composicao
do sistema de forma a obter fases com
caracteristicas  diferenciadas, como
por exemplo: (a) escolha dos agentes
tensoativos e de sua concentragao; (b)
escolha da temperatura de particdo do
ensaio; (c) escolha do tampao e da forga
idnica; e (d) modificagdo quimica do ten-
soativo ligado a molécula com afinidade
a biomolécula-alvot'®",

Esse principio de separagdo tem
sido extensamente utilizado com su-
cesso na extragdo e na purificagdo
de inUmeros materiais bioldgicos, tais
como proteinas®42%), virus®, antibioti-
cos*38) extragdo de proteina-alvo de
cultura ndo clarificada de microorganis-
mos!'®, separagéo de proteinas em larga
escala®®), DNA e acidos nucléicos™®),
solubilizagdo de membrana®", protei-
nas geneticamente modificadas(® 524647,
enzimas“™), peptideos®?, entre outros.

A utilizagdo dos SMDFA para remo-
¢a0 de moléculas contaminantes como
os LPS, consiste em uma estratégia
primossora ja que se acredita que as
moléculas de LPS sejam estruturadas
em agregados micelares mistos na fase
concentrada em micelas. Essas intera-
¢Oes possivelmente ocorrem por intera-
¢Oes apolares de cadeias alquilicas do
lipideo A e dos tensoativos. Assim, com
a separacéo das fases pela elevacéo da
temperatura, moléculas de LPS podem
ser removidas na fase concentrada em
micelas (F ). Nesse sentido, o SMDFA
composto por Triton X-114 que apre-
senta um ponto de névoa (T, de
aproximadamente 25,0°C (1,0% (p/p))
mostra-se vantajoso para a purificagéo
de biomoléculas termossensiveis® !4,

Alguns trabalhos encontrados na
literatura que mostram a utilizagdo do
processo por SMDFA como etapa para
a remogédo de LPS, foram investigados
por Adam et al. (1995)". Esses autores
utilizaram o tensoativo Triton X-114 e

mostraram redugdo de LPS de 100 ve-
zes em duas etapas, com concentracéo
final de 30 UE/mg e 50,0% de perda de
bioatividade. Além disso, redugdo de
aproximadamente 100 vezes de LPS foi
relatada por Cotton et al. (1994) de
preparacdes de DNA plasmidico, com
concentragéo final de 0,1 UE em 6 ug de
DNA. Uma comparagéo entre o proces-
so de adsorgéo por afinidade e SMDFA
(por Triton X-114) para a purificagdo de
proteinas recombinantes, como mioglo-
bina e isoenzimas de creatina quinase,
foi descrito por Liu et al. (1997). Esses
autores concluiram que o processo por
SMDFA foi 0 mais efetivo, o qual reduziu
a concentragdo de LPS para 2,5-25 UE/
mg, representando remocdo de aproxi-
madamente 99,0%.

Reichelt et al. (2006)™ testaram a
remogao de LPS através da cromatogra-
fia de afinidade por tag de histidina, com
uma etapa de lavagem utilizando Triton
X-114. A aplicagéo de 0,1% de Triton
X-114 nas etapas de lavagem foi bem
sucedida na redugdo de LPS durante
a purificagdo de proteinas. Os ensaios
realizados com determinadas proteinas
continham concentragdes de 2.500 até
34.000 UE/mg de LPS; apés a purifica-
¢ao com Triton X-114, as concentragdes
finais de LPS obtidas foram de aproxi-
madamente 4,0 a 0,20 UE/mg.

Aida e Pabst (1990)@ relataram um
método para redugdo de LPS em solu-
cOes protéicas usando Triton X-114 no
qual o tensoativo auxilia a dissociagao
entre LPS e proteinas, enquanto tam-
bém proporciona uma separagéo de
fases capaz de remover os LPS. De
acordo com esses mesmos autores, a
separagéo de fases usando Triton X-114
foi efetiva e reduziu os LPS de solugdes
de trés proteinas diferentes (citocromo c,
albumina e catalase). O primeiro ciclo de
separagdo de fases reduziu a concentra-
cdo de LPS em 10° vezes. Ciclos adicio-
nais de separagdo de fases resultaram
em remogéo completa de LPS. Os LPS
foram encontrados na fase concentrada,
rica em micelas, e a biomolécula de inte-
resse foi recuperada na fase diluida do
sistema.

Liu et al. (1997)%“ demonstraram que
a separagdo de fases por Triton X-114
foi empregada também em outras prepa-
ragdes de proteinas recombinantes. Os

pesquisadores executaram trés ciclos
de separagéo com Triton X-114 e a con-
centragdo de LPS em todas as proteinas
recombinantes derivadas de E. coli fo-
ram reduzidas a 99,0% da concentragdo
inicial. Além disso, a imunoatividade, a
integridade fisica e a atividade bioldgica
da proteina permaneceram inalteradas
depois do processo de separagdo de
fases. A separagdo de fases pode ser
repetida em passos mdltiplos até que
as concentracdes de LPS na fase dilui-
da alcancem um nivel satisfatorio. EPS
(exopolissacarideo, semelhante aos
LPS) proveniente de Klebsiella sp |-714
também foram removidos depois de
duas etapas de extragdo com 2,0% de
Triton X-114, com somente o dobro da
diminuigao da atividade bioldgica". Além
disso, esse método também foi empre-
gado com sucesso para a remogdo de
LPS proveniente de Pseudomonas sola-
nacearum, bastonete Gram-negativo(".

Desta maneira, extragdo com Triton
X-114 é rapida, eficiente, ndo degradati-
va e tem se mostrado bastante eficiente
na remogdo de moléculas de LPS de
preparagdes bioldgicas. Ressalta-se,
entretanto, que alguns tensoativos em-
pregados sdo relativamente caros e,
ainda, podem afetar a bioatividade da
proteina-alvo",

Apesar de todas as alternativas apre-
sentadas, consideramos que a remogéao
de endotoxinas de preparagdes biotec-
nologicas continua sendo um grande
desafio. Além disto, acreditamos que o
emprego de sistemas micelares de duas
fases aquosas para remogéo de LPS é
efetivamente uma estratégia interessan-
te e que merece ser mais explorada no
sentido de se estabelecerem condigdes
que possam ser transpostas para o setor
produtivo.

Neste sentido, nosso grupo de pes-
quisa tem obtido resultados promissores
utilizando Triton X-114 para remover en-
dotoxinas presentes em meio de cultura
de células de E. coli durante a produgéo
de proteina recombinantes. De acordo
com os resultados®“®4”, a partir de uma
concentragédo inicial de endotoxinas da
ordem de 10" UE/mL, a separagdo de



fases usando Triton X-114 foi eficaz na
remogdo de endotoxinas na fase con-
centrada em micelas com valores de
95-98%. Tais resultados demonstram a
aplicabilidade dos SMDFA como primei-
ra etapa para a purificago de solugdes
contendo biomoléculas recombinantes
expressas em E. coli, no entanto, as
condigdes otimizadas ainda foram pouco
investigadas e requerem mais estudos.
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Selo de Qualidade SBM
Confianca na qualidade
do produto

Em 2009 a Sociedade Brasileira de Microbiologia implantou o Selo de Qualidade

SBM, com o objetivo de promover a certificagdo de produtos sanitariamente adequados Se|o de
quanto a presenga de microrganismos. Em paralelo ao Selo, foi criado o Departamento .
de Avaliagdo de Produtos pela SBM, responsavel pelas analises e pesquisas dos produ- Qualldade
tos, incluindo as embalagens e informagdes ao consumidor. - 2

A certificagdo do produto comegou a ser uma exigéncia do mercado e os fabrican- b OCIEdade
tes passaram a se preocupar mais em adequar sua produgdo e seus produtos dentro : .
de parametros qualitativos e com pregos competitivos. O programa de certificago da Brasileira de
SBM visa certificar produtos quanto a sua qualidade microbiolégica e/ou sua capacidade . . .
germicida, Microbiologia

O processo de certificagdo pela SBM segue um programa internacional, cujas diretri-
zes emanam da Organizagdo Mundial de Saude.

O primeiro produto a receber o Selo de Qualidade da SBM foi o Dettol® produzido
pela empresa Reckitt-Benckiser nas formas de sabonete em barra, sabonete liquido e
gel anti-séptico. Este selo foi concedido apds avaliagdo de parecer técnico-especifico
emitido por especialistas indicados pela SBM.

Como solicitar o Selo SBM

As empresas interessadas em encaminhar seus produtos para avaliagdo do programa de certificagdo da SBM devem:

- Enviar carta a Sociedade Brasileira de Microbiologia e solicitar que o produto, fabricado ou comercializado no Brasil seja analisado
para receber o Selo de Qualidade SBM;

- Também ¢é preciso enviar estudos ja realizados sobre o produto, como analises, pesquisas e formulagdo, além de informagdes
adicionais que houver;

- Caso a comissdo de avaliagdo achar necessario, novos testes em laboratérios credenciados poderéo ser solicitados.

Vigéncia é de 24 meses

Depois do envio deste material, 0 SBM firma com a empresa solicitante um protocolo de pesquisa, informando os objetivos, procedi-
mentos e tempo de estudo. A realizag&o dos ensaios dura entre 30 a 90 dias e todas as anélises realizadas, materiais e equipamentos
utilizados obedecem a normas especificas para cada produto. Sendo o produto aprovado, devera a Empresa assinar um Contrato que
rege todos os pontos do relacionamento com a SBM, passando a efetuar um pagamento mensal pela utilizagdo da marca. Este valor
mensal também ¢ definido conforme o resultado da analise do Questionario de Perfil da Empresa.

Para tornar possivel mais essa atividade da SBM, foi realizado um convénio de parceria com empresa tradicional em proficiéncia, a
Controllab.

Para obtengdo de maiores esclarecimentos entre em contato com:
sbm@sbmicrobiologia.org.br

IMICROBIOLOGIA
in foco




\VIICROBIOLOGIA
In foco

SBM /N FOCO - A forma direta de falar
com os microbiologistas.

Apresentamos o plano de comercializagdo para 1 ou 4 edigéo (des) da Revista Microbio-
SBME=: |CROB|0|_OG| A logia in Foco.

#01 M —= 1 0 Periddico da Sociedade Brasileira de Microbiologia, com tiragem de 2000 exemplares e

N 1oco ; . : o : e

distribuigdo gratuita. Revista de informag&o e divulgagao sobre temas em bacteriologia, mi-
cologia e virologia nas varias areas de abrangéncia da Microbiologia: ambiental, agricola,
bésica, de alimentos, industrial, médica humana e veterinaria e oral.
Arevista ainda conta com espagos para divulgagao de consensos, agenda cientifica, atua-
lidades e oportunidades de trabalho.

A revista do
Microbiologista.

Venha fazer parte deste veiculo de informagéo atualizada!
Atenciosamente,

Marina Baquerizo Martinez e Carlos P. Taborda - Editores
Sociedade Brasileira de Microbiologia

VALORES:
SBME= Capa Final Interna 1 edicdo R$ 2.000,00 4 edigdes — R$ 4.000,00 cada
#02 MICROBIOLOGIA CapaFinal Externa 1 edicdo R$ 250000 4 edigdes — R$ 5.200,00 cada
L - Y pagina (par) 1 edi¢do R$ 1.000,00 4 edigGes — R$ 1.600,00 cada
Microbiologista. Pagina Inteira (par) 1 edigdo R$ 1.850,00 4 edigbes — R$ 3.600,00 cada
B Y, péagina (impar) 1 edigdo R$ 1.350,00 4 edigdes — R$ 2.400,00 cada
A microbiologia Pagina Inteira (impar) 1 edigdo R$ 2.150,00 4 edigdes — R$ 4.400,00 cada

revelada pelo,G
¢ # FORMA DE PAGAMENTO: 15 dias apds a edi¢do da Revista, através de boleto ban-
cario com recibo oficial.

pagina inteira

21x28cm
1/2 pagina

18x12cm

Para anunciar entre em contato com Jair Cagnotto:
E-mail: financeiro@sbmicrobiologia.org.br

SOCIEDADE Telefone: (11) 3813-9647 ou 3037-7095
S B IVl BRASILEIRA DE
MICROBIOLOGIA

WWW.SBMICROBIOLOGIA.ORG.BR



O -4,
;”\ /‘g/ Inicio das inscrigdes e
; E_ submissao dos resumos
5, & 04 de fevereiro de 2013
www.sbmicrobiologia.org.br/27cbm

27° (BM
O Natal- RN
Prezados Colegas Microbiologistas

E com enorme satisfagdo que informamos que o 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia, organizado
pela Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM) sera realizado no periodo de 29 de setembro a 03 de
Outubro de 2013, no Centro de Convengdes de Nata, na cidade de Natal, Rio Grande do Norte. Esta-
mos trabalhando para elaborar um evento de alto nivel cientifico e planejamos oferecer uma programa-
¢ao cientifica atrativa que abordara temas relevantes e atuais para que vocé se sinta estimulado a
participar. Comece a se preparar para participar deste congresso que esta sendo formatado pensando
em oferecer, com conforto e qualidade, ciéncia de alto nivel e a oportunidade de aproveitar tudo de bom
0 que a cidade de Natal e regiao tém a oferecer. Estamos certos de que o 27° CBM sera um sucesso.

Esperamos encontra-los para compartilhar novos conhecimentos.
Um abracgo,

Adalberto Pessoa Junior
Presidente - SBM



ESPECIALIZACAO

Especializacao em Microbiologia Clinica

Propésito principal diagndstico laboratorial das doencasinfecciosas. Publicoalvo graduados da drea de satde, biologia e profissionais
atuantes em microbiologia médica.

Especializacao em Microbiologia Ambiental / Industrial

Propésito principal utilizacdo de microrganismos para geracdo de Publicoalvo microbiologistas atuantes na area ambiental/industrial
produtos de interesse comercial.

Especializacao em Microbiologia de Alimentos

Propésito principal origem e estabelecimento da microbiota de alimentos Publicoalvo graduados da drea da sadde, em biologia, veterindria,
carneos, lacteos e vegetais. engenheiros de alimentos e microbiologistas atuantes
nadreadealimentos.

Local e Data Quinzenalmente as sextas- ( Coordenacéo Pedagdgica da SBM
e aos sabados (9-18h) " cursos@sbmicrobiologia.org.br
Universidade Sao Paulo — Campus Butanta +55 11 3037-7095
www.sbmicrobiologia.org.br - link “cursos”

Realizagao Fevereiro/2013/a Dezembro/2013)
Inscri¢ao Novembro/2012.a Janeiro/2013
Cargahoréria 252h presenciais +200h de estudo dirigido

Local e Data Quinzenalmente as sextas-feiras (19-23h) Informagoes Coordenacao Pedagégica da SBM
e aos sabados (9-18h) cursos@sbmicrobiologia.org.br
Universidade Séo Paulo — Campus Butanta +55 11 3037-7095

www.sbmicrobiologia.org.br — link “cursos”



SBM::: FFIQUE'SOCION

Os socios da SBM tém direito a descontos especiais nos eventos  Fique socio da SBM.
promovidos ou patrocinados pela SBM. Para usufruir do desconto Veja informagdes no site: www.sbmicrobiologia.org.br
de associado em nossas atividades é imprescindivel estar anuente - YW SOMICTODICIOgIa.ofg. ot
a dois anos consecutivos com a sociedade. Além disso, t6m acesso Lembre-se: um socio da SBM integra a maior e mais represen-
livre & revista cientifica Brazilian Journal of Microbiology (BJM) e tativa associagdo da comunidade cientifica que atua na microbio-
que se destina a publicagéo de trabalhos de pesquisa originais, no-
tas breves e revisdes, envolvendo todos os aspectos da Microbiolo-
gia. E considerada uma das revistas cientificas mais importantes do
nosso pais. O BJM tem uma politica muito severa de avaliagéo dos  Valores para associagdo
trabalhos submetidos a publicagdo, sendo cada manuscrito avaliado Categoria de SOCI0 oo Anuidade 2012
por pelo menos dois revisores criteriosamente selecionados.

A revista Microbiologia in Foco tem o objetivo de promover o AlUNO € GradUagao ..........cccvvsiiivvvessssivvinssssvs R$ 85,00
intercdmbio de informagdes cientificas entre os associados, publi-  Aluno de Pds-Graduagao (Mestrado e Doutorado) .....R$ 135,00
cando os autores nacionais de expressdo. Adota 0 mesmo critério

logia nacional.

=< e s Aluno de P6s-Doutorado............cvvveeireeireenieeneeninns R$ 165,00
de avaliagdo e exceléncia que a SBM sempre adotou. Enviaremos o
o Ultimo nimero da Microbiologia in Foco a todos os novos associa- PIOISSIONEL ...ovvesre R$ 195,00
dos, ap6s sua efetiva associagao. Assinatura JUridica ..........ccoceeveieiiceccecceeeecene R$ 355,00
r - | -
iretoria
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Presidente 1° Tesoureiro
Adalberto Pessoa Junior, USP-SP Carlos Pelleschi Taborda, USP-SP
Vice Presidente 2° Tesoureiro
Alexandre Soares Rosado, UFRJ-RJ Maria Cristina Dantas Vanetti, UFV-MG

1° Secretario

Conselho Fiscal
Carla Taddei de Castro Neves, USP-SP onsemo risca

Bernadette D.G.M. Franco, USP-SP
2° Secretario Sergio E. L. Fracalanza, UFRJ-RJ
Lauro Santos Filho, UFPB-PB Agnes Marie Sa Figueiredo, UFRJ-RJ

'-)' ayod a ‘l_’ " ay g PS A a Y
J;:)_,C)_f':):):)ﬁ LAlileS e ./—& :):,.l)

SBM 2012-2013
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