
# 19
A revista do
Microbiologista.

www.sbmicrobiologia.org.br

informativo sbm • ano 5 / 2012

IS
S

N
 1

9
8

2
-1

3
0

1





3

ÍndiceEditorial

Expediente

É com grande satisfação que publicamos a 19ª edição da Revista Microbiologia in 
Foco. Continuamos com os objetivos iniciais selecionando temas abrangentes e de 
interesse na divulgação da Microbiologia.

Voltamos a enfatizar que esperamos e contamos com a colaboração ativa dos leito-
res sugerindo temas e encaminhando artigos para publicação.

Esperamos que comunidade de microbiologistas continue a colaborar ativamente 
para que essa iniciativa possa alcançar o objetivo de divulgar a microbiologia nos 
mais diversos setores da comunidade brasileira.

Lembramos que a revista é de informação e divulgação e é composta de várias
seções:
Seção 1: Ciência in foco: artigos de informação sobre temas relevantes
Seção 2: Resenhas: comentários sobre livros
Seção 3: Resumos comentados de trabalhos científicos relevantes
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Agradecemos a todos que colaboraram com a edição número 19 da revista Micro-
biologia in Foco e contamos com a colaboração dos colegas para futuros artigos.

Prezado
Microbiologista,

Ciência in Foco
EschErichia coli 
EntEroinvasora: 
caractEristicas, fatorEs  
dE virulência E rElação 
parasita-hospEdEiro  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 5

viGilÂncia laBoratorial da 
EsporotricosE aniMal na 
GrandE são paulo  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 12

produção dE protEasEs por 
funGos filaMEntosos isolados 
do cErrado BrasilEiro  .  .  .  .  .  . 17

rEMoção dE EndotoXinas 
BactErianas - uM dEsafio na 
indÚstria BiotEcnolÓGica  .  .  . 24

sElo dE QualidadE sBM   .  .  .  .  .  . 35

sBM in foco  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 36

aGEnda in foco   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 37

curso dE EspEcialização 
E apErfEiçoaMEnto EM 
MicroBioloGia   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 38

fiQuE sÓcio   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 39

sBM in foco
revista da sociedade Brasileira 
de Microbiologia

Ano 5, nº 19
São Paulo: SBM, 2012

Periodicidade Trimestral

Editores:
Carlos P. Taborda e Marina B. Martinez

tiragem:
2000 exemplares - Circulação Nacional
Distribuição gratuita para sócios SBM

impressão:
Vox Editora Ltda.
(11) 3871-7300

diagramação:
Hermano Design Editorial
hermano@nextis.com

responsabilidade autoral:
Todos os artigos assinados são de 
responsabilidade dos respectivos autores

responsabilidade editorial:
Tífani Luri N. Hanashiro

adalberto pessoa Junior
Presidente

Marina B . Martinez
Editora

carlos p . taborda
Editor





5

Ciência in Foco

ESCHERICHIA COLI 
ENTEROINVASORA: 
CARACTERISTICAS, FATORES 
DE VIRULÊNCIA E RELAÇÃO 
PARASITA-HOSPEDEIRO

A disenteria bacilar é uma doença 
infl amatória intestinal aguda, que tem 
como agentes principais Escherichia 
coli enteroinvasora (EIEC) e as espécies 
de Shigella. Essas bactérias invadem o 
epitélio do cólon intestinal de humanos, 
causando uma intensa infl amação, que 
caracteriza a doença (PARSOT, 2005). 
As manifestações clínicas comumente 
relatadas são: febre, mal-estar gene-
ralizado, cólicas abdominais e diarreia 
aquosa, seguida de disenteria, consti-
tuída de muco, sangue e poucas fezes 
(DuPONT et al., 1971). 

A primeira descrição 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 Serèny (SERÈNY, 
1957). 

Os primeiros trabalhos enfatizando 
as características bioquímicas particula-
res de amostras de EIEC foram apresen-
tados simultaneamente, no Brasil, por 
TRABULSI e colaboradores (1967) e no 
Japão por SAKAZAKI e colaboradores 
(1967). As 28 amostras estudadas no 
Brasil pertenciam aos sorogrupos O28, 
O124, O136, O144 e O152. Destas, 
92,8% haviam sido isoladas a partir de 
casos diarréicos tanto de crianças como 
de adultos (TRABULSI et al., 1967). As 
374 amostras de EIEC do Japão foram 
isoladas de crianças e adultos com 
diarreia e pertenciam aos sorogrupos 
O28, O112, O124, O136, O143 e O144 
(SAKAZAKI et al., 1967). 

Até o momento, foram relata-
dos 15 sorotipos de EIEC: O28ac:H–, 
O29:H–, O112ac:H–, O121:H–, O124:H–, 
O124:H30, O135:H–, O136:H–, O143:H, 
O144:H–, O152:H–, O159:H–, O164:H–, 
O167:H– e O173:H– (ORSKOV et al., 
1991; MATSUSHITA et al., 1993; NATA-
RO & KAPER, 1998). 

EIEC foi responsabilizada por vários 
surtos epidêmicos, porém, há poucos re-
latos sobre vias de transmissão e a distri-
buição dessa bactéria na natureza. Água 
e queijo foram descritos como possíveis 
fontes (BÓRIAN et al., 1959; TULLOCH 
et al., 1973; VALENTINI et al., 1992), 
assim como a transmissão 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 veículo de transmissão foi 
um queijo importado, contaminado pelo 
sorogrupo O124 (MARIER et al., 1973). 
Segundo o órgão de controle de alimen-
tos e drogas dos Estados Unidos (Food 
and Drug Administration-FDA), os surtos 
causados por EIEC têm sido associados 
com leite e seus derivados e carne bo-
vina; no entanto, qualquer alimento ou 
água contaminados com fezes humanas 
de um indivíduo doente pode causar 
a doença em outros indivíduos (FDA, 
2009).

Pouco se conhece sobre a epidemio-
logia de EIEC, todavia os relatos mos-
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tram que a prevalência não obedece a 
um padrão de uniformidade, varia de 0,5 
a 15%. Os dados relatados nos estudos 
sobre diarreia mostram que a preva-
lência de diarreia com envolvimento de 
EIEC depende da população 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 populações, esta 
bactéria foi encontrada em 17(15,8%) 
das 107 crianças com diarreia que mora-
vam em favelas e em 16 (2,3%) das 701 
crianças com diarreia que não moravam 
em favelas. No primeiro grupo, EIEC foi 
o enteropatógeno mais frequentemente 
isolado das crianças com mais de 2 anos 
de idade, já no segundo grupo, na mes-
ma faixa etária, foi o quarto agente mais 
isolado (TOLEDO & TRABULSI, 1990). 
No Brasil, dois estudos realizados fora 
da cidade de São Paulo mostraram bai-
xa prevalência desta bactéria.

As cepas de EIEC possuem carac-
terísticas bioquímicas, genéticas e pa-
togênicas semelhantes às espécies de 
Shigella. São caracterizadas bioquimica-
mente e geneticamente com proprieda-
des específicas, que diferem das E. coli 
não invasoras, EIEC não descarboxila a 
lisina e tem a presença do gene ipaH, 
similares aos observados no gênero 
Shigella. Utilizando-se antissoros espe-
cíficos é possível diferenciar a EIEC das 
amostras do gênero Shigella (VAN DEN 
BELD & REUBSAET, 2011). Estas ca-
racterísticas fenotípicas podem, muitas 
vezes, dificultar a identificação correta 
deste patotipo, principalmente quando 
não se utiliza antissoros específicos anti-
-shigella, uma vez que alguns sorotipos 
de S. flexneri possuem o mesmo perfil 
bioquímico de EIEC (imóvel, não descar-
boxila a lisina, não fermenta a lactose e 
produz indol).

Devido à grande similaridade entre 
as duas espécies, pode-se supor que as 
duas compartilhariam um mesmo ances-

tral e que num dado momento da evolu-
ção houve uma divisão. 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 à maior incidência, os estudos 
que abordam a patogenicidade e a res-
posta do hospedeiro ficaram praticamen-
te restritos às amostras de S. flexneri. 
Essa escassez de dados de EIEC na li-
teratura deixou sem resposta importantes 
questões sobre a fisiologia e virulência 
de EIEC, bem como a resposta imune do 
hospedeiro na infecção por este micro-or-
ganismo, o que nosso grupo de pesquisa 
tem como objetivo esclarecer. 

Os micro-organismos patogênicos 
têm desenvolvido uma série de estra-
tégias para invadir o hospedeiro, evitar 
ou resistir a resposta imune e colonizar 
sítios específicos do organismo huma-
no no intuito de estabelecer e manter a 
infecção (SANSONETTI & DI SANTO, 
2007). Sabe-se que na mucosa intestinal 
é que ocorre o início da colonização bac-
teriana de EIEC no hospedeiro e, como 
conseqüência, os sintomas da doença. 
A barreira gastrointestinal é formada por 
uma monocamada de células epiteliais, 
um complexo número de agentes na 
superfície luminar e por tecidos linfóides 
organizados, constituídos por macrófa-
gos, células dendríticas e linfócitos B, 
T e NK residentes, designados a uma 
função protetora contra antígenos estra-
nhos (NEwBERRy & LORENz, 2005). 
Para manter a função intestinal ótima, 
a resposta imune inflamatória, vital no 
combate aos enteropatógenos, deve ser 
intimamente controlada. 

Há um processo complexo na co-
lonização e sobrevivência de EIEC na 
barreira gastrointestinal. Nesse proces-
so, múltiplos genes bacterianos estão 
envolvidos, tanto cromossomais, como 
plasmidiais. Os mecanismos essenciais 
de patogenicidade bacteriana de EIEC 
e Shigella nas células do hospedeiro 
(invasão, sobrevivência, escape e disse-
minação) dependem da presença de um 
plasmídio de virulência de 213 Kb (pINV) 
(HARRIS et al., 1982; SANSONETTI et 

Figura 1. Representação esquemática do Sistema de Secreção do Tipo III de 
EIEC. Ipa - proteina de invasão, Ipg – chaperonina.
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al., 1982a). Foi demonstrado que não há 
diferenças significativas entre os plas-
mídios de virulência das duas espécies 
(FORMAL et al., 1983). Observa-se tam-
bém que bactérias sem o plasmídio de 
virulência não causam ceratoconjuntivite 
em cobaias, sendo consideradas aviru-
lentas (SANSONETTI et al., 1982b). 

A maioria dessas funções está rela-
cionada a proteínas codificadas por um 
fragmento de 31Kb do plasmídio de viru-
lência formado por 38 genes. Neste frag-
mento, encontram-se os genes respon-
sáveis pela invasão e escape bacteria-
no, pela disseminação celular e inibição 
da autofagia, pela regulação da resposta 
imune do hospedeiro e pelo aparato do 
sistema de secreção do tipo III (SSTT). 
Este sistema de secreção é considerado 
um complexo sistema de transferência 
de proteínas, 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 virulência ou efetores 
irão induzir ou inibir as vias de sinaliza-
ção da célula. As modificações induzidas 
pemitem a sobrevivência intracelular 
desses micro-organismos (COSSART 
& SANSONETTI, 2004; PARSOT, 2005; 
OGAWA et al., 2008). 

EIEC, assim como Shigella e outros 
enteropatógenos, 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 antígenos 
solúveis, células apoptóticas do epitélio 
intestinal ou bactérias do compartimen-
to luminal e transportá-los para o sub-
-epitélio (Placas de Peyer), onde esses 
antígenos são reconhecidos por macró-
fagos e células dendríticas residentes 
(NEwBERRy & LORENz, 2005). A fa-
gocitose por essas células é o primeiro 
passo para a produção da resposta in-
flamatória contra as cepas bacterianas. 
Após o escape dos macrófagos e células 
dendríticas, a bactéria penetra na célula 
intestinal, pelo lado basolateral e se dis-
semina para as células adjacentes, cau-
sando uma intensa resposta inflamatória 
no local, caracterizada pela secreção 
de mediadores inflamatórios que atuam 

no recrutamento de células do sistema 
imune inato, como neutrófilos e mo-
nócitos (Figura 2). A migração dessas 
células para o local da infecção causa 
desestabilização do epitélio intestinal, 
permitindo, assim, a passagem de um 
maior número de micro-organismos que 
irão invadir os enterócitos pela superfície 
basolateral, levando a destruição tecidu-
al (TRAN VAN NHIEU & SANSONETTI, 
1999; SCHROEDER & HILBI, 2008; 
ASHIDA et al., 2011) 

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

Nos ensaios de Serèny realizados 
em nosso laboratório, foi possível ob-
servar que EIEC induz uma forma mais 
branda da doença (inflamação leve/mo-
derada), enquanto que a Shigella induz 
uma resposta pró-inflamatória exacer-
bada (inflamação severa). Além disso, 

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-
vência de enteropatógenos no hospedei-
ro é a sobrevivência ao stress ambiental. 
Enquanto transitam pelo trato gastrointes-
tinal, devem suportar pH baixo do estô-
mago (~2,5) – devido à presença do ácido 
clorídrico – e alto (~8,0) no duodeno, bem 
como os ácidos graxos presentes no in-
testino e nas fezes. Estudos realizados 
por nosso grupo evidenciaram que o pH 
baixo leva a modificações na expressão 
do lipopolissacarídeos (LPS) e nas pro-
teínas de membrana externa (OMPs) de 
EIEC, assim como na habilidade de cau-
sar ceratoconjuntivite em cobaia (Teste de 
Serèny negativo). O pH estomacal causa, 
portanto, alterações importantes na célula 
bacteriana, que poderão provocar altera-
ções na patogenicidade de EIEC. Foi ob-
servado, porém, que após a bactéria re-
tornar ao pH neutro, essas alterações são 
reversíveis dentro de 3 a 6 horas, depen-

figura 2: Representação esquemática da patogênese da infecção por EIEC.  
Através das células M, presentes na mucosa intestinal (1), a bactéria encontra ma-
crófagos residentes na lâmina própria e a fagocitose por esses macrófagos é o pri-

meiro passo para a produção da resposta inflamatória (2). Após o escape dos macró-
fagos, a bactéria penetra na célula intestinal, pelo lado basolateral (3) e se dissemina 
para as células adjacentes (4), causando uma intensa resposta inflamatória no local, 

caracterizada pela secreção de mediadores inflamatórios por enterócitos (5) e células 
dendríticas (6) que atuam no recrutamento de células do sistema imune inato, como 

os neutrófilos e monócitos (7). 
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dendo do sorotipo (AZEVEDO, 1998). Es-
sas alterações são 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 condições 
ácidas encontradas no estômago e iniciar 
sua colonização no intestino humano.

Outro aspecto bastante importante 
na colonização bacteriana é a captação 
de ferro (Fe) sob condições limitadas 
no hospedeiro. O ferro é um elemento 
essencial para todos os organismos vi-
vos, funcionando, na forma iônica como 
um biocatalisador bastante versátil. 
Apesar de sua importância, o ferro não 
está prontamente disponível nos hos-
pedeiros, nem mesmo em ambientes 
aquáticos ou terrestres. Estima-se que 
os micro-organismos requerem ferro em 
concentrações entre 10-8 a 10-6 M para 
suprir suas necessidades metabólicas. 
Contudo, apesar do conteúdo de ferro 
do plasma humano ser alto (20mM), a 
quantidade de ferro livre está na or-
dem de 10-18 M. Esta concentração ex-
tremamente baixa é insuficiente para o 
crescimento bacteriano. A maior parte 
do ferro disponível é encontrada intrace-
lularmente associada às proteínas, tais 
como mioglobina, ferritina, hemossideri-
na e em proteínas heme, como a hemo-
globina. A pequena quantidade de ferro 
extracelular está ligada às glicoproteínas 
transferrina e lactoferrina. Essas proteí-
nas estão envolvidas no transporte ou na 
estocagem do ferro e constituem siste-
mas complexos de regulação e controle 
da concentração do íon no hospedeiro. A 
presença de proteínas insaturadas liga-
das ao ferro inibe o crescimento de uma 
variedade de espécies bacterianas de-
fectivas em seus sistemas de captação 
de ferro (GUERRINOT, 1994; LITWIN et 
al., 1993; PAYNE, 1993).

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

Na membrana externa das bactérias, 

estão localizadas várias proteínas que 
exercem diversas funções. A expressão 
de muitas moléculas destas proteínas 
está sujeita às variações ambientais, 
nesta categoria, incluem-se as proteí-
nas relacionadas com o metabolismo do 
ferro (IROMP) (NEILANDS, 1982). As 
IROMPs são muitas vezes sintetizadas 
em grande quantidade, quando as cé-
lulas estão sob condições 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 concentração de Fe 
(DALL’AGNOL & MARTINEZ, 1999; AN-
DRADE et al., 2000). Esses dados suge-
rem que EIEC tem uma alta capacidade 
de adaptação, usando, se necessário, o 
sistema de captação 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 
imóvel quando se utiliza a prova clássica 
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 presença 
dos genes da flagelina em S. flexneri e 
S. sonnei, porém considerados como 
genes crípticos, e não são expressos 
durante o ciclo de vida bacteriano. Algu-
mas mutações apareceram no gene, su-
gerindo um evento recente na evolução 
e este fato, por sua vez, indicou a razão 
da falta de motilidade do gênero Shigella 
(TOMINAGA et al., 1994). Esta ausên-
cia de motilidade no gênero Shigella 
foi sugerida como um mecanismo para 
escapar da resposta imune, favorecendo 
assim a sua colonização no hospedeiro 
(COIMBRA et al., 2001). O encontro de 
flagelo em EIEC consideradas imóveis 
indica a necessidade de se esclarecer se 
a flagelina é um fator de virulência na pa-
togenicidade de EIEC, uma vez que foi 
demostrado que flagelina está envolvida 
no processo inflamatório (MIAO et al., 
2007). Nossos resultados mostraram a 
presença do gene fliC no DNA genômico 
de EIEC, a sua transcrição em RNAm, 
assim como a sua motilidade, no entan-
to, a Shigella não apresentou nenhuma 

motilidade, sugerindo uma possível di-
ferença de patogenicidade entre EIEC e 
Shigella . 

GIBOTTI e colaboradores em 2004 
observaram que amostras de diferentes 
sorotipos de EIEC apresentaram poli-
morfismo em algumas regiões de genes 
envolvidos na invasão. O polimorfismo 
presentes em cepas de EIEC é sorotipo-
-dependente, uma vez que os padrões 
de restrição foram conservados entre 
as cepas pertencentes ao mesmo soro-
tipo. Contudo, as alterações observadas 
nestes genes plasmidiais não explicam a 
diferença na patogenicidade entre EIEC 
e Shigella (GIBOTTI et al., 2004). Além 
disso, estudos mais recentes mostraram 
que os genes responsáveis pela disse-
minação celular e inibição da autofagia 
e pela regulação da resposta imune do 
hospedeiro também não possuem alte-
rações que possam explicar a diferença 
na patogenicidade entre EIEC e Shigella.

Nosso grupo descreveu pela pri-
meira vez, características fenotípicas 
e genotipicas que justificam a menor 
capacidade de EIEC causar a doença 
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, macrófagos e células dendriticas. 
Nossos resultados evidenciaram que 
a capacidade inicial de invadir a célula 
intestinal é semelhante entre EIEC e 
Shigella, porém, a expressão de genes 
de virulência, a capacidade de escape 
do fagossoma, proliferação intracelular 
e disseminação de EIEC, bem como a 
capacidade de causar danos celulares 
durante a infecção é bastante inferior 
aos obtidos com a Shigella (MORENO et 
al., 2009). Foi observado ainda um nú-
mero significativamente maior de EIEC 
no interior dos macrófagos em relação à 
Shigella após a fagocitose. Além disso, 
a Shigella apresentou maior capacidade 
de escape dos macrófagos, uma vez 
que esta bactéria foi recuperada em 
maior concentração no sobrenadante 
da cultura dos macrófagos infectados, 
quando comparada a EIEC. Também fo-
ram evidenciadas a expressão de genes 
de virulência, a produção de citocinas 
pró-inflamatórias e a morte dos macró-
fagos infectados por EIEC, ainda que 
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em menores níveis quando comparados 
aos de Shigella (BANDO et al., 2010). 
Os macrófagos 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 macrófagos 
infectados por EIEC, diferentemente da 
morte induzida por Shigella, é um pro-
cesso independente da piroptose e da 
apoptose. Especulamos como possíveis 
processos de morte celular dos macrófa-
gos infectados por EIEC a necrose e/ou 
a autofagia. 

Nosso grupo também avaliou a in-
teração bacteriana com as células den-
driticas, consideradas essenciais na 
condução da resposta imune inata e 
adaptativa na mucosa intestinal. Nossos 
resultados mostraram que EIEC indu-
ziu a produção de IL-10, IL-12 e TNF-α 
pelas células dendriticas infectadas, 
enquanto que a Shigella induziu apenas 
a produção de TNF-α. Ao contrário de 
Shigella, a infecção por EIEC aumentou 
a expressão do receptor TLR-4 e TLR-5 
em células dendriticas e diminuiu a ex-
pressão de moléculas co-estimulatórias, 
que podem cooperar para induzir a pro-
liferação de linfócitos T. Além disso, foi 
possível observar que ocorre uma maior 
proliferação de linfócitos imunizados 
com Shigella do que aqueles imunizados 
com EIEC (MORENO et al., 2012). Inte-
ressantemente, a produção da citocina 
anti-inflamatória IL-10 por macrófagos 
foi maior na infecção por EIEC do que 
a Shigella (BANDO et al., 2010). Cor-
roborando com esses resultados, em 
ensaios in vivo foi observada uma maior 
produção de citocinas pró-inflamatórias 
na infecção por Shigella, enquanto EIEC 
estimulou uma maior produção 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 à infecção por EIEC quando compa-
rado às espécies de Shigella, e que (ii) 
a EIEC apresenta uma menor virulência 
no processo infeccioso quando compa-
rado com a Shigella, e isso justificaria a 
forma mais branda da doença desenca-
deada por EIEC.
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Ciência in Foco

VIGILÂNCIA LABORATORIAL 
DA ESPOROTRICOSE ANIMAL
NA GRANDE SÃO PAULO

A esporotricose é uma doença in-
fecciosa que tem sido tradicionalmente 
atribuída ao fungo dimórfi co Sporothrix 
schenkii. Tem ocorrência mundial, mas 
uma prevalência maior em climas tro-
picais e subtropicais. A esporotricose é 
a micose subcutânea de maior incidên-
cia na América Latina(1). Já foi descrita 
no homem e animais domésticos como 
cães, gatos, bovinos, porcos, camelo e 
aves, além de ratos e animais silves-
tres(2).

A infecção é adquirida por inoculação 
traumática de materiais colonizados ou, 
raramente, inalação de conídios. No lo-
cal de inoculação do fungo surge a lesão 
primária, que pode fi car restrita ou apre-
sentar linfangite nodular, ou ainda se dis-
seminar pelo sistema linfático para ou-
tros locais do tecido cutâneo e mucosas 
(oral e nasal), além de outros orgãos. 
A evolução é sub-aguda ou crônica na 
maior parte dos casos humanos(3). 

As formas de inoculação descritas 
são o manejo de matéria vegetal e inocu-
lação por farpas de madeira, espinhos, 
arranhaduras ou mordeduras por ani-
mais. Pode ser considerada uma derma-
tose profi ssional, com casos descritos 
em agricultores, jardineiros, mineiros, 
veterinários e caçadores de tatu(2).

Hildebrando Montenegro, Maria Adelaide Galvão Dias
Laboratório de Zoonoses e Doenças Transmitidas por Vetores - Centro de Controle de Zoonoses de São Paulo

Elisabete Aparecida da Silva, Fernanda Bernardi
Núcleo de Vigilância Epidemiológica – Centro de Controle de Zoonoses de São Paulo

taXonoMia – BrEvE 
histÓrico

O primeiro relato de caso foi feito 
por Benjamin R. Schenck no E.U.A. em 
1898, relatando um ferimento no dedo 
da mão com abcesso drenando secre-
ção sero-purulenta. O fungo causador 
foi classifi cado por E. F. Smith, micolo-
gista do Departamento de Agricultura 
dos E.U.A. como Sporotrichum sp.(4). Em 
1900, Hektoen e Perkins classifi cam o 
fungo causador como Sporothrix schen-
ckii(5).

Em 1907, Lutz e Splendore relatam 
o primeiro caso de infecção humana no 
Brasil, bem como a infecção natural em 
ratos de esgoto (Rattus norvegicus)(6).

Em 2007, Marimon et. al. caracteriza-
ram S. schenckii como um complexo de 
espécies, com base em características 
moleculares, morfológicas e fi siológicas. 
Três novas espécies de importância mé-
dica foram propostas, além de S. schen-
ckii: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix 
globosa e Sporothrix mexicana(7).

EpidEMioloGia

S. schenckii é um fungo geofílico, 
sendo o seu reservatório o solo, plan-

tas e material de origem vegetal. Pode 
ser considerado um fungo endêmico na 
America do Sul e América Central, com 
casos relatados no Brasil, Colômbia, 
Uruguai, Peru, México e, mais raramen-
te, no Chile e Argentina e incidência em 
lavradores, agricultores e caçadores. Há 
casos relatados em países de clima tem-
perado como no E.U.A., Canadá, França 
e Espanha, com incidência em jardinei-
ros de orquídeas e rosas(2).

Surtos de esporotricose têm sido 
eventualmente relatados na literatura. 
Em 1942, na África do Sul, ocorreu um 
surto em pelo menos três mil minerado-
res de ouro, sendo identifi cada a presen-
ça do fungo na madeira da estrutura de 
sustentação das minas(8). 

No E.U.A., em 1988, ocorreu um sur-
to de esporotricose envolvendo pelo me-
nos 84 pessoas em 15 estados diferen-
tes. Identifi cou-se a presença do fungo 
em musgo do Gênero Sphagnum, usado 
para empacotar e despachar plantas(9).

Em 1998 teve início no Estado do 
Rio de Janeiro, Brasil, uma epidemia de 
esporotricose envolvendo gatos, cães e 
humanos, numa proporção sem prece-
dentes na literatura e que se estende até 
o presente. Dados preliminares (1998 a 
2009) indicam a ocorrência da doença 
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Proprietária de felino com esporotricose, mordida no dedão. Lesão inicial e 
forma ascendente no antebraço. (Foto: Elisabete A. da Silva)

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

em pelo menos 120 cães, 3.244 felinos 
e 2.200 seres humanos, atendidos no 
Instituto de Pesquisas Clínicas Evandro 
Chagas da Fundação Oswaldo Cruz do 
Rio de Janeiro(10).

Até o momento, a caracterização 
dos isolamentos obtidos de casos de 
esporotricose em humanos no Rio de 
Janeiro indicam que S. brasiliensis é a 
espécie responsável pela grande maio-
ria (83,4%) dos casos observados(11).

Os primeiros casos foram provenien-
tes dos municípios de Duque de Caxias, 
Rio de Janeiro, Queimados e São João 
do Meriti, todos na região metropolitana 
da cidade do Rio de Janeiro. Posterior-
mente ocorreu um aumento exponencial 
dos casos animais e humanos, envol-
vendo pelo menos mais 18 municípios; 
no entanto, a maior parte dos casos foi 
proveniente dos municípios do Rio de 
Janeiro, Duque de Caxias e São João 
do Meriti(10).

A epidemia apresenta um perfil bem 
delineado: distribuição geográfica dos 
casos na região metropolitana, em áreas 
de baixo nivel sócio-econômico (domi-
cílios com média de quatro pessoas e 
renda de três salários mínimos), 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 são o grupo mais exposto, 
pois são as que estão mais envolvidas 
com o cuidado dos felinos(10).

No Rio de Janeiro, as formas clínicas 
mais comuns em humanos têm sido a 
forma linfocutânea, seguido da cutânea 
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 à eficácia e poucos efeitos adver-
sos. Nos felinos ocorrem também as for-
mas cutâneas e linfocutâneas, no entan-
to é comum o acometimento sistêmico, 
levando a formas graves que evoluem à 
óbito se não tratadas(10).

Segundo Barros e colaboradores, a 
eliminação de animais infectados não 
parece ser uma medida adequada para 
a contenção da epidemia, sendo o in-
centivo à castração gratuita fundamental 
para manter os animais no ambiente do-
méstico. A prioridade deveria ser o trata-

mento e castração dos felinos, eutanásia 
dos casos sem possibilidade terapêutica 
e educação para posse responsável de 
animais domésticos(10). 

EsporotricosE na 
GrandE são paulo

A vigilância laboratorial da esporotri-
cose no município de São Paulo foi ini-
ciada em 2008 pelo Setor de Micologia 

do Laboratório de Diagnóstico de Zoo-
noses e Doenças Transmitidas por Ve-
tores (LabZoo) do Centro de Controle de 
Zoonoses de São Paulo (CCZ-SP), em 
gatos ferais terminais que deram entrada 
ao CCZ-SP para eutanásia. 

Para a vigilância laboratorial e o diag-
nóstico de animais com suspeita clínica, 
são coletadas amostras de exudato de 
lesões com swab estéril; no caso de le-
sões crostosas é realizado o raspado. 
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Podem ser realizadas também a coleta 
de mucosa oral com swab estéril e a im-
pressão das unhas diretamente no meio 
de cultura. O meio de cultura utilizado é 
o ágar Mycosel; as culturas são feitas 
em duplicatas e incubadas à 25 °C. Co-
lônias suspeitas são isoladas em ágar 
Saboraud, sendo realizado o microculti-
vo para identificação final.

No período 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 São 
Paulo. A partir desse rumor, iniciou-se 
uma investigação onde foi confirmada 
laboratorialmente a presença de felinos 
infectados.

Já início de 2011, o Setor de Mico-
logia do LabZoo recebeu material para 

diagnóstico de um felino com suspeita 
de criptococose, proveniente do municí-
pio de Diadema O material mostrou-se 
positivo para Sporothrix sp. A partir deste 
diagnóstico, mais felinos com esporotri-
cose foram identificados em Diadema, 
numa região próxima à divisa com o 
bairro de Pedreira, zona sul da cidade 
de São Paulo.

Após a confirmação dos casos de 
esporotricose em felinos e em um cão 
na zona leste da cidade de São Paulo, 
foram realizadas palestras informativas 
para as unidades regionais de Vigilância 
em Saúde da cidade de São Paulo, clí-
nicos veterinários da região de Itaquera 
e associação de clínicos veterinários de 
São Paulo, o que possibilitou o recebi-
mento de amostras de outras áreas da 
cidade. Com o intuito de incentivar o en-
vio de amostras clínicas dos casos sus-
peitos, o LabZoo passou a disponibilizar 
o diagnóstico gratuito de esporotricose 
animal também para as clínicas veteri-
nárias particulares.

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

Nos gatos com esporotricose ob-
servados, as lesões iniciais geralmente 
ocorrem na cabeça, principalmente no 
nariz, face e orelhas. A doença pode tor-
nar-se rapidamente sistêmica, com apa-
recimento de lesões em outras partes do 
corpo e o acometimento de órgãos como 
fígado e baço. As unhas e mucosa oral 
dos gatos doentes mostraram ser rica 
em Sporothrix sp. 

Na cidade de São Paulo, no período 
de março de 2011 a março 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 são 
mostrados na Tabela 1. Os resultados 
das amostras recebidas de outros muni-
cípios são mostrados na Tabela 2.

A identificação de casos de espo-
rotricose em gatos na área urbana da 
Grande São Paulo é preocupante pois, 
conforme observado no Estado do Rio 
de Janeiro, a transmissão da esporotri-
cose em ambiente urbano pode tornar-
-se epidêmica. Assim, a estruturação da 
vigilância da esporotricose no Estado 

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

Felino com lesões disseminadas pelo corpo. (Foto: Elisabete A. da Silva)
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taBEla 1 . EsporotricosE EM aMostras dE fElinos E caninos, aMostradas 
ou rEcEBidas dE difErEntEs distritos dE são paulo, Brasil  

Março/2011 a Março/2012 .

são paulo 

distritos EspEciE positivos nEGativos positividadE

Cambuci Felina 0 1 0%

Guaianazes Felina 1 0 100%

Itaim Paulista
Canina 0 1 0%

Felina 10 7 58,8%

Itaquera
Canina 1 9 10%

Felina 56 52 51,9%

Tremembé Felina 2 0 100%

Vila Matilde Felina 1 0 100%

total
felina 70 60 53,9%

canina 1 10 9,1%

taBEla 2: EsporotricosE EM aMostras dE fElinos E caninos, rEcEBi-
das dE difErEntEs Municípios do Estado dE são paulo, Brasil  

Março/2011 a Março/2012 .

outros Municípios

Municípios EspEciE positivos nEGativos positividadE

Campinas
Canina 0 1 0%

Felina 0 1 0%

Diadema
Canina 0 1 0%

Felina 10 0 100%

Guarulhos
Canina 0 1 0%

Felina 3 1 75%

Santo André Felina 0 1 0%

total
canina 0 3 0%

felina 13 3 81,3%

de São Paulo é estratégica para a iden-
tificação de novos casos em animais e 
humanos e a detecção de novas áreas 
de transmissão, bem como a adoção de 
medidas de controle.

Conhecer melhor o papel dos gatos 
na transmissão do fungo é provavelmen-
te a chave para a compreensão da evo-
lução da transmissão da esporotricose 
no ambiente urbano, bem como para o 
desenvolvimento da vigilância e medidas 
de controle da doença. Características 
do comportamento dos gatos, especial-
mente as luta por fêmeas e territórios 
ou mesmo as brincadeiras, possibilitam 
a transmissão da esporotricose para 
outros gatos através de arranhaduras e 
mordeduras. Em lugares onde animais 
não esterilizados circulam livremente, 
resultando no contato e, consequen-

temente, disputas, a possibilidade de 
transmissão da esporotricose é intensifi-
cada, assim como a transmissão para os 
seres humanos.

O tratamento dos animais doentes e 
a esterilização 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 doença, 
o que ocorre somente após alguns me-
ses de tratamento. O tratamento é longo 
(seis meses) e o animal deve obriga-
toriamente ficar contido neste período 
pois, além de continuar a transmitir a 
doença, gatos de vida livre podem ficar 
vários dias ausentes da residência, des-
continuando o tratamento e diminuindo 
sua eficácia.

Já a esterilização dos felinos tem 

como objetivo diminuir o hábito de vida 
livre, além de diminuir também os com-
portamentos de disputa por fêmeas e 
território.

Observa-se que a esporotricose no 
Brasil tem mudado seu perfil epidemioló-
gico a partir da identificação da epidemia 
no Estado do Rio de Janeiro: de uma 
doença de baixa prevalência e incidên-
cia em pessoas que lidam com material 
vegetal e solo, como agricultores e jar-
dineiros, para uma maior prevalência e 
incidência em gatos, donos de gatos, ve-
terinários e auxiliares que lidam com ga-
tos infectados. É preocupante também o 
fato da doença ter potencial epidêmico 
em ambiente urbano, principalmente em 
regiões de menor nível sócio-econômico.

No momento, o conhecimento a res-
peito deste novo perfil epidemiológico da 
doença ainda é restrito. Tem-se muito 
ainda que avançar no conhecimento da 
doença e do seu agente etiológico, bem 
como de possíveis fatores ambientais 
que possam estar envolvidos.
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Ciência in Foco

PRODUÇÃO DE PROTEASES 
POR FUNGOS FILAMENTOSOS 
ISOLADOS DO CERRADO 
BRASILEIRO

1 . introdução

1 .1 proteases

Proteases (ou peptídeo hidrolases) 
são enzimas que catalisam a reação 
de hidrólise das ligações peptídicas 
existentes em moléculas de proteína, 
dando origem a peptídeos menores e 
aminoácidos (Rao et al., 1998). O mer-
cado mundial de enzimas industriais foi 
estimado em 3,3 bilhões de dólares em 
2010, e acredita-se que a comercializa-
ção mundial dessas substâncias movi-
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menta anualmente aproximadamente 
300 a 600 milhões de dólares (Abidi 
2011, Savitha 2011, Gonzalez-Rabade 
2011). Dentre as enzimas de interesse 
industrial 75% são hidrolíticas, das quais 
dois terços são proteolíticas (Felix 2004, 
Savitha 2011). A relevância desse grupo 
de enzimas, rico em diversidade estru-
tural e mecanismos de ação, refl ete a 
importância de suas aplicações nos pro-
cessos industriais, como na indústria de 
alimentos, têxtil, farmacêutica, de couro 
e de detergentes (zanphorlin 2011).

As proteases são fi siologicamente 

importantes para a vida dos organismos, 
estando presente em plantas, animais e 
microrganismos (Kumari 2012). Muitos 
microrganismos secretam proteases 
para o ambiente externo a fi m de de-
gradar as proteínas, e seus produtos de 
hidrólise são utilizados como fontes de 
carbono e nitrogênio para o crescimento 
celular (zanphorlin 2011). Os microrga-
nismos representam excelente fonte de 
proteases devido à ampla diversidade 
bioquímica e à susceptibilidade à mani-
pulação 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 produção 
de enzima é extracelular e, portanto, 
de mais fácil recuperação (Germanoa 
2003). Muitos trabalhos relatam a bios-
síntese de proteases pelos gêneros 
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 ácidas, neutras 
ou alcalinas, ativas numa ampla faixa de 
pH de 4,0 a 11,0 e utilizam ampla varie-
dade de substrato. 

As proteases ácidas de importância 
comercial são geralmente de origem 
fúngica e são enzimas extracelulares em-
pregadas na indústria de alimentos e far-
macêutica (Aleksieva 2000). As proteases 
ácidas são fundamentalmente de origem 

fúngica, possuem propriedades similares 
à pepsina ou à renina, e constituem um 
grupo que apresenta melhor atividade a 
valores baixos de pH (entre 2 e 5), hidroli-
sam ampla faixa de ligações peptídicas e 
exibem geralmente atividade endo e exo 
proteolíticas. São sensíveis a reagentes 
sulfidrilas, agentes quelantes, metais 
pesados e ao DFP. A estabilidade de atu-
ação está 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 50oC. Várias proteases 
ácidas apresentam, como característica 
comum, a pequena quantidade de ami-
noácidos básicos e baixos pontos isoelé-
tricos, sendo que a massa molar média 
situa-se em torno de 35000 Da. Possuem 
interessante capacidade de ativar tripsi-
nogênio a pH entre 3 e 4. Os principais 
microrganismos utilizados são do gênero 
Aspergillus.

Os fungos filamentosos são usados 
em muitos processos industriais incluin-
do produção de fermentados, metabóli-
tos primários tais como ácidos orgânicos 
e vitaminas, e metabólitos secundários 

(antibióticos, alcalóides, giberelinas) 
(ward 2011). Além disso, os fungos fila-
mentosos são excelentes produtores de 
diversas enzimas extracelulares (amila-
ses, proteases, celulases, pectinases, 
catalases, lípases, fosfatases e gluco 
oxidases) (van den Hombergh 1997). 
Fungos filamentosos são capazes de 
crescer em meio de cultura de baixo 
custo (por exemplo, subprodutos sóli-
dos agro-industriais) e podem produzir 
quantidades importantes de enzimas 
(Hernández-Martínez 2011). 

1 .2 cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma 
brasileiro e ocupa 23% do território na-
cional, abrangendo cerca de 2 milhões 
de km2 do Brasil Central (Ratter 1997). O 
Cerrado compreende todo o Distrito Fe-
deral, os estados de Goiás e Tocantins e 
porções de Mato Grosso, Mato Grosso 
do Sul, Minas Gerais, Bahia, Piauí, Ma-
ranhão e Rondônia. Cabe ainda salientar 
a ocorrência de manchas da vegetação 
de Cerrado nos estados do Pará, Ama-
pá, Roraima, São Paulo e Paraná. 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 
está associada com a não menos des-
prezível diversidade de ambientes. No 
Cerrado a heterogeneidade espacial (a 
variação dos ecossistemas ao longo do 
espaço) é um fator determinante para a 
ocorrência de um variado número de es-
pécies. Os ambientes do Cerrado variam 
significativamente no sentido horizontal, 
sendo que áreas campestres, capões de 
mata, florestas e áreas brejosas podem 
existir em uma mesma região (Machado 
2004). O clima dessa região é estacio-
nal, em que um período chuvoso, que 
dura de outubro a março, é seguido por 
um período seco, de abril a setembro. A 
precipitação média anual é de 1.500mm 
e as temperaturas são geralmente ame-
nas ao longo do ano, entre 18oC e 28oC 
em média (Klink 2005, Ratter 1997). Os 
solos da maior parte da área do Cerrado 
são distróficos, com baixo pH e disponi-
bilidade de cálcio e magnésio, e alto teor 
de alumínio (Ratter 1997).

Figura 1. Vegetação do Cerrado. Fonte: Ratter, 1997. 
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2 . MatEriais E MÉtodos

2.1. Isolamento dos fungos fila-
mentosos

Os fungos filamentosos são prove-
nientes do solo, serrapilheira e troncos 
em decomposição das diferentes fito-
fisionomias do Cerrado brasileiro, na 
região entre os municípios de Planaltina 
de Goiás, Água Fria e Padre Bernardo, 
que ficam na região chamada Entorno 
do Distrito Federal. As amostras de solo, 
serrapilheira e tronco foram moídas 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 diluição seriada em 
placas de Petri contendo os seguintes 
meios de cultura: DRCB (Dicloran Rosa 
Bengala Cloranfenicol); DG 18 (Dicloran 
Glicerol 18%); e Ágar Aveia 4% (20g de 
farinha de aveia, 12,5g de Ágar) conten-
do antibiótico 100 ppm (Estreptomicina, 
Penicilina ou Tetraciclina).

A diluição seriada foi realizada pe-
sando-se 100g de amostra de tronco 
moído e solo peneirado misturado com 
900 ml de solução salina (NaCl 0,9%) 
previamente autoclavada. A diluição foi 
feita até 10-³. Foram retiradas alíquotas 
de 100 µl de cada diluição (10, 10-² e 
10-³) para o plaqueamento direto nos 
meios de cultura já citados. A diluição e 
o plaqueamento foram feitos em triplica-
ta. As placas de Petri foram incubadas 
a três temperaturas 28°C, 38°C e 45°C. 
Aquelas contendo meio Ágar-aveia per-
maneceram incubadas por cerca de três 
dias, sendo este o tempo médio para 
aparecimento das colônias. Já as placas 
contendo meio DRBC e DG18 permane-
ceram incubadas entre cinco e sete dias. 
Ao término do tempo de incubação, foi 
feita a contagem das colônias e extraí-
da a raiz quadrada do número de colô-
nias. No valor resultante foi baseada a 
escolha de quantas colônias diferentes 
seriam repicadas para proceder ao iso-
lamento.

Adotou-se também o procedimento 
de inóculo 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 colônias, visto 
que nem sempre o plaqueamento direto 
das três diluições resultou em colônias 
numerosas.

As diferentes colônias escolhidas 
(tanto das placas com plaqueamento di-
reto quanto aquelas com diluição seriada 
da amostra) foram submetidas a subcul-
turas periódicas até a purificação de 
cada morfoespécie. Os critérios para ob-
tenção das subculturas foram baseados 
na macromorfología das colônias, como 
cor, textura, grau de crescimento (lento 
ou rápido). Os fungos isolados foram en-
viados para a Universidade Federal de 
Lavras para serem identificados sob a 
supervisão do Prof. Luís Roberto Batista 
do laboratório de Microbiologia Agrícola.

Foram analisadas 17 espécies dife-
rentes de fungos filamentosos isolados 
do Cerrado da Região do Centro-Oeste 
Brasileiro, pertencentes ao banco de 
culturas do Laboratório de Enzimologia 
do Instituto de Biologia da Universidade 
de Brasília (UnB). As espécies utilizadas 
para avaliação da produção de protease 
encontram-se na Tabela 1.

2 .2 . condições de cultivo

Os fungos previamente armazena-
dos em glicerol a -80oC foram reativados 
em meio inclinado contendo ágar batata 
dextrose (BDA) e incubados a 28oC por 
7 dias até completo crescimento. O mi-
célio foi suspenso em aproximadamente 
5 mL de solução esterilizada composta 
de 0,9% NaCl e Tween 80. Esta suspen-
são 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 à 28oC. Após incubação 
as culturas foram filtradas e o filtrado foi 
utilizado para a quantificação da ativida-
de proteolítica.

2 .3 . triagem para atividade de 
proteases

Os estudos de seleção dos fungos 
produtores de proteases foram realiza-
dos em placas de Petri contendo 10% 
de leite desnatado em ágar (Geok 2003, 
Pereira 2001, Saran 2007). O ágar foi 
adicionado em tampão citrato-fosfato 0,1 
M (pH 5) e esterilizado separadamente 
do leite, a fim de evitar a coagulação e 
caramelização dos seus componentes, e 
posteriormente o leite foi adicionado ao 
ágar sob condições assépticas. O meio 
preparado foi vertido ainda quente em 
placas de Petri, sendo 20 mL por placa. 
Cada cultivo mantido durante 7 dias à 
28oC foi inoculado na superfície de uma 
placa de Petri. A leitura das placas foi 
feita após 24, 48 e 72 horas. Após esse 
período, as placas foram analisadas e os 
fungos produtores de proteases foram 
confirmados com a formação e visualiza-
ção de um halo ao redor das colônias. 
Foi considerado como produtor de pro-
tease todo fungo que ao redor do cresci-
mento do seu micélio formasse um halo, 
independente de seu diâmetro.

2 .4 . determinação da atividade 
proteolítica

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

taBEla 1 . funGos filaMEntosos isolados do cErrado BrasilEiro .

EspÉciEs

Aspergillus flavus Penicillium citrinum

Aspergillus foetidus Penicillium crustosum

Aspergillus versicolor Penicillium decumbens

Fusarium solani Penicillium fellutanum

Fusarium sp. Penicillium glandicola

Mucor sp. Penicillium restrictum

Paecylomices lilacinus Penicillium roqueforti

Paecylomices variotti Penicillium rugulosum

Trichoderma sp.
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por incubação de 500 µL do filtrado a 
37ºC, na presença de 500 µL de azoca-
seína a 0,5% (m/v) em tampão acetato 
de sódio 50mM, pH 5,0. A reação foi in-
terrompida após 40 min pela adição de 
500 µL de ácido tricloroacético (TCA) 
10% (m/v) para precipitação da caseína 
não hidrolisada. Após centrifugação 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 reação com KOH induz a formação da 
cor laranja no tubo teste, característica 
dos grupamentos azo em pH alcalino e a 
intensidade desta coloração foi medida 
em espectrofotômetro (Shimadzu UV-
1800) a 430 nm. 

O branco da reação foi feito com 500 
µL de tampão em substituição ao extra-
to enzimático. Este branco foi utilizado 
como solução de referência para zerar 
o espectrofotômetro. Além disso, para 
cada amostra foi feito um branco adi-
cionando-se ácido tricloroacético (TCA) 
antes da adição do extrato enzimático. 
Uma unidade de atividade enzimática foi 
definida como a quantidade de enzima 
capaz de produzir um aumento na absor-
bância de 0,001/min.

3 . rEsultados

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

Na literatura encontram-se dife-
rentes métodos desenvolvidos para 
detectar a produção de enzimas por 
espécies de microrganismos em meio 
de cultura sólido. A vantagem na de-
terminação enzimática em meio sólido 
deve-se principalmente à análise de nu-
merosas espécies de fungos, as quais 
crescem com predominância em subs-
trato sólido. Como método qualitativo, 
a vantagem do uso da incorporação de 
diferentes substratos em ágar nutriente 
consiste na sua simplicidade e baixo 
custo (Teixeira 1996).

No processo de tecnologia de fer-
mentação, os fungos filamentosos têm 
sido utilizados como produtores de dife-
rentes metabólitos primários, incluindo 
ácidos orgânicos, como ácido cítrico, 
glutâmico e kójico e ácidos graxos. 
Também são importantes produtores de 

metabólitos secundários, especialmente 
utilizados na terapêutica, por exemplo 
a penicilina, cefalosporina, lovastatina 
e taxol. Além disso, os fungos filamen-
tosos são utilizados como produtores de 
uma série de enzimas, tais como ami-
lases, celulases, pectinases, lipases e 
proteases (ward 2011).

Inicialmente, a produção de protease 
extracelular pelos fungos filamentosos 
foi verificada em placas contendo ágar-
-leite, após um período de 24 horas à 
temperatura de 28oC. Dessa forma, fo-
ram avaliadas neste trabalho 17 espé-
cies diferentes de fungos filamentosos 
pertencentes aos gêneros Aspergillus, 
Fusarium, Mucor, Penicillium, Paeci-
lomyces e Trichoderma.

Dentre as espécies analisadas 8 fun-
gos não apresentaram formação do halo 
ao redor das colônias apesar de ter sido 
observado crescimento celular. No en-
tanto, 9 espécies de fungos filamentosos 
isolados do solo de Brasília apresenta-
ram formação de halo claro ao redor das 
colônias nos ensaios para detecção da 
produção de protease em meio de culti-
vo sólido contendo caseína 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 produção de protea-
se de fungos filamentosos utilizando pla-
cas de Petri contendo ágar-leite. Dentre 
os 66 isolados de fungos filamentosos 
submetidos ao teste qualitativo para hi-
drólise da caseína, espécies do gênero 
Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces e 
Penicillium apresentaram a formação de 
halo claro ao redor da colônia, caracte-
rizando-os como produtores de prote-
ases. Dentre as espécies avaliadas, os 
autores também encontraram formação 
de halo de hidrólise de caseína nos fun-
gos Fusarium solani, Paecilomyces sp., 
Penicillium citrinum, Penicillium crus-
tosum, Penicillium fellutanum (Rodarte 
2011). Halo de hidrólise de caseína já 
foi observado para a espécie Penicillium 
decumbens isolada do solo de sistemas 
agroflorestais do Município de Bom Jar-
dim (PE) (Silva 2011). Apesar da espécie 
Aspergillus foetidus não ter apresentado 

a formação 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 seleção de 
fungos filamentosos proteolíticos tam-
bém mostraram que espécies diferentes 
ou mesmo isolados diferentes de uma 
mesma espécie podem apresentar re-
sultados diferentes com relação à produ-
ção de proteases, ou seja, a produção 
da enzima é específica para um isolado 
e não para uma determinada espécie 
(Adinarayana 2002, Braga 1998, Rodar-
te 2011). 

3 .2 . determinação da atividade 
proteolítica

Além da avaliação qualitativa, 17 
espécies de fungos filamentosos fo-
ram avaliadas quanto à atividade pro-
teolítica. A metodologia escolhida para 
essa avaliação utilizou como substrato 
a azocaseína. O método para deter-
minação da atividade proteolítica de 
enzimas utilizando azocaseína como 
substrato foi desenvolvido por Charney 
& Tomarelli (1947). A azocaseína é um 
derivado da caseína, ao qual foi adicio-
nado um grupo sulfonilamida, que tem 
coloração alaranjada. A digestão de 
uma solução de azocaseína por enzi-
mas proteolíticas resulta na formação 
de componentes coloridos solúveis em 
ácido tricloroacético. A intensidade da 
cor desenvolvida no sobrenadante, re-
sultante da centrifugação do substrato 
digerido após a adição do TCA, é fun-
ção da atividade proteolítica da enzima 
na solução (Charney & Tomarelli 1947). 
Alguns autores consideram a azocase-
ína 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 
vários tipos de substratos (caseína, 
azocaseína, hemoglobina, gelatina ou 
BSA) deve-se às diferenças nas es-
pecificidades do substrato da enzima 
produzida, ou pode ser conseqüência 
de parâmetros que afetam a produção 
da enzima protease, como composição 
do meio, pH e temperatura (Corzo 2011, 
Vermelho 1996). Ou seja, a quantifica-
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ção da atividade enzimática de protea-
se dependerá das condições ótimas do 
substrato utilizado e do tipo de protease 
que o organismo é capaz de produzir.

As melhores atividades proteolíticas 
em pH 5,0, nas condições 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 biotecnológico para 
a produção 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 produção de pro-
tease com atividades iguais a 25,43 U/
mL e 25,83 U/mL, respectivamente. Em 
outro estudo, uma atividade proteolíti-
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 produção de pro-
tease da espécie Penicillium citrinum 
(Yamaguchi 1993, Yamamoto 1993). 
O fungo Penicillium restrictum quando 
cultivado em meio sólido apresentou 
atividade proteolítica igual a 7,8 U/mL 
(Gombert 1999). A espécie Penicillium 
decumbens também apresentou alta 
atividade proteolítica com valor igual a 
14,71 U/mL. Apesar de a espécie Pe-
nicillium roqueforti apresentar atividade 
proteolítica baixa (4,45 U/mL), essa 
espécie é bastante descrita em relação 

à produção de uma aspártico-protease 
extracelular (Durand-Poussereau 1996, 
Houmard 1979, Larsen 1998).

As espécies do gênero Aspergillus 
são de grande importância 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 proteolíticas 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 proteolítica igual a 640 U/mL 
(Kranthi 2012). A espécie Fusarium sola-
ni também apresentou atividade proteo-
lítica (14,45 U/mL) e isolados da mesma 
espécie também apresentaram atividade 
enzimática (Rodarte 2011).

Figura 2. Espécies de fungos filamentosos que apresentaram formação de halo em Ágar-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. 
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4 . conclusão

A metodologia utilizada para seleção 
dos fungos filamentosos isolados do cer-
rado do Centro-Oeste brasileiro mostrou 
que 9 dentre os 17 fungos filamentosos 
testados apresentaram atividade proteo-
lítica, ou seja, produziam a enzima prote-
ase. As espécies de fungos filamentosos 
que apresentaram formação de halo claro 
ao redor das colônias nos ensaios para 
detecção da produção de protease em 
meio de cultivo sólido foram: Aspergillus 
foetidus, Fusarium solani, Paecylomices 
variotti, Penicillium citrinum, Penicillium 
crustosum, Penicillium fellutanum, Pe-
nicillium glandicola e Penicillium restric-
tum. As maiores atividades proteolíticas 
em pH 5,0, utilizando azocaseína 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 
necessária a otimização do processo fer-
mentativo dos fungos acima citados que 
apresentaram expressão de proteases 

extracelulares em meio líquido, uma vez 
que com a otimização das variáveis do 
processo poderá ser possível a indução 
de maior atividade proteolítica.
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Ciência in Foco

REMOÇÃO DE ENDOTOXINAS 
BACTERIANAS - UM 
DESAFIO NA INDÚSTRIA 
BIOTECNOLÓGICA

rEsuMo

Endotoxinas, também denominadas 
lipopolissacarídeos (LPS), são os princi-
pais contaminantes encontrados em bio-
moléculas comercialmente disponíveis 
ou substâncias biologicamente ativas, e 
que muitas vezes difi cultam o estudo dos 
efeitos biológicos das moléculas alvo. A 
presença de pequenas quantidades de 
endotoxinas em preparações de biomo-
léculas recombinantes pode causar efei-
tos secundários no organismo hospedei-
ro, tais como choque endotóxico, lesão 
de tecidos, e mesmo ocasionar morte. 
Devido a estas reações, é essencial a 
remoção de endotoxinas de soluções 
injetáveis e outros produtos biológicos 
e farmacêuticos. Uma visão geral sobre 
o tema é o escopo deste trabalho. Está 
sendo apresentada uma revisão da lite-
ratura no que diz respeito aos métodos 
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para a remoção de endotoxinas a partir 
de preparações biotecnológicas. Uma 
breve história sobre as endotoxinas é 
apresentada, seguida por uma revisão 
das propriedades químicas e físicas des-
tas moléculas e os seus efeitos fi siopa-
tológicos quando o organismo é exposto 
ao LPS excessiva ou sistemicamente. 
Uma revisão das técnicas de remoção 
de endotoxinas a partir de preparações 
biotecnológicas é descrita, enfatizando 
que a remoção de endotoxinas pode 
ser conduzida de forma mais econô-
mica com base em comparações com 
processos propostos na literatura (por 
exemplo, adsorção, extração líquido-
-líquido, ultrafi ltração, cromatografi a). 
Diferentes métodos são mencionados 
com valores de recuperação de proteína 
relativamente altos. No entanto, é dada 
especial atenção aos sistemas micelares 
de duas fases aquosas, que apresentam 

potencial para a remoção de endoto-
xinas de biomoléculas recombinantes, 
pois fornecem ambiente ameno para 
materiais biológicos. A remoção efi ciente 
e rentável destes contaminantes de pre-
parações farmacêuticas é um grande de-
safi o na indústria biotecnológica. Apesar 
do desenvolvimento de novos métodos, 
tais como os sistemas micelares de duas 
fases aquosas, em anos recentes, ain-
da faz-se necessária maior investigação 
neste campo.

1 . introdução

O desenvolvimento da tecnologia 
de DNA recombinante tem, nos últimos 
anos, possibilitado a produção em larga 
escala de várias proteínas e peptídeos 
destinados a aplicações terapêuticas. 
A recuperação e purifi cação do produ-
to é uma etapa fundamental, na qual 
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é desejável a obtenção de alta pureza 
associada a um baixo custo. Através da 
tecnologia do DNA recombinante, prote-
ínas 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-
rísticas genéticas bem conhecidas. Es-
tas proteínas são denominadas heteró-
logas, por serem obtidas por células que 
não as produzem naturalmente(8,19,40).

Durante a produção destas proteí-
nas recombinantes, somente a etapa de 
recuperação e purificação representa, 
aproximadamente, de 60 a 70% dos cus-
tos operacionais. E, no caso da E. coli, a 
recuperação e purificação do bioproduto 
recombinante exige a remoção de frag-
mentos celulares de alguns precursores 
de proteínas e de impurezas e contami-
nantes derivados da cultura celular, so-
bretudo das endotoxinas(7).

As endotoxinas são lipopolissaca-
rídeos (LPS) derivados da membrana 
celular de bactérias Gram-negativas e 
são responsáveis pela sua organização 
e estabilidade. Em indústrias farmacêu-
ticas, é possível encontrar endotoxinas 
durante os processos de produção ou no 
produto final. Apesar dos LPS estarem li-
gados à parede celular bacteriana, estes 
podem ser continuamente liberados ao 
meio. A liberação não acontece somente 
com a morte das células, mas também 
durante o crescimento e divisão celular. 
Além disso, sabendo que muitas bacté-
rias crescem em meios pobres de nu-
trientes, como em água, solução salina 
e solução tampão, é possível encontrar 
LPS em quase todos os ambientes.

A presença dos LPS, no entanto, é in-
desejável devido a sua potente atividade 
biológica que causa efeitos fisiopatológi-
cos no hospedeiro. Em condições de ex-
posição aos LPS, mesmo em concentra-
ções muito baixas (<1,0 unidade endotó-
xicas por mL), uma resposta inflamatória 
sistêmica pode ocorrer, levando a múl-
tiplos efeitos, tais como choque endo-
tóxico, lesão tecidual e morte(5,20,39,63,102). 
Contudo, os LPS não agem diretamente 
contra as células ou órgãos, mas através 
da ativação do sistema imune, especial-
mente através de monócitos e macrófa-
gos, com a liberação de uma série de 
mediadores pró-inflamatórios, como o 

fator de necrose tumoral (TNF) e inter-
leucinas (IL-6 e IL-1). O nível máximo de 
LPS por aplicação em via intravenosa de 
produtos farmacêuticos e biológicos é 
definido como 5,0 unidades endotóxicas 
(UE) por kg de peso por hora, preconi-
zado em todas as farmacopéias(15). O 
termo UE descreve a atividade biológica 
de uma endotoxina, por exemplo, 100 pg 
de uma endotoxina padrão EC-5 e 120 
pg de endotoxina proveniente de E. coli 
O111:B4 têm atividade de 1,0 UE(15).

Na indústria biotecnológia, bactérias 
como E. coli são amplamente utilizadas 
para gerar bioprodutos a partir de DNA 
recombinante, tais como peptídeos e pro-
teínas. Consequentemente, estes produ-
tos estão contaminados com LPS(25). Por 
esta razão, biomoléculas obtidas a partir 
de bactérias Gram-negativas devem ser 
livres de LPS para não induzir nenhum 
tipo de efeito quando administradas em 
animais ou seres humanos. No entanto, 
os LPS são moléculas estáveis e resis-
tem a extremas variações de tempera-
turas e de pH em comparação com as 
proteínas(25,66). Diferentes processos têm 
sido desenvolvidos para a remoção de 
LPS de proteínas, baseados nas proprie-
dades físico-químicas destas moléculas. 
Estes processos incluem resinas de afi-
nidade por LPS, extrações por sistemas 
de duas fases aquosas, ultrafiltração, 
cromatografia de interação hidrofóbica, 
cromatografia de troca-iônica, entre ou-
tros. Estes procedimentos promovem 
diferentes graus de sucesso na separa-
ção de LPS de proteínas, que são estri-
tamente dependentes das propriedades 
da biomolécula de interesse(41).

Antes de contemplar as principais 
técnicas de remoção de LPS de prepa-
rações biotecnológicas, tópicos como 
as propriedades físico-químicas e os 
mecanismos de ação destas moléculas 
devem ser considerados.

1 .1 . lps e suas propriedades 
físico-químicas

As bactérias Gram-negativas apre-
sentam toxinas estáveis que constituem 
a estrutura da membrana celular, os LPS 
(também conhecidos como endotoxinas 
ou pirogênios), os quais participam na 
interação com o ambiente e com possí-
veis hospedeiros(65). Ainda que ligados 

às células, os LPS são continuamente 
liberados no meio(67).

Em geral, os lipopolissacarídeos 
apresentam estrutura anfifílica composta 
de uma cabeça polar heteropolissacarí-
dica e uma cauda apolar (lipídeo), como 
esquematizado na Figura 1. Na maioria 
das espécies, estes LPS são constituí-
dos por três regiões distintas: (a) a re-
gião O-Antígeno, que é variável e define 
a sorologia e identidade da bactéria; (b) 
a Região Interna oligossacarídica, que 
corresponde a uma estrutura conserva-
da dentre as bactérias sendo que até o 
momento foram definidos 5 tipos diferen-
tes; e (c) a Região lipídica ou lipídeo A, 
que é altamente conservada(73). A região 
lipídica mantém a molécula ligada à 
membrana, enquanto que a região hete-
ropolissacarídica, constituída do interior 
oligossacarídico e da superfície antigê-
nica, é exposta ao ambiente.

O lipídeo A é responsável pela maio-
ria das atividades biológicas da molécu-
la; ou seja, pela sua ação tóxica(51,66,97). 
É composto de um dissacarídeo de 
glucosamina, altamente substituído 
por ácidos graxos de cadeia longa com 
grupamentos amida e éster. O ácido 
graxo com ligação amida mais comum, 
com cadeia de 14 carbonos, é o ácido 
3-hidroximirístico. Os ácidos graxos 
com ésteres ligados são mais variá-
veis e comumente incluem os ácidos 
cáprico, láurico, mirístico, palmítico e 
esteárico(68). Essa parte hidrofóbica da 
molécula dos LPS organiza-se em uma 
forma hexagonal, resultando em uma 
estrutura mais rígida, quando compa-
rada com o restante da molécula. Até 
o momento, não são conhecidos LPS 
livres de lipídeo A(45,66,76).

O oligossacarídeo possui sua estru-
tura formada por uma região com o áci-
do 2-ceto-3-deoxioctônico (KDO) ligado 
a heptoses e outra região ligada a he-
xoses. O KDO está sempre presente na 
molécula de LPS e vem sendo utilizado 
como um indicador na análise de LPS 
(Figura 2). Em E. coli cinco diferentes 
tipos de sequência de oligossacarídeos 
são conhecidas. Na espécie Salmonella 
somente uma sequência foi descrita(68). 
Os oligossacarídeos próximos à região 
lipídica e o lipídeo A são parcialmente 
fosforilados (pK1=1,3; pK2=8,2 dos gru-
pos fosfatos no lipídeo). Dessa maneira, 
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as moléculas de LPS exibem carga ne-
gativa em soluções com pH superiores 
a 2,0(26).

A região do O-antígeno é geral-
mente composta por uma sequên-
cia de oligossacarídeos idênticos 
(3-8 monossacarídeos), os quais são 
específicos para cada espécie de 
bactéria e determinam a identidade 
sorológica da respectiva bactéria, 
permitindo a identificação de mais de 
1000 sorotipos de Salmonella e mais de 
100 sorotipos de E. coli(66).

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

gossacarídeo. As massas molares de 
2,5 kDa são deficientes em O-Antígeno 
e de 70 kDa apresentam O-Antígeno 
muito longo. Estudos demonstraram que 
os LPS podem formar vários agregados 
supramoleculares em solução aquosa, 
pois sua estrutura apresenta caráter 
anfipático. Provavelmente isso ocorre 
devido às interações não polares entre 
cadeias lipídicas, bem como ligações ge-
radas entre os grupos fosfato por cátions 
divalentes(5).

Os agregados formados vêm sendo 
estudados por microscopia eletrônica e 
outras técnicas analíticas, tais como di-
fração de raios-x, espectroscopia FT-IR 

e RMN (ressonância magnética nuclear). 
Os resultados têm mostrado que os LPS 
em soluções aquosas podem agregar-
-se em diferentes estruturas, formando 
arranjos invertidos cúbicos e hexagonais, 
como micelas e vesículas, com diâmetros 
acima de 0,10 µm e tamanho molecular 
superior a 1.000 kDa (vesículas), com alta 
estabilidade, dependendo das caracterís-
ticas da solução como pH, presença de 
íons, tensoativos, entre outros(16,23).

Como mencionado anteriormente, 
estas moléculas são altamente estáveis 
à temperatura e não são destruídas em 
processos de esterilização (121 °C por 
30 minutos, calor úmido). Para a inati-
vação da molécula de LPS é necessário 
aplicar temperatura de 250 °C por mais 
que 30 minutos ou 180 °C por mais que 
3 horas(23,80). Os LPS são destruídos 
também por determinados agentes oxi-
dantes como permanganato de potássio, 
mistura sulfocrômica, água oxigenada, 
entre outros, dependendo, contudo, do 
tempo de contato utilizado. Soluções 
de ácidos e bases devem apresentar 
concentração maior que 0,10 mol/L para 
serem capazes de inativar os LPS em 
equipamentos de laboratório(69).

1 .2 . Mecanismos de ação dos 
lps

Os LPS exercem seus efeitos quan-
do a parede celular de bactérias Gram-
-negativas sofre lise. Os antibióticos 
usados para tratar doenças causadas por 
bactérias Gram-negativas podem lisar as 
células bacterianas. Essa reação libera 
os LPS e pode levar a uma piora imediata 
dos sintomas, mas a condição usualmen-
te melhora à medida em que os LPS são 
degradados. Os principais sintomas do 
hospedeiro são calafrios, febre, fraqueza, 
dores generalizadas e, em alguns casos, 
choque, podendo até mesmo levar o in-
divíduo a óbito. Outra consequência da 
ação dos LPS é a ativação das proteínas 
da coagulação do sangue, causando a 
formação de pequenos coágulos. Esses 
coágulos obstruem os capilares e o re-
sultante suprimento sanguíneo diminuído 
induz à morte dos tecidos. Essa condição 
é referida como coagulação intravascular 
disseminada(96).

A ação biológica dos LPS está as-
sociada à porção lipídica da molécula. 

Figura 1. Estrutura química dos LPS de E. coli O111:B4 de acordo com Ohno 
e Morrison (1989)(64). Abreviações: Hep (L-glicerol-D-mano-heptose); Gal 
(galactose); Glc (glicose); KDO (ácido 2-ceto-3-deoxioctônico); NGa (N-acetil-
-galactosamina) e NGc (N-acetil-glicosamina).
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Porém, a porção O-Antígeno dos LPS 
é responsável, em grande parte, pela 
antigenicidade específica das bactérias 
Gram-negativas, que responde por milha-
res de sorotipos. A perda do O-Antígeno 
resulta na perda da virulência e sugere 
que esta porção é importante durante a 
interação parasita-hospedeiro. Endotoxi-
nas “mutantes”, livres dessa porção, são 
mais susceptíveis a serem fagocitadas e 
eliminadas. Mutantes ausentes da porção 
lipídica não foram isolados, exceto em 
condições letais, segundo Beutler e Cera-
mi (1988)(10), os quais acreditam que essa 
região deva ser essencial para a viabilida-
de da célula.

Os humanos são extremamentes 
sensíveis aos LPS. Quantidades muito 
pequenas são suficientes para deflagrar 
o estado de choque. Frente à infecção 
por bactérias Gram-negativas, o indiví-
duo está exposto tanto ao LPS ligado 
à membrana da bactéria, quanto à en-
dotoxina livre (fragmentos da parede 
celular), que normalmente é liberada 
durante a multiplicação bacteriana. Os 
LPS são capazes de induzir as células 
mononucleares humanas (MNC) a pro-
duzirem interleucina-1 (IL-1) e fator de 
necrose tumoral (TNF), que são duas 
citocinas integrantes da resposta imu-
ne(56). Dentre os múltiplos efeitos bioló-
gicos da IL-1 destaca-se: a febre (ação 
no hipotálamo); a neutrofilia (ação na 
medula óssea); a proliferação de colá-
geno (estímulo de fibroblastos); a libe-
ração de aminoácidos dos músculos; a 
produção de IL-2 (ação nas células T) 
e a produção de anticorpos (ação nas 
células B)(56). Os LPS interagem com di-
ferentes fases do sistema imunológico. 
Após penetrarem na circulação, ligam-se 
a lipoproteínas plasmáticas, que resulta 
em redução de sua atividade biológica. 
Mesmo assim, ativam o complemento, 
induzem a coagulação, afetam a função 
hepática e o sistema neuro-endócrino. 
Essa diversidade de respostas fisioló-
gicas leva à eliminação dos LPS, seus 
fragmentos, e até mesmo de bactérias 
Gram-negativas. Porém, devido às altas 
concentrações ou maior sensibilidade 
aos LPS, as ações do sistema imuno-
lógico tornam-se incontroláveis e insufi-
cientes para o organismo(82).

Nos últimos 20 anos inúmeros es-
forços têm sido feitos para desenvolver 

proteínas terapêuticas, baseadas em 
anticorpos IgG e IgM, que visam à pro-
teção contra a intoxicação por LPS, um 
problema comum em hemodiálises e in-
fecções bacterianas agudas. Apesar de 
mostrarem-se promissoras, as tentativas 
clínicas não obtiveram sucesso, sendo 
uma das razões a grande variedade das 
estruturas químicas dos LPS(9,17,91,95,103).

Em síntese, acredita-se que a febre 
(resposta pirogênica) causada por LPS 
ocorra como ilustrado na Figura 3. Quan-
do as bactérias Gram-negativas são in-
geridas por células fagocíticas (etapa 1) 
e degradadas em vacúolos (etapa 2), os 
LPS da parede celular bacteriana são 
liberados. Estes LPS induzem à forma-
ção de pequenas moléculas protéicas 
pelos macrófagos, denominadas inter-
leucinas-1 (IL-1), que são transportadas 
pelo sangue até o hipotálamo (etapa 
3). A IL-1 induz o hipotálamo a liberar 
lipídeos denominados prostaglandinas 
(etapa 4), que reajustam o termostato do 
hipotálamo a uma temperatura maior. O 
resultado dessa sequência de reações é 
a febre(96).

O choque séptico (ou choque endo-
tóxico) está relacionado à secreção de 
uma substância pelos macrófagos. A 

fagocitose de bactérias Gram-negativas 
faz com que os fagócitos secretem um 
polipetídeo denominado fator de necro-
se tumoral. Este fator liga-se a muitos 
tecidos no organismo, e um dos seus 
efeitos é lesar os capilares sanguíneos; 
sua permeabilidade é aumentada, e eles 
perdem grandes quantidades de líquido. 
O resultado é uma queda na pressão 
arterial que leva ao choque. Essa pres-
são baixa tem efeitos sérios sobre os 
rins, pulmões e no trato gastrointestinal. 
A presença de LPS no organismo não 
desencadeia a formação de antitoxinas 
efetivas para conter o efeito de toxicida-
de(96).

2 . tÉcnicas dE rEMoção 
dE lps

O tema sobre a remoção de LPS tem 
sido o motivo de muitas pesquisas cien-
tíficas. A discussão de aspectos perti-
nentes no tocante à remoção de LPS de 
preparações biológicas, bem como uma 
ampla revisão das pesquisas existentes 
são obrigatórias para elucidação de es-
tudos futuros.

Afinal de contas, as moléculas de 
LPS podem ser consideradas estáveis 

Figura 2. Membrana interna e externa de E. coli K-12 de acordo com Raetz et 
al. (1991)(72). Nos LPS os desenhos ovais e retangulares representam resídu-
os de açúcares, enquanto círculos representam grupos com cabeça polar de 

vários lipídeos. 
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frente à temperatura e pH; consequen-
temente, a remoção dessas substâncias 
se torna uma das tarefas mais difíceis 
nos processos de purificação de biomo-
léculas de interesse produzidas por bac-
térias Gram-negativas(87,75).

Os avanços na biotecnologia abriram 
inúmeras possibilidades para a produção 
em grande escala de muitas biomolécu-
las que são importantes para a pesquisa 
nas áreas farmacêuticas e industriais. O 
desenvolvimento de técnicas e métodos 
de separação e purificação de proteínas 
e outras biomoléculas tem sido de funda-
mental importância para muitos desses 
avanços no setor biotecnológico(77,78). 
As biomoléculas provenientes de E. coli 
recombinante podem ser expressas de 
forma solúvel extracelular, solúvel intra-
celular, constituição de membranas ou 
corpos de inclusão. Nos três últimos ca-
sos, é necessário o uso de processos de 
ruptura celular para recuperar a biomolé-
cula de interesse, que levam à liberação 
de grandes quantidades de LPS.

A remoção dos LPS se torna mais 
desafiadora quando associada a bio-
moléculas sensíveis à temperatura e ao 
pH, como as proteínas por exemplo(35). 
Inúmeros métodos são tradicionalmente 
utilizados para reduzir a contaminação 
por LPS de preparações protéicas, in-
cluindo cromatografia de troca-iônica, 
adsorção por afinidade, como L-histidina 
imobilizada, poli-L-lisina, polimixina B, 

cromatografia de filtração em gel, ul-
trafiltração, centrifugação de gradiente 
de sacarose e separação 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 remoção de LPS dependerá 
das características físico-químicas da 
biomolécula-alvo requerida(41).

Algumas técnicas geralmente empre-
gadas para remoção de LPS são ultra-
filtração e cromatografia de troca-iônica. 
A ultrafiltração, embora efetiva, remove 
LPS da água e é um método ineficiente 
na presença de proteínas que podem 
ser danificadas por forças físicas, so-
bretudo tensão de cisalhamento(71,88,92). 
Para a remoção de LPS de preparações 
de proteínas recombinantes, a solução 
de proteína 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 soluções 
protéicas, já que apresenta afinidade 
pelos grupos fosfatos presentes na es-
trutura dos LPS, e também pode ser um 
método empregado na remoção deste 
contaminante(50).

Outro processo utilizado para a 
remoção de LPS, a cromatografia de 
troca-iônica, possui a vantagem de apre-
sentar resinas carregadas e tem sido 
extensivamente usada para adsorção 

de moléculas de LPS. Porém, quando 
proteínas negativamente carregadas 
necessitam ser purificadas, elas podem 
co-adsorverem sobre a matriz e causar 
perda significativa do material biológico 
de interesse. E ainda, proteínas positi-
vamente carregadas podem formar com-
plexos com os LPS, o que pode causar 
assim um arraste das proteínas pelos 
LPS ao longo da coluna, e consequen-
temente, minimizarem a eficiência do 
processo de purificação(5).

Uma variedade de técnicas de remo-
ção de endotoxinas foram analisadas(99). 
Adsorventes, como carvão ativado(61) ou 
resinas de troca-iônica(88), ocasionam 
baixa seletividade e baixa recuperação 
de proteína-alvo. Ultrafiltração(22,85) e cro-
matografia de exclusão exigem que haja 
grande diferença de tamanho entre a 
proteína-alvo e os LPS, e ainda não são 
eficazes se este contaminante se liga 
fortemente à proteína-alvo(6). Ligantes de 
afinidade para LPS, como a histamina(58), 
histidina(6) , e polimixina B(6,28) ou poli ami-
natos como g-metil L-glutamato(24) são 
razoavelmente eficazes para remoção 
de LPS e com recuperação de proteína 
relativamente alta. A imobilização por 
poli-L-lisina-Sepharose e DEAE-Sepha-
rose(6) também tem se mostrado eficaz 
para remoção de LPS de soluções de 
proteínas com taxas de remoção de até 
104 UE/mL, com contaminação inicial de 
106 UE/mL. Ambos os processos citados 
só podem ser utilizados se os níveis de 
contaminação são iguais ou inferiores a 
106 UE/mL, a fim de se obter níveis to-
leráveis de contaminação final inferiores 
a 5,00 UE/mL(6). Altas concentrações 
iniciais de LPS, variações do ponto iso-
elétrico (pI) da proteína e de força iônica 
podem ocasionar baixa recuperação da 
proteína-alvo(24) e baixas taxas de remo-
ção de LPS(6,54).

O sucesso destas técnicas para a re-
moção de LPS é estritamente dependen-
te das características físico-químicas da 
proteína-alvo requerida(41). No entanto, 
a baixa concentração obtida e sensibi-
lidade térmica da proteína-alvo podem 
trazer dificuldades para a purificação de 
biomoléculas de interesse biotecnológi-
co e, portanto, envolver técnicas de alto 
custo.

Na busca por métodos alternativos, 
processos por extração líquido-líquido 

Figura 3. Mecanismo proposto pelo qual os LPS causam febre. Adaptado de 
Tortora et al. (2000)(96).
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realizado em vários tipos de siste-
mas aquosos têm sido largamente 
investigados na área de Biossepara-
ção(3,11,30-34,46-49,52,53,62,74,89,90).

Estudos prévios mostraram que o 
uso da separação de fases por Triton 
x-114 também pode ser aplicado para 
a remoção de altas concentrações 
de LPS para a purificação de prote-
ínas(1,2,12,14,29,45-48,55,75,79,84). Além disso, 
apresentam baixo custo, fácil manipu-
lação, e oferecem um ambiente ameno 
para as biomoléculas. 

Esse processo proporciona seleti-
vidade na partição de proteínas de in-
teresse e dos contaminantes, segundo 
a hidrofobicidade de cada componen-
te. Desta maneira, o SMDFA pode ser 
empregado para remover LPS conta-
minante proveniente da produção de 
proteínas recombinantes de interesse 
farmacêutico. 

2 .1 sistemas de duas fases 
aquosas 

O Sistema Micelar de Duas Fases 
Aquosas (SMDFA) é um tipo específico 
de extração líquido-líquido que explora o 
fato de algumas moléculas de tensoati-
vo, sob determinadas condições, serem 
capazes de se separar espontaneamen-
te em duas fases aquosas, ainda que 
imiscíveis, sendo que proteínas e outras 
biomoléculas podem se distribuir de for-
ma desigual entre essas fases(43). 

Agentes tensoativos são moléculas 
anfifílicas compostas por uma porção 
hidrofílica, região da molécula que pos-
sui afinidade pela molécula de água e 
que é denominada de “cabeça polar”, ou 
simplesmente “cabeça”, e uma porção 
hidrofóbica, região da molécula que não 
possui afinidade pela molécula de água 
e que é denominada de “cauda apolar”, 
ou simplesmente “cauda” (Figura 4). 

Os tensoativos podem ser classi-
ficados em: (a) iônicos, que possuem 
cabeça positivamente ou negativamente 
carregada; (b) não-iônicos, possuindo 
cabeça polar capaz de realizar ligações 
de hidrogênio com a água; e (c) zwitteri-
ônicos, possuindo cabeça caracterizada 
por um dipolo. Dodecil sulfato de sódio 
(SDS), brometo de cetiltrimetilamônio 
(CTAB), polioxietileno p-t-octil fenol (Tri-
ton x-114) e dioctanoilfosfatidilcolina 

Figura 5. Representação esquemática de um sistema micelar de duas fases 
aquosas para o tensoativo não-iônico Triton X-114. O sistema exibe uma única 

fase a baixas temperaturas; com o aumento da temperatura, se separa em 
uma fase rica em micelas (fase concentrada - Fc ) que coexiste com uma fase 

pobre em micelas (fase diluída - Fd ). Adaptado de Nikas et al. (1992)(62). 

Figura 4. Estrutura do monômero 
de um tensoativo, na qual pode ser 

visualizada a porção da cabeça 
polar de caráter hidrofílico, e a 

porção da cauda apolar de caráter 
hidrofóbico. 

(C8-lecitina) são exemplos de tensoati-
vos aniônico (carregado negativamen-
te), catiônico (carregado positivamente), 
não-iônico e zwitteriônico, respectiva-
mente(27).

Em solução aquosa as moléculas 
tensoativas podem exibir diversos tipos 
de comportamento, dependendo da 
concentração e características da so-
lução. Em soluções com concentração 
de tensoativo abaixo da concentração 
micelar crítica (CMC), específica para 
cada tensoativo, as moléculas deste 
deslocam na interface ar-água, proje-
tando suas caudas apolares em direção 
à fase ar de forma a minimizar o con-
tato com a água. Esse fenômeno ex-
plica a terminologia inglesa surfactant 
(surface-active agent). A maioria dos 
tensoativos apresenta solubilidade mí-
nima na fase aquosa, devido ao caráter 
hidrofóbico do grupo apolar. Por outro 
lado, em soluções com concentrações 
de tensoativos superiores à CMC, além 
da adsorção na interface, as moléculas 
desses formam agregados conhecidos 
como micelas, nos quais as caudas 
hidrofóbicas se associam no interior, 
minimizando o contato com a água, e 
as cabeças polares permanecem na pe-
riferia das micelas, que maximizam seu 
contato com a água(23,94).

De um modo mais específico, uma 
solução aquosa de tensoativo não-iônico 
é capaz de se separar macroscopica-
mente em duas fases, com o aumento 

da temperatura, que resulta num am-
biente concentrado, rico em micelas e 
outro diluído, pobre em micelas, como 
mostra a Figura 5. Como a concentra-
ção do tensoativo em ambas as fases 
excede a CMC, micelas estão presentes 
tanto na fase superior quanto na fase in-
ferior(44). Ambas as fases contêm micelas 
cilíndricas ou esféricas, as quais podem 
ser modeladas como micelas formadas 
por um corpo cilíndrico terminado em 
duas micelas esféricas nas extremida-
des(70,98,104). 

Contudo, as micelas presentes na 
fase micelar (concentrada em micelas – 
Fc) são maiores (mais alongadas) e mais 
numerosas do que as presentes na fase 
pobre em micelas (fase diluída – Fd). A 
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distinção no ambiente físico-químico 
das duas fases formadas é a base da 
utilização dos sistemas que envolvem 
processos de extração de materiais bio-
lógicos(44).

O êxito desse sistema depende da 
habilidade em manipular a composição 
das fases, influenciando no coeficiente 
de partição da biomolécula de interesse 
e na seletividade. Existem muitas possi-
bilidades para manipular a composição 
do sistema de forma a obter fases com 
características diferenciadas, como 
por exemplo: (a) escolha dos agentes 
tensoativos e de sua concentração; (b) 
escolha da temperatura de partição do 
ensaio; (c) escolha do tampão e da força 
iônica; e (d) modificação química do ten-
soativo ligado à molécula com afinidade 
à biomolécula-alvo(101).

Esse princípio de separação tem 
sido extensamente utilizado com su-
cesso na extração e na purificação 
de inúmeros materiais biológicos, tais 
como proteínas(36,42,98), vírus(33), antibióti-
cos(4,37,83), extração de proteína-alvo de 
cultura não clarificada de microorganis-
mos(18), separação de proteínas em larga 
escala(59,86), DNA e ácidos nucléicos(18), 
solubilização de membrana(21), proteí-
nas geneticamente modificadas(86,52,46,47), 
enzimas(48,74), peptídeos(32), entre outros. 

A utilização dos SMDFA para remo-
ção de moléculas contaminantes como 
os LPS, consiste em uma estratégia 
primossora já que se acredita que as 
moléculas de LPS sejam estruturadas 
em agregados micelares mistos na fase 
concentrada em micelas. Essas intera-
ções possivelmente ocorrem por intera-
ções apolares de cadeias alquílicas do 
lípideo A e dos tensoativos. Assim, com 
a separação das fases pela elevação da 
temperatura, moléculas de LPS podem 
ser removidas na fase concentrada em 
micelas (Fc). Nesse sentido, o SMDFA 
composto por Triton x-114 que apre-
senta um ponto de névoa (TNÉVOA) de 
aproximadamente 25,0°C (1,0% (p/p)) 
mostra-se vantajoso para a purificação 
de biomoléculas termossensíveis(2,11,44).

Alguns trabalhos encontrados na 
literatura que mostram a utilização do 
processo por SMDFA como etapa para 
a remoção de LPS, foram investigados 
por Adam et al. (1995)(1). Esses autores 
utilizaram o tensoativo Triton x-114 e 

mostraram redução de LPS de 100 ve-
zes em duas etapas, com concentração 
final de 30 UE/mg e 50,0% de perda de 
bioatividade. Além disso, redução de 
aproximadamente 100 vezes de LPS foi 
relatada por Cotton et al. (1994)(14) de 
preparações de DNA plasmídico, com 
concentração final de 0,1 UE em 6 µg de 
DNA. Uma comparação entre o proces-
so de adsorção por afinidade e SMDFA 
(por Triton X-114) para a purificação de 
proteínas recombinantes, como mioglo-
bina e isoenzimas de creatina quinase, 
foi descrito por Liu et al. (1997)(45). Esses 
autores concluíram que o processo por 
SMDFA foi o mais efetivo, o qual reduziu 
a concentração de LPS para 2,5-25 UE/
mg, representando remoção de aproxi-
madamente 99,0%.

Reichelt et al. (2006)(75) testaram a 
remoção de LPS através da cromatogra-
fia de afinidade por tag de histidina, com 
uma etapa de lavagem utilizando Triton 
X-114. A aplicação de 0,1% de Triton 
x-114 nas etapas de lavagem foi bem 
sucedida na redução de LPS durante 
a purificação de proteínas. Os ensaios 
realizados com determinadas proteínas 
continham concentrações de 2.500 até 
34.000 UE/mg de LPS; após a purifica-
ção com Triton x-114, as concentrações 
finais de LPS obtidas foram de aproxi-
madamente 4,0 a 0,20 UE/mg.

Aida e Pabst (1990)(2) relataram um 
método para redução de LPS em solu-
ções protéicas usando Triton x-114 no 
qual o tensoativo auxilia a dissociação 
entre LPS e proteínas, enquanto tam-
bém proporciona uma separação de 
fases capaz de remover os LPS. De 
acordo com esses mesmos autores, a 
separação de fases usando Triton x-114 
foi efetiva e reduziu os LPS de soluções 
de três proteínas diferentes (citocromo c, 
albumina e catalase). O primeiro ciclo de 
separação de fases reduziu a concentra-
ção de LPS em 103 vezes. Ciclos adicio-
nais de separação de fases resultaram 
em remoção completa de LPS. Os LPS 
foram encontrados na fase concentrada, 
rica em micelas, e a biomolécula de inte-
resse foi recuperada na fase diluída do 
sistema.

Liu et al. (1997)(45) demonstraram que 
a separação de fases por Triton x-114 
foi empregada também em outras prepa-
rações de proteínas recombinantes. Os 

pesquisadores executaram três ciclos 
de separação com Triton x-114 e a con-
centração de LPS em todas as proteínas 
recombinantes derivadas de E. coli fo-
ram reduzidas a 99,0% da concentração 
inicial. Além disso, a imunoatividade, a 
integridade física e a atividade biológica 
da proteína permaneceram inalteradas 
depois do processo de separação de 
fases. A separação de fases pode ser 
repetida em passos múltiplos até que 
as concentrações de LPS na fase diluí-
da alcancem um nível satisfatório. EPS 
(exopolissacarídeo, semelhante aos 
LPS) proveniente de Klebsiella sp I-714 
também foram removidos depois de 
duas etapas de extração com 2,0% de 
Triton x-114, com somente o dobro da 
diminuição da atividade biológica(1). Além 
disso, esse método também foi empre-
gado com sucesso para a remoção de 
LPS proveniente de Pseudomonas sola-
nacearum, bastonete Gram-negativo(1).

Desta maneira, extração com Triton 
X-114 é rápida, eficiente, não degradati-
va e tem se mostrado bastante eficiente 
na remoção de moléculas de LPS de 
preparações biológicas. Ressalta-se, 
entretanto, que alguns tensoativos em-
pregados são relativamente caros e, 
ainda, podem afetar a bioatividade da 
proteína-alvo(41). 

3 . considEraçõEs finais E 
pErspEctivas

Apesar de todas as alternativas apre-
sentadas, consideramos que a remoção 
de endotoxinas de preparações biotec-
nológicas continua sendo um grande 
desafio. Além disto, acreditamos que o 
emprego de sistemas micelares de duas 
fases aquosas para remoção de LPS é 
efetivamente uma estratégia interessan-
te e que merece ser mais explorada no 
sentido de se estabelecerem condições 
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 produção 
de proteína recombinantes. De acordo 
com os resultados(46,47), a partir de uma 
concentração inicial de endotoxinas da 
ordem de 107 UE/mL, a separação de 
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fases usando Triton X-114 foi eficaz na 
remoção 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 purificação de soluções 
contendo biomoléculas recombinantes 
expressas em E. coli, no entanto, as 
condições otimizadas ainda foram pouco 
investigadas e requerem mais estudos.
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Em 2009 a Sociedade Brasileira de Microbiologia implantou o Selo de Qualidade 
SBM, com o objetivo de promover a certificação de produtos sanitariamente adequados 
quanto à presença de microrganismos. Em paralelo ao Selo, foi criado o Departamento 
de Avaliação de Produtos pela SBM, responsável pelas análises e pesquisas dos produ-
tos, incluindo as embalagens e informações ao consumidor. 

A certificação do produto começou a ser uma exigência do mercado e os fabrican-
tes passaram a se preocupar mais em adequar sua produção e seus produtos dentro 
de parâmetros qualitativos e com preços competitivos. O programa de certificação da 
SBM visa certificar produtos quanto a sua qualidade microbiológica e/ou sua capacidade 
germicida. 

O processo de certificação pela SBM segue um programa internacional, cujas diretri-
zes emanam da Organização Mundial de Saúde.

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 líquido e 
gel anti-séptico. Este selo foi concedido após avaliação de parecer técnico-específico 
emitido por especialistas indicados pela SBM.

Selo de Qualidade SBM 
Confiança na qualidade  

do produto

como solicitar o selo sBM

As empresas interessadas em encaminhar seus produtos para avaliação do programa de certificação da SBM devem: 
- Enviar carta à 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 já realizados sobre o produto, como análises, pesquisas e formulação, além de informações 

adicionais que houver; 
- Caso a comissão de avaliação achar necessário, novos testes em laboratórios credenciados poderão ser solicitados.

vigência é de 24 meses

Depois do envio deste material, o SBM firma com a empresa solicitante um protocolo de pesquisa, informando os objetivos, procedi-
mentos e tempo de estudo. A realização dos ensaios dura entre 30 a 90 dias e todas as análises realizadas, materiais e equipamentos 
utilizados obedecem a normas específicas para cada produto. Sendo o produto aprovado, deverá a Empresa assinar um Contrato que 
rege todos os pontos do relacionamento com a SBM, passando a efetuar um pagamento mensal pela utilização da marca. Este valor 
mensal também é definido conforme o resultado da análise do Questionário de Perfil da Empresa.

Para tornar possível mais essa atividade da SBM, foi realizado um convênio de parceria com empresa tradicional em proficiência, a 
Controllab.

Para obtenção de maiores esclarecimentos entre em contato com:
sbm@sbmicrobiologia.org.br
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SBM IN FOCO - A forma direta de falar 
com os microbiologistas.

Apresentamos o plano de comercialização para 1 ou 4 edição (ões) da Revista Microbio-
logia in Foco.
Periódico da Sociedade Brasileira de Microbiologia, com tiragem de 2000 exemplares e 
distribuição gratuita. Revista de informação e divulgação sobre temas em bacteriologia, mi-
cologia e virologia nas várias áreas de abrangência da Microbiologia: ambiental, agrícola, 
básica, de alimentos, industrial, médica humana e veterinária e oral.
A revista ainda conta com espaços para divulgação de consensos, agenda científica, atua-
lidades e oportunidades de trabalho. 

Venha fazer parte deste veículo de informação atualizada!

Atenciosamente,

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

VALORES:
Capa Final Interna 1 edição R$ 2.000,00  4 edições – R$ 4.000,00 cada
Capa Final Externa 1 edição R$ 2.500,00 4 edições – R$ 5.200,00 cada
½ página (par) 1 edição R$ 1.000,00 4 edições – R$ 1.600,00 cada
Página Inteira (par) 1 edição R$ 1.850,00 4 edições – R$ 3.600,00 cada
½ página (impar) 1 edição R$ 1.350,00 4 edições – R$ 2.400,00 cada
Página Inteira (impar) 1 edição R$ 2.150,00 4 edições – R$ 4.400,00 cada

FORMA DE PAGAMENTO: 15 dias após a edição da Revista, através de boleto ban-
cário com recibo oficial.

página inteira

21 x 28 cm
1/2 página

18 x 12 cm

Para anunciar entre em contato com Jair Cagnotto:
E-mail: financeiro@sbmicrobiologia.org.br
Telefone: (11) 3813-9647 ou 3037-7095

www.SBMICROBIOLOGIA.ORG.BR
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Agenda in Foco

aGEnda 2013

prezados colegas Microbiologistas

É com enorme satisfação que informamos que o 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia, organizado 

pela Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM) será realizado no período de 29 de setembro a 03 de 

Outubro de 2013, no Centro de Convenções de Nata, na cidade de Natal, Rio Grande do Norte. Esta-

mos trabalhando para elaborar um evento de alto nível científico e planejamos oferecer uma programa-

ção científica atrativa que abordará temas relevantes e atuais para que você se sinta estimulado a 

participar. Comece a se preparar para participar deste congresso que está sendo formatado pensando 

em oferecer, com conforto e qualidade, ciência de alto nível e a oportunidade de aproveitar tudo de bom 

o que a cidade de Natal e região têm a oferecer. Estamos certos de que o 27° CBM será um sucesso.

 

Esperamos encontrá-los para compartilhar novos conhecimentos.

 

Um abraço,

Adalberto Pessoa Junior

Presidente - SBM

Início das inscrições e 

submissão dos resumos

04 de fevereiro de 2013

www.sbmicrobiologia.org.br/27cbm





Os sócios da SBM têm direito a descontos especiais nos eventos 
promovidos ou patrocinados pela SBM. Para usufruir do desconto 
de associado em nossas atividades é imprescindivel estar anuente 
a dois anos consecutivos com a sociedade. Além disso, têm acesso 
livre à revista científica Brazilian Journal of Microbiology (BJM) e 
que se destina à publicação de trabalhos de pesquisa originais, no-
tas breves e revisões, envolvendo todos os aspectos da Microbiolo-
gia. É considerada uma das revistas científicas mais importantes do 
nosso país. O BJM tem uma política muito severa de avaliação dos 
trabalhos submetidos à publicação, sendo cada manuscrito avaliado 
por pelo menos dois revisores criteriosamente selecionados.

A revista Microbiologia in Foco tem o objetivo de promover o 
intercâmbio de informações científicas entre os associados, publi-
cando os autores nacionais de expressão. Adota o mesmo critério 
de avaliação e excelência que a SBM sempre adotou. Enviaremos 
o último número da Microbiologia in Foco a todos os novos associa-
dos, após sua efetiva associação.

Fique sócio da SBM. 
Veja informações no site: www.sbmicrobiologia.org.br 
Lembre-se: um sócio da SBM integra a maior e mais represen-

tativa associação da comunidade científica que atua na microbio-
logia nacional.

Valores para associação
Categoria de Sócio  .............................................. Anuidade 2012
Aluno de Graduação ...................................................R$   85,00
Aluno de Pós-Graduação (Mestrado e Doutorado) .....R$ 135,00
Aluno de Pós-Doutorado .............................................R$ 165,00
Profissional .................................................................R$ 195,00
Assinatura Jurídica .....................................................R$ 355,00
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