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ARCHAEA EM MUCOSAS

HUMANAS

C. R. Taddei, F. Matarazzo, A. C. Ribeiro, M. Faveri, M. B. Martinez, M. P. A. Mayer

Archaea séo organismos procariotos
que constituem um dos ramos da arvore
da vida composta também pelos domi-
nios Bacteria e Eukarya. A existéncia
de Archaea foi proposta por Woese em
1977 [1], porém, o terceiro dominio de
vida foi estabelecido apenas ap6s méto-
dos moleculares mostrarem diferengas
significativas em RNAs ribossomais,
proteinas ribossomais e composicao da
superficie celular entre os membros Ar-
chaea, Bacteria e Eukarya [2,3].

Varios componentes dos proces-
sos informativos de Archaea sdo mais
semelhantes aos seus homdlogos
eucariéticos que bacterianos [4]. Por
exemplo, os genomas de Archaea codifi-
cam homélogos de quase todas as pro-
teinas de replicagdo do DNA de Eukarya,
mas apenas um homdlogo de uma prote-
ina de replicagdo do DNA de Bacteria [2].

Por outro lado, os lipideos de Ar-
chaea sdo Unicos para esse dominio,
formados por cadeias laterais de iso-
prendides ligados na porgao de glicerol
por ligagao éter em vez de lipideos de
ésteres de glicerol como os encontrados
em bactérias [5, 6]. Além disso, a parede
celular de Archaea é fundamentalmente
diferente da parede celular bacteriana.
Estudos de estruturas de superficie de
células de Archaea revelou a auséncia
de peptidoglicano [7], embora algumas
cepas de Archaea possuam envelope
celular formado por polimeros de pseu-
domureina, semelhante ao peptidoglica-
no bacteriano. Por outro lado, Methano-

sarcina spp possui metanocondroitina,
semelhante a condroitina produzida por
vertebrados. A superficie das células da
maior parte de Archaea apresenta uma
camada de proteina cristalina (S-layer),
muitas vezes composta de uma Unica
proteina ou glicoproteina, que esta asso-
ciada com a membrana citoplasmatica.
Em contraste, os membros da ordem
Thermoplasmatales de Archaea, que
vivem em condigdes extremas, n&o pos-
suem uma parede celular [6, 8].

Desde que ndo ha o peptidoglicano
em Archaea, a susceptibilidade a anti-
biéticos é bastante particular. Archaea
metanogénicas sdo resistentes aos anti-
biéticos cujo alvo é a sintese de RNA ou
a ligacéo cruzada da subunidade pepti-
dica da mureina, tais como penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicésidos e glico-
peptideos nestes. Apesar dos lipideos
de membranas serem diferentes das
bactérias, archaea sdo susceptiveis a
antibiéticos que inibem o ciclo de lipidos,
tais como a bacitracina, cloranfenicol,
lasalocida e monensina, que alteram a
fungdo da membrana [9].

Apéndices de superficie desempe-
nham um papel importante na organiza-
¢do espacial das células durante a liga-
¢do inicial a superficies, favorecendo o
desenvolvimento de estruturas comuni-
tarias maduras. Muito pouco se sabe so-
bre a morfologia e fungéo de apéndices
superficiais de Archaea, mas os mem-
bros deste dominio tém sido frequen-
temente detectados em comunidades

mistas em agregados [10] e biofilmes
complexos [11-14]. Assim, é concebivel
que tais estruturas possam ter um papel
no aumento da concentragcdo de agu-
cares para o transporte mais eficiente
para a célula [15], no movimento e co-
-agregagao com outros microrganismos
ou na aderéncia a superficies biéticas e
abioticas [6, 8].

Sinais de peptideos de classe lII,
semelhantes aos que codificam pili
bacteriano tipo IV, foram encontrados
no genoma de varios membros de Ar-
chaea, indicando que as estruturas de
superficie celular ainda nao descrita, tais
como archaeal pili pode estar presente
na maioria dos membros deste dominio
[16]. De fato, recentemente demonstrou-
-se que estruturas semelhantes aos pili
de tipo IV estéo envolvidas na formagéo
do biofilme pelo termoacidofilico Sulfolo-
bus acidocaldarius [17], e na agragacéo
de Methanothermobacter thermautotro-
phicus com bact'rias, conferindo uma
transferéncia de H, mais eficiente [18].

Estruturas flagelares ja foram des-
critas em Archaea, envolvidas com mo-
tilidade e adesdo a outras células ou
outras superficies. Estas estruturas séo
semelhantes ao flagelo de bactérias, po-
rém, ndo estdo relacionados estrutural-
mente e quando ao modo de montagem
do apéndice. Estruturalmente, flagelos
de Archaea s&o mais finos e possuem
coprimentos variaveis, quando compara-
dos aos de bactéria [19].

Archaea s&o frequentemente deno-




minado como “extreméfilos”, devido a
sua presenga em ambientes extremos,
no que diz respeito aos valores de tem-
peratura, pressao osmética, de salinida-
de e de pH, representando geralmente
10% da microbiota total [20,21]. Esta
terminologia foi considerada inadequada
por novas pesquisas, as quais detecta-
ram este dominio em uma vasta gama
de habitats, incluindo as superficies da
mucosa de mamiferos.

Estes organismos podem ser fisiolo-
gicamente agrupados em: metanogéni-
cos (anaerobias estritas que produzem
metano); haléfilos (aerobios estritos que
vivem em ambientes com alta concentra-
¢ao de sal) e termoacidofilos (aerdbios
que vivem em ambientes quentes e aci-
dos).

Archaea ¢ constituido por quatro filos
Euryarchaeota, Crenarchaeota, Karar-
chaeota e Nanoarchaeota. A principal
Archaea detectada em seres humanos e
animais pertencem ao filo Euryarchaeo-

ta, que inclui as cinco ordens conheci-
das de metanogénicas (Halobacteriales,
Methanobacteriales, Methanosarcinales,
Methanomicrobiales e Methanococca-
les) [22]. O processo de metanogénese,
definido pela produgéo de metano (CH,)
a partir de diferentes substratos (como
metaabolitos de bactérias, CO,, H,, ace-
tato e formato) em ambiente anaerabio,
é exclusivamente relacionado aos orga-
nismos de Archaea [2, 22, 24]. Archaea
metanogénicas s&o consideradas a uni-
ca fonte bioldgica do metano [24].

O estudo do microbioma humano
revelou que Archaea coloniza sitios dis-
tintos do organismo humano, organizada
em comunidades complexas [25-28].
Este dominio é encontrado principal-
mente no intestino [13,14, 29-31] bem
como na cavidade oral [11,12, 32-34].
No geral, a diversidade de archaea é li-
mitada a poucos filotipos na microbiota
humana (isto é, vagina, célon, trato in-
testinal e cavidade oral) [22,35]. Metha-

TABELA 1. PRODUGAO DE METANO A PARTIR DE DIFERENTES
CLASSES DE SUBSTRATO [44]

Componentes

Lipideos (O, 0K
Carbohidratos C,H, .0,

Proteinas C,H,ON

16" 245 "4

Reagdo Metanogénica

+24.5H,0—34.75CH,+15.25C0,
+H,0—3CH,+3CO,
+14.5H,0—8.25CH,+3.75C0,+4NH, +4HCO,

B Food particle
. M cells
B Enterocyte
Mucus layer
N Archea
= Bacteria (fermentative)

Figura 1 - No intestino, as particulas de alimentos sdo degradadas por bactérias
fermentadoras, resultando na produgao de bioprodutos como acidos graxos

de cadeia curta (SFA), CO, e H,. Desta forma, Archaea metanogénicas obtém
energia reduzindo CO, a metano, com H, como doador primario de elétrons.

nobrevibacter smithii é a Archaea mais
prevalentes no intestino [35], seguido
por Methanosphaera stadtmanae, en-
quanto Methanobrevibacter oralis é a
espécie principal no interior da cavidade
oral [12, 37]. No entanto, as recentes
abordagens moleculares demonstraram
que Methanosarcina, Thermoplasma,
Crenarchaeota e Archea halofilica foram
identificados no tracto gastrointestinal
[9]. A familia Halobacteriaceae constitu-
ida de Archaea haléfilas aerdbicas e que
requerem um ambiente hiper salino, foi
detectada em densidade baixa quando
comparada com a populagdo em meta-
noarchea na microbiota intestinal [38,
39] e os autores relacionaram a sua
presenga a uma dieta com elevado con-
sumo de sal.

A maior parte de archaea que habi-
tam as superficies mucosas humans,
como M. smithii e M. oralis, obtém ener-
gia apenas pela redugdo de CO, a me-
tanoum archaea metanogénica do inte,
e sdo referidas como espécies redutoras
de CO, obrigatorias [40]. Em comunida-
des complexas do intestino humano, o
metano resultante ¢ usado como uma
fonte de carbono e de energia em algu-
mas alfa e delta proteobactérias aero-
bias [41,42], e pode ser detectado no ar
exalado [40].

METABOLISMO DE ARCHAEA
E INTERAGOES MICROBIANAS

A degradacgéo dos materiais poliméri-
cos, tais como polissacaridos, proteinas,
acidos nucleicos, lipidos em CO2 e CH4
(Tabela 1) envolve uma comunidade mi-
crobiana complexa, na qual as capacida-
des metabdlicas séo combinadas [43]. A
dependéncia mutua entre espécies que
interagem pode ser tdo extrema que ne-
nhuma das espécies pode funcionar sem
a atividade de seu parceiro ¢, juntos, 0s
parceiros executam fungdes que nenhu-
ma das espécies pode fazer sozinho.

A metanogénese ocorre no trato gas-
trointestinal e, possivelmente, na cavida-
de oral, tal como mostrado pela presen-
¢a do metano no ar expirado. Bactérias
fermentativas hidrolisam os substratos
poliméricos, e fermentam os produtos
de hidrélise em acetato e acidos graxos
de cadeia longa, CO,, H, e formato (Fi-
gura 1). O hidrogénio € um sub-produto




basico em ambientes anoxicos [44] e os
metanogénicos podem reduzir o CO,
em metano com H, como o doador pri-
mario de electrons [45]. O consumo de
H, e CO, por metandgenos, ambos com
outros grupos hidrogenotrdpicos, como
sulfato-redutoras e bactérias acetogéni-
cas, fornece as condicdes para a poste-
rior degradagdo do substrato pelos mi-
crorganismos envolvidos nos primeiros
passos desta cadeia. Assim, a remogao
dos produtos finais pelos metandgenos
favorece o crescimento de bactérias de
fermentagdo [46], enquanto que as altas
pressdes parciais de H2 poderia reduzir
o rendimento da fermentagéo [47].

O equilibrio entre os membros de
uma comunidade microbiana complexa
também pode ser afetada por outras
condigbes existentes como disponibili-
dade de nutrientes, pH e nivel de O,. Por
exemplo, quando outros receptores de
elétons além do CO, estao presentes, tal
como O, NO,, Fe,*, SO %, metandgenos
sdo superados por bactérias tais como
bactérias redutoras de sulfato, bactérias
desnitrificantes e bactéricas redutoras
de ferro. Este fendmeno ocorre prova-
velmente porque estes compostos séo
melhores receptores de elétrons, e as
suas redugdes sdo termodinamicamente
mais favoravel do que a redugéo de CO,
em metano [43]. No entanto, parece que
0s organismos produtores de metano
podem coexistir com bactérias reduto-
ras de sulfato em niveis comparaveis de
abundancia no célon humano [48] e da
boca [34].

Desde que Archaea metanogénica
estdo envolvidas na cascata metabolica,
elas séo parte de um complexo biosis-
tema. Células de Archaea, Bacterya e
Eukarya coexistem em uma relagéo de
simbiose em mucosas humana como
0 intestino [49] e boca [34]. Estudos
mostram que Archaea também foram
encontradas na vagina de mulheres com
vaginose bacteriana [27], porém, ndo em
liquido amnidtico de mulheres gravidas
em partos prematuros [50, 51].

Apesar de o intestino ser o maior 6r-
géo imune do corpo, contendo 80% das
células humanas de anticorpos produto-
res [52], ele abriga pelo menos 500-1000

diferentes espécies bacterianas [36]. No
entanto, o conhecimento da contribui¢do
de archaea a este ambiente ainda esta
sendo definido.

Apdés o nascimento, 0 oxigénico
presente no intestino do recém nascido
favorece a colonizagdo por bactérias
aerobias facultativas. Entre 7 a 10 dias
apos o nascimento, o oxigénio é con-
sumido, permitindo o estabelecimento
de bactérias anaerébias [53]. Archaea
metanogénicas, como M. smithii, foram
primeiramente descritas em 1982 a partir
da cultura de fezes humanas [25]. Elas
podem estar presentes transitériamente
no intestino de lactentes [14, 54], pos-
sivelmente originarias da microbiota va-
ginal materna [27]. No entanto, elas se
tornam parte da microbiota residente em
criangas maiores de 27 meses de idade
[55]. Este padrao de colonizagao parece
ndo ter relagdo com a dieta oferecida a
crianga, mas sim com a contaminagao
ambiental a qual ela esta exposta [9].

Arquéias metanogénicas podem ser
detectados em cerca de 25-40% das
criangas e 42-82% da populagdo adul-
ta [565,56], mas a sua prevaléncia pode
ser maior. Na verdade, um estudo mais
recente mostrou que 95,5% dos sujei-
tos estavam colonizados por M. smithii,
sugerindo que este organismo pode ser
utilizado como um indicador de contami-
nacéo fecal em agua [9].

Assim, Archaea metanogénica pode
compreender até 10% de todos os anae-
rébios no célon de adultos saudaveis [35]
e pode desempenhar um papel de sim-
bionte no intestino, evitando a acumula-
¢ao de 4cidos e outros produtos finais de
bactérias [57]. Por outro lado, um papel
na patogénese de archaea metanogéni-
cas tem sido sugerida. A metanogénese
no colon leva a excre¢do de metano no
ar expirado, e o aumento de expiragéo
de metano tem sido associada com pa-
tologias malignas ou pré malignas do
colon [30], além de doenga inflamatéria
do intestino (IBD) [58]. Outros estudos
mostram uma relagdo entre 0 aumento
da proporg¢do de Archaea com doenca
inflamatéria do intestino (ou doenca de
Crohn), sindrome do intestino irritavel,
o0 cancro colo-rectal e diverticulose [59,
60]. O mecanismo sublinhando a essas
patologias ainda nédo foi revelado, mas
a interagéo de bactérias simbi6ticas com

metanoarchaea pode perturbar a home-
ostase microbiana, afetando a prolifera-
¢ao ou atividade de bactérias probiéticas
[13, 58, 61, 62].

Estudos mostram que metanoarchaea
no intestino pode melhorar a digestéo de
fibra e, assim, aumentar a ingestao de ca-
lorias, como mostrado num modelo de ra-
tinho humanizado gnotobiético [63]. Desta
forma, a colonizagdo por metanoarchaea
pode ser (til em pacientes com desnutri-
¢a0, mas prejudicial na obesidade.

A distribuicdo da microbiota oral é
afetada por varias condi¢des ambientais,
incluindo o potencial redox e disponibi-
lidade de nutrientes. Os primeiros colo-
nizadores do biofilme dental s&o prin-
cipalmente fermentadores facultativos
anaerdbios, como Actinomyces e Strep-
tococcus. Estas espécies consomem o
O, e levar ao dominio as espécias fer-
mentadores anaerobicos secundarios,
como Fusobacterium e Prevotella. Esta
sucessao microbiana afeta o habitat com
uma nova queda no potencial redox e li-
beragédo do fluido gengival, que contém
moléculas de acolhimento complexos
que podem ser exploradas como princi-
pais fontes de nutrientes por anaerébios
proteoliticas [64]. Em seguida, as bac-
térias proteoliticas anaerébias estritas,
como Porphyromonas gingivalis, Trepo-
nema denticola e Tannerella forsythia se
sobrepde aos colonizadores iniciais e
induzem a desctrui¢do do tecido gengi-
val [65].

Nosso grupo de pesquisa foi investi-
gar uma possivel interacéo entre Archa-
ea e bactérias na doenga periodontal.
Como esperado, na cavidade oral foram
detectados principalmente as metano-
génicas no ambiente altamente andxica
do biofilme subgengival e em canais ra-
diculares infectados [37, 66]. Sob estas
condigdes, a produgdo de metano, pode,
possivelmente, eliminar os produtos fi-
nais, reduzindo a concentragdo de H, e,
possivelmente, favorecendo as bactérias
fermentadoras. A presenga de bactérias
redutoras de sufato na placa dental
subgengival, que utiliza sulfato como
receptor de elétorns, e, portanto, com-
petes com metandgenos na maioria dos
ambientes, ja foi previamente associado
com o aumento da proporcao do patége-
no periodontal P, gingivalis, T. forsythia e
T. Denticola [67].



Tanto as bactérias redutoiras de
sulfato e Archaea metanogénicas sdo
degradadores terminais em complexos
sistemas anaerobios. Archaea metanogé-
nicas também estdo presentes em maior
numero e proporgdes na doenga do que
em sites de saude de pacientes com pe-
riodontite agressiva [68], e co-existir com
uma microbiota formada por bactérias
sacaroliticas como Capnocytophaga sp.,
Eubacterium notadum e Streptococcus
constellatus, além de bactérias proteoliti-
cas como a P, gingivalis e T. forsythia [69].
Dados recentes ndo publicados relataram
uma correlagdo positiva entre os niveis
de Archaea e Porphyromonas gingivalis (r
= 0,75, p = 0,001), bem como Tannerella
forsythia (r = 0,65, p = 0,01) no biofilme
subgengival de pacientes cronicos perio-
dontite (Figura 2). Por outro lado, os sitios
periodontalmente saudaveis colonizado
por Archaea apresentaram niveis infe-
riores dos Actinomyces benéficos e es-
pécies de Streptococcus, enquanto que
algumas espécies patogénicas periodon-
tais foram encontradas em niveis signifi-
cativamente mais elevados e as propor-
¢0es em comparagdo com os locais ndo
colonizados por esses microrganismos.

Periodontal Healhty

Uma associagéo positiva entre metano-
génicos e Synergites spp, um grupo de
bactérias anaerdbias que sdo em sua
maioria ainda n&o-cultivaveis também
ja foi reportada [37, 70]. Assim, parece
que arquéias metanogénicas bem como
bactérias redutoras de sulfato podem co-
existir na cavidade oral com os patégenos
periodontais, e desempenham um papel
como degradadoras terminais de com-
ponentes do hospedeiro, favorecendo a
continua cascata catabdlica.

Apesar da associacdo de Archaea
metanogénicas com a doenca, os dados
atuais ainda néo elucidam o seu papel
na doenga e na saude em seres huma-
nos. Sua associagdo com a doenga pode
ser indireta. Ao utilizar-se de hidrogénio,
metanogénicas podem apoiar o cresci-
mento de bactérias anaerdbicas fermen-
tativas, incluindo patégenos verdadeiros
e oportunistas [22, 48]. Além disso, a
capacidade de metanogénicas em trans-
formar metais pesados ou metaldides
em derivados volateis de metilados, que
sd0 mais toxicos do que os compostos
originais, podem constituir um factor de
viruléncia dirigida, aumentando o dano
tecidual do hospedeiro [22, 71].

Chronic Periodontitis

counts x10° 0.0 8.8 17.6 26.4 35200 8.8 17.6 264 352
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Figura 2 - Contagem média (x105) de 40 espécies de bactérias em amostras
de placa bacteriana subgengival de 15 pacientes com satde periodontal (PH;
painel esquerdo) e 15 pacientes com periodontite crénica (CHP; painel direito).
Os niveis e proporgbes de archaea foram analisadas por PCR quantitativa e

o perfil microbiano foi analisado por hybridizagdo em checkerboard DNA-DNA
em seis amostras / pacientes no grupo ChP e trés amostras/paciente no grupo
PH. A significancia das diferengas entre os locais colonizadas por archaea em
cada grupo clinico foi avaliada com o teste de Wilcoxon (*p <0,05).

Membros do dominio Archaea séo
parte da microbiota residente em seres
humanos e podem ser envolvidos em
turnos microbianos observados em sitios
afetados, mas a relevancia clinica de Ar-
chaea permanece ainda desconhecido.
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RESUMO

A cavidade bucal é a principal porta
de entrada dos micro-organismos exis-
tentes no meio externo para o interior do
corpo humano. A fissura labiopalatina é
uma anomalia que causa perda de con-
tinuidade nos tecidos labiais, alveolares
e palatinos da maxila, necessitando de
procedimentos cirdrgicos para reabilita-
¢ao estética. Diante disso, o objetivo do
presente estudo foi realizar uma revisao
de literatura enfatizando as caracteristi-
cas principais e peculiares da microbio-
ta do trato gastrintestinal de criangas
com fissura no palato. A dificuldade de
ingestdo de nutrientes, aleitamento ma-
terno insuficiente, otites recorrentes,
entre outras ocorrem com frequéncia
em criangas com fissura envolvendo o

palato, influenciando na composicéo da
microbiota do trato gastrintestinal. A as-
sociagdo da palatoplastia e 0 uso de an-
tibiético intensificam as mudangas nesta
microbiota. Novas investigagdes devem
ser realizadas para verificar quais fato-
res relacionados a malformagao cranio-
facial, ao tratamento cirdrgico e o uso de
antimicrobianos estariam implicados nas
alteragdes da microbiota gastrintestinal
descritas neste trabalho, bem como suas
repercussodes clinicas.

Palavras-chave: Fissura Palatina. Bac-
térias. Antimicrobianos.

1 INTRODUGAO

A cavidade bucal é a principal porta
de entrada dos micro-organismos exis-

tentes no meio externo para o interior do
corpo humano. O alimento que penetra
pela boca é triturado e misturado com a
saliva em seu trajeto até o estbmago e
trato gastrintestinal. O ar inspirado passa
pelo nariz e boca dirigindo-se para a tra-
quéia e os pulmdes. Micro-organismos
que colonizam uma area da cavidade
bucal tém uma probabilidade significati-
va de se espalhar em superficies epite-
liais contiguas aos locais vizinhos (47).
A partir do nascimento, o trato gas-
trintestinal do lactente, previamente
estéril, comeca a ser colonizado por
micro-organismos no contato com a mée
e 0 meio ambiente. Em geral, esses pri-
meiros colonizadores sdo membros das
microbiotas indigenas e sua presenga
tem um papel importante na defesa do
hospedeiro, ndo s6 na excluséo de po-
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tenciais patégenos exdgenos, mas tam-
bém como estimulos para o desenvolvi-
mento do sistema imunoldgico em bebés
(35). Como membros das microbiotas
indigenas, Streptococcus oralis, S. mi-
tis e S. Salivarius s&o os estreptococos
predominantes pioneiros que colonizam
a cavidade bucal de lactentes durante os
primeiros dias de vida. A colonizagéo por
dois outros membros das microbiotas in-
digenas, S. sanguinis e S. mutans, ocor-
re mais tardiamente, aproximadamente
entre um e dois anos de idade, respecti-
vamente, ap6s a irrup¢do dos primeiros
dentes deciduos. Em estudo realizado
com criangas na faixa etéria dos seis
aos 18 meses foi demonstrado que os
patogenos periodontais s&o encontrados
com menor frequéncia em comparagéo
com outras espécies analisadas, apre-
sentando a seguinte distribuicdo em
amostras da lingua: Actinobacillus acti-
nomycetemcomitans (30%), Prevotella
intermedia (29%), Porphyromonas gingi-
valis (23%), Bacteroides forsythus (11%)
e Treponema denticola (36%) (69).

Os micro-organismos da cavidade
bucal podem causar uma série de do-
engas infecciosas bucais, incluindo carie
dentaria, periodontite, problemas endo-
donticos, alveolite seca e amigdalite.
Existem evidéncias de relagdes entre
bactérias bucais € um nimero crescen-
te de doengas sistémicas (60), incluindo
doenga cardiovascular (29, 76, 4), aci-
dente vascular cerebral (28), parto pre-
maturo (52, 9), diabetes (20), pneumonia
(59, 3), osteomielite em criangas (15) e
endocardite bacteriana (5).

Inicialmente, Escherichia coli, Clos-
tridium sp e Streptococcus sp sdo 0s

micro-organismos  colonizadores  dos
intestinos. Com o aleitamento materno,
surgem os Bifidobacterium sp e os Lac-
tobacillus sp e, em seguida, os Bacteroi-
des sp, Eubacterium sp e Peptococcus
sp. Em lactentes, a quantidade de Bifido-
bacterium sp pode variar de acordo com
o tempo de aleitamento materno, devido
aos fatores promotores do crescimento
presentes no leite humano. Normalmen-
te, o recém-nascido apresenta uma po-
pulagdo heterogénea de bactérias nos
intestinos, a qual permanece relativa-
mente estavel durante toda a vida (10).
As bactérias intestinais podem ser di-
vididas em espécies prejudiciais, benéfi-
cas e indiferentes para o hospedeiro. En-
tre os efeitos nocivos, podem ser citados
a diarréia, infecgdes, danos hepaticos,
carcinogénese e putrefagdo intestinal.
A inibicdo do crescimento de micro-
-organismos  prejudiciais promovendo
melhora da digestdo, da absorcdo de
nutrientes essenciais, da sintese de vita-
minas, estimulag&o do sistema imune e
secrecdo de citocinas anti-inflamatorias
sdo exemplos de efeitos protetores de-
senvolvidos pela microbiota intestinal,
principalmente por Bifidobacterium sp e
Lactobacillus sp. O grupo de Bacteroi-
des sp é capaz de desempenhar agdes
benéficas e prejudiciais. De acordo com
Ryan e Projan (2001), essas bactérias
sdo indcuas a nao ser que a barreira da
mucosa do trato gastrintestinal ou das
vias respiratérias esteja lesada (40, 56).
O intestino humano representa a
maior massa de tecido linféide do corpo
e, a partir da sua colonizagao, bactérias
Gram-negativas, como Escherichia coli
e Bacteroides sp, Gram-positivas como

Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp,
atuam como fonte de antigenos e imuno-
moduladores inespecificos, estimulando
resposta imune local e sistémica, bem
como influenciando o numero e a distri-
buicdo da populagéo de células do tecido
linféide associado ao intestino. Quando
presentes na dieta alimentar, recebem o
nome de probidticos (40, 44, 71).

Os micro-organismos da microbiota
da orofaringe s&o importantes fontes de
infeccdes, especialmente entre pessoas
cujas defesas das vias aéreas estéo pre-
judicadas por deformagdes anatdmicas,
idade e debilidade imunoldgica, uso de
alcool, drogas e tabaco.

As fissuras labiopalatinas correspon-
dem as malformagdes craniofaciais mais
frequentes que acometem a espécie hu-
mana, tratando-se de uma anomalia que
causa perda de continuidade nos tecidos
labiais, alveolares e palatinos da maxila,
necessitando de procedimentos cirlrgi-
cos para reabilitagao estética e funcional.

No Brasil estima-se uma ocorréncia
em torno de 1:650 nascidos vivos (48),
sendo enquadrada no ambito do Hos-
pital de Reabilitagdo de Anomalias Cra-
niofaciais da Universidade de Sao Paulo
(HRAC-USP) em Bauru, pelo sistema de
classificagdo de Spina (61), o qual utili-
za como referéncia anatdmica o forame
incisivo, resquicio do limite embrionario
entre palato primario e palato secunda-
rio, aliado a dois principios fundamen-
tais: a morfologia e a origem embriol6gi-
ca da fissura. As fissuras encontram-se,
portanto classificadas em trés grupos
principais: fissuras pré-forame incisivo
(I&bio ou labio + arco dentério) (Figuras
1A e 1B), fissuras transforame incisivo

Figura 1 - A- Face de crianga com fissura pré-forame incisivo unilateral. B- Vista intra-bucal da fissura pré-forame incisivo

unilateral.




Figura 2 - A- Face de crianga com fissura transforame incisivo unilateral. B- Vista intra-bucal da fissura transforame incisivo
unilateral, evidenciando o envolvimento do palato.

(labio + arco dentario + palato) (Figuras
2 A e 2B) e fissuras pés-forame incisivo
(palato apenas) (Figuras 3A e 3B).

Toda equipe interdisciplinar que tra-
balha na reabilitagdo das fissuras labio-
palatinas enfrenta arduamente implica-
¢Oes psicoldgicas, estéticas e funcionais
inerentes a esse tipo de malformag&o. O
tratamento é longo e altamente especia-
lizado, envolvendo diferentes especiali-
dades para a reabilitagdo completa dos
pacientes com essa malformagéo.

O protocolo cirtrgico do HRAC-USP
para a fissura mais ampla, a qual deno-
mina-se transforame incisivo, envolve
as seguintes etapas: a queiloplastia (ci-
rurgia de reconstituicdo labial) realizada
aos 3 meses de idade; a palatoplastia
(cirurgia para distinguir a cavidade nasal
da cavidade bucal) aos 12 meses; alon-
gamento de columela nasal aos 6 anos;
0 enxerto alveolar secundério (cirurgia
de reconstrugdo do defeito dsseo oca-

Figura 3 - A- Face de crianca com fissura pés-forame incisivo (fissura de palato apenas). B- Vista intra-bucal da fissura pos-

-forame incisivo, com comprometimento do palato duro e mole.

sionado pela fissura) entre 9 e 12 anos
de idade e a cirurgia ortognatica na ma-
turidade esquelética (12).

Pacientes com fissura no palato com-
pleta ou incompleta ainda néo operados
apresentam prejuizo no estabelecimento
de presséo intrabucal negativa durante
a sucgdo com consequente ingestéo in-
suficiente de leite e, muitas vezes, invia-
bilizag&o do aleitamento materno. Assim
sendo, pode haver comprometimento da
evolugéo clinico-nutricional, predispon-
do a crianga a infecgdes (73, 23). Com a
comunicagao entre as cavidades bucal e
nasal ocorrem perdas de alimentos pelo
nariz ou sua aspiragao, podendo causar
também além de infecgdo respiratoria,
as otites de repetigdo (73, 39). Para es-
ses pacientes a cirurgia é o grande des-
taque do tratamento.

Desta forma, esta revisdo de literatu-
ra visa enfatizar as caracteristicas princi-
pais e peculiares da microbiota do trato

gastrintestinal de criangas com fissura
envolvendo o palato.

2 REVISAO DE LITERATURA

Muitos estudos tém sido conduzidos,
com o objetivo de verificar modifica-
¢Oes na composicdo da microbiota do
trato gastrintestinal em decorréncia de
dietas (66, 17, 21, 26, 36) , idade (44,
22), localizagdo geogréfica (57, 37, 42),
terapias medicamentosas (19, 32) e do-
engas entéricas (49, 6). Umas das fun-
¢0es mais importantes da microbiota do
trato gastrintestinal é a protegéo contra
a colonizag&o por micro-organismos po-
tencialmente patogénicos — “resisténcia
a colonizagédo”, e os anaerobios sdo 0s
principais micro-organismos envolvidos
nesse processo (71). Essa resisténcia
esta relacionada & competigéo por subs-
tratos, sitios de colonizacéo e a produ-
¢d0 de acidos organicos, que inibem




0 crescimento de muitos patogenos.
Alguns tipos de bactérias sdo capazes
de produzir “bacteriocinas”, substancias
semelhantes a antibidticos, que inibem o
crescimento bacteriano de algumas es-
pécies e exercem efeito auto-regulador
sobre as produtoras (21, 26, 36).

Alguns fatores como doengas e de-
terminados medicamentos podem des-
truir o equilibrio da microbiota do trato
gastrintestinal. Nesse sentido, podendo
também ser influenciado pela dieta, lo-
calizagdo geogréfica, cirurgias do trato
gastrintestinal, etnia, uso de mamadei-
ras, hospitalizagdo e, principalmente,
durante o uso de antimicrobianos (40,
22). O impacto de antimicrobianos sobre
a composi¢do da microbiota col6nica
dependera da concentragdo da droga
no lumen intestinal e de seu espectro de
acgdo, podendo provocar varios efeitos
indesejaveis, como a colonizagdo por
patogenos potenciais, além de influen-
ciar a atividade metabdlica da microflora
intestinal (40, 66).

A antibioticoprofilaxia em cirurgia diz
respeito a utilizagdo do antibiético em
pacientes sem evidéncias de processo
infeccioso estabelecido, com o objetivo
de prevenir a infecgdo sistémica ou da
ferida operatoria que eventualmente
possa ocorrer (64). O uso de antimicro-
bianos profilaticos em cirurgia esta indi-
cado nas intervencfes em que é alta a
probabilidade de infec¢éo da ferida ope-
ratoria, como pode ocorrer nas cirurgias
ndo contaminadas ou potencialmente
contaminadas; e também nos casos
em que complicagdo séptica represente
perda total do procedimento, como ocor-
re na implantacéo de proteses e, final-
mente, em pacientes imunossuprimidos
(64, 16). As altas taxas de infecgéo sem
antibiotico e sua redugdo com o uso, em
estudos clinicos controlados, justificam a
profilaxia nessas circunstancias (14). No
caso das cirurgias contaminadas e infec-
tadas, a indicagdo de antibioticos é feita
com finalidade curativa e nao profilatica,
obedecendo as normas ja estabelecidas
para a antibioticoterapia classica (64).

A realizagdo de terapia antimicro-
biana pode conduzir a uma redugéo no
ndmero de micro-organismos residentes
em condi¢des de normalidade no trato
gastrintestinal, permitindo o crescimen-
to excessivo de espécies bacterianas

ja presentes e consequente coloniza-
¢d0 por micro-organismos potencial-
mente patogénicos. A administragéo
de antibidticos também pode promover
o desenvolvimento de resisténcia do
micro-organismo com a possibilidade de
disseminacdo destes no meio ambiente
(57, 40). De acordo com Monreal, Perei-
ra e Lopes (2005) foi demonstrado que
a microbiota intestinal retorna ao normal
em 30 dias apds o término do tratamento
com antimicrobianos.

Apds a realizagéo das cirurgias pri-
marias, queiloplastia e palatoplastia,
quando da ndo persisténcia de fistulas
buconasais, a microbiota do paciente
com fissura labiopalatina assemelha-se
aquela de individuos sem fissura, caso
contrario ha formag&do de uma microbio-
ta mais rica em micro-organismos com
maior capacidade virulenta como o S.
Aureus (2).

O tratamento profilatico para criangas
submetidas a palatoplastia é a cefazoli-
na, antibacteriano betalactamico perten-
cente ao grupo das cefalosporinas de
primeira geracdo. As cefalosporinas de
primeira geragéo sdo ativas contra bac-
térias Gram-positivas e Gram-negativas,
néo tendo agéo contra Enterococcus sp,
Pseudomonas sp, Listeria sp, Clamidia
sp e Stafilococcus aureus resistentes a
oxacilina. Suas principais indicagdes cli-
nicas sao o tratamento de infecgdes es-
tafilococicas, infecgdes respiratdrias pro-
vocadas por Haemophilus influenzae e a
prevencdo de infecgdes cirdrgicas (70).

Com o aparecimento de técnicas
moleculares a capacidade de identificar
a composi¢do microbiana aumentou. O
gene 16S rRNA é uma pequena subuni-
dade do RNA ribossomal. Esta subuni-
dade esta presente em todas as células
bacterianas e a sequéncia dos nucleoti-
deos pode ser utilizada para classificar
as bactérias. Com base nestas infor-
magdes, 0 uso de métodos moleculares
passou a ser aplicado nos estudos de
comunidades bacterianas complexas,
incluindo as do trato gastrintestinal (45,
25, 54, 8).

Estudos demonstram a ocorréncia da
colonizagao do corpo humano por micro-
-organismos no inicio da vida, estando a
qualidade e estabilidade na dependéncia
de varios fatores, 0s quais ainda ndo sdo
totalmente conhecidos (10, 35, 40, 68).

O grau de contaminagdo ambiental no
periodo neonatal possivelmente inter-
fere na composicdo da microbiota, e a
repercussdo deste fato ainda ndo esta
clara (8).

Vale ressaltar que pouco se sabe a
respeito da associagdo entre a fissura
envolvendo o palato e a microbiota do
trato gastrintestinal. O conhecimento
da microbiota permite a utilizagdo de
diferentes estratégias com o intuito de
manipular as populagdes bacterianas e
promover a saude.

O cdlon abriga diversas comunida-
des de micro-organismos aerobios e
anaerdbios, cujo numero ultrapassa a
soma de todas as células somaticas e
germinativas do préprio organismo (6).
Estes micro-organismos constituem uma
comunidade ecologicamente dindmica
(microbiota) e desempenham ativida-
des metabdlicas em nivel local (muco-
sa intestinal) e sistémico (31, 46, 33,
24, 38). A partir do nascimento, o trato
gastrintestinal é colonizado por muitos
micro-organismos ingeridos através dos
alimentos e pelo contato com o meio
ambiente (40, 62, 50, 68, 63) . Os anae-
rébios predominam no célon, com cerca
de 10" organismos por grama de fezes.

Além dos diversos fatores que podem
influenciar a microbiota do trato gastrin-
testinal, entre eles a idade do individuo,
modo do nascimento (parto normal ou
cirtrgico), dieta, localizagéo geogréfica,
cirurgias do trato gastrintestinal, etnia,
uso de mamadeiras, hospitalizagdo e
uso de antibiético (40, 58, 31, 46, 33,
24); outro fator a ser considerado é o
gendtipo de cada malformado, uma vez
que o controle da colonizacdo estaria
relacionado a disponibilidade e qualida-
de dos sitios de adesao na mucosa do
trato gastrintestinal (7). Nesse sentido, a
participagdo das malformagdes craniofa-
ciais, bem como suas repercussdes na
alimentagao infantil, e também a utiliza-
¢ao frequente de antimicrobianos pode-
ria contribuir para modificagbes desta
microbiota.

As fissuras labiopalatinas sendo mal-
formagdes craniofaciais resultantes de
alteracdes congénitas que envolvem a
regido do cranio e face, apresentam etio-



logia complexa, a qual esta ligada a mul-
tiplos fatores, genéticos e ambientais. As
fissuras labiais, com ou sem fissura de
palato, s&o etiologicamente independen-
tes das fissuras isoladas de palato. As
primeiras tém maior prevaléncia no gé-
nero masculino e as fissuras isoladas de
palato no género feminino. Além disso,
estas Ultimas estdo mais associadas as
sindromes e anomalias congénitas mul-
tiplas e sofrem ainda maior influéncia de
fatores ambientais do que as fissuras de
labio com ou sem fissura de palato (33,
24,65, 41).

Segundo Moraes e Neto (2003), a mi-
crobiota do trato gastrintestinal & benéfi-
ca para o individuo quando ha simbiose
com o hospedeiro, isto &, equilibrio entre
as necessidades e efeitos reciprocos
(43). Pesquisadores como Kallioaki et al.
(2008), Marchand e Vandenplas (2000)
relatam em seus estudos que a micro-
biota intestinal do neonato, do lactente
e do adulto se forma de modo gradual
e sequencial, adquirindo caracteristi-
cas estaveis em torno dos dois anos de
idade (24,67). Segundo Almeida et al.
(2009), a microbiota intestinal materna é
a fonte natural das bactérias que coloni-
zam o recém-nascido, e o parto cirdrgico
ou normal devera influir de modo consi-
deravel (1), sendo necessarios de seis a
12 meses para que uma microbiota se-
melhante a de um adulto se instale.

Em seus estudos, Palmer et al.
(2007) relatam que a composicdo da
microbiota intestinal infantil ¢ bastante
variavel e menos estavel ao longo do
tempo. No primeiro ano de vida, o trato
gastrintestinal da crianga progride da es-
terilidade para colonizag&o extremamen-
te densa, culminando com uma mistura
de micro-organismos semelhante & de
um adulto (53). Os fatores que determi-
nam a composi¢do da microbiota intesti-
nal de um individuo ao longo do tempo
ainda séo pouco compreendidos. Novak
et al. (2001) demonstraram que lacten-
tes alimentados com leite materno tém
microbiota intestinal diferente dos que
sdo alimentados com férmulas lacteas.
Os primeiros tém predominio de Bifido-
bacterium sp e Lactobacillus sp, e 0s
alimentados com férmulas apresentam
mais coliformes e Bacteroides sp (51,
55). Estudos de Hopkins et al. (2005),
empregando a técnica da PCR em tem-

po real, revelaram grande aumento da
concentragdo de Bacteroides sp nas
fezes de criangas entre sete e 24 me-
ses de idade. Penders J e colaborado-
res (13) observaram densa colonizagao
por Bacteroides sp, Lactobacillus sp e
Bifidobacterium sp em 1.032 criangas
com idade de 30 dias e concluiram que
a alimentacdo infantil apresentou um
impacto significativo sobre a microbiota
intestinal. (13). Ndo sdo encontrados
relatos de aleitamento materno ou for-
mulas lacteas que mostrem a influéncia
na microbiota do trato gastrintestinal de
criangas com malformagéo craniofacial.

O uso de antimicrobianos tem sido
um fator importante associado a modifi-
cac&o da microbiota do trato gastrintesti-
nal. Diversos estudos tém demonstrado
que as terapias antimicrobianas sao
capazes de induzir mudangas rapidas
e importantes nesta microbiota (40). A
antibioticoprofilaxia por cefazolina, indi-
cada em cirurgias de palato no HRAC-
-USP, tem como objetivo prevenir a in-
fecgdo no sitio cirurgico efou sistémica
que eventualmente possa ocorrer (72).
Chuo e Timmons (2005) estudaram a mi-
crobiota nasal, da garganta e ouvido de
criangas com fissura labiopalatina, com
idade entre um e 26 meses, concluindo
que estas apresentavam risco signifi-
cativo de infecgdo por Staphylococcus
aureus nas cirurgias primarias de labio
elou palato. Contudo, seria necessa-
rio realizar exames bacterioldgicos no
periodo pré-operatorio para identificar
micro-organismos  patogénicos, bem
como estabelecer protocolos adequados
para o uso profilatico de antibidticos em
queiloplastias e palatoplastias (13). Fer-
nandes, Oliveira e Cruz Gazor e Freitas
(2009) compararam a eficacia da cefa-
zolina endovenosa utilizada como es-
quema profilatico, em pacientes com fra-
turas de mandibula tratados com fixagdo
aberta (placas e parafusos), avaliando a
ocorréncia de infecgdo local, e conclui-
ram que o indice de infecgdo foi compa-
ravel em ambos o0s grupos, ndo havendo
diferenca entre antibioticoprofilaxia com
cefazolina endovenosa apenas na in-
dugédo ou prolongada por 24 horas no
pos-operatdrio. Segundo Caniello et al.
(2005), septoplastias s@o consideradas
cirurgias potencialmente contaminadas
e ndo tém necessidade de antibiotico-

profilaxia por cefazolina pelo baixo risco
de infecglo pbs-operatdria.

O uso de antibidticos de maneira in-
discriminada pode levar a sérias compli-
cagdes, como reagdes toxicas, redugao
do estimulo a formagdo de anticorpos,
além de representar um alto custo finan-
ceiro e poder estimular o relaxamento de
uma boa técnica cirlrgica (67, 11, 74,
77). A ocorréncia de reagdes alérgicas
a antibidticos varia entre 0,7% a 10%,
sendo que anafilaxia fatal ocorre em um
a cada 25 mil pacientes (11). Segundo
Wise et al. (1998), estima-se que de 20 a
50% dos antibioticos utilizados em seres
humanos sao desnecessarios (13, 75).

Diante da importancia da microbiota
do trato gastrintestinal na saide huma-
na, o antimicrobiano utilizado na cirurgia
de palato, a cefazolina, exerce influéncia
na concentragdo de bactérias anaero-
bias do cdlon infantil; e em face de tal
evidéncia, sugere-se que os cirurgides
responsaveis pelo tratamento correti-
vo de fissuras labiopalatinas analisem
a necessidade de administragdo deste
antibiotico, especialmente considerando
sua repercussao na microbiota do trato
gastrintestinal.

Salienta-se ainda que, estes pacien-
tes submetidos a cirurgia de palatoplas-
tia durante o periodo pés-operatério,
tém a higienizagao bucal como um fator
importante no processo saude/doenga a
partir de uma concepgao holistica, em
prevenir ndo somente as alteragdes na
cavidade bucal como evitar que esses
micro-organismos residentes se tornem
agentes complicadores do estado geral
do paciente. Assim sendo, a escolha da
substéncia a ser utilizada para antissep-
sia & de grande importancia, visto que a
utilizagéo de substancia que néo ofereca
acado antisséptica desejada para a redu-
¢ao da microbiota local gera maior pro-
babilidade de complicagdes infecciosas.

Desse modo, os seres humanos, 0s
quais tém seu trato gastrintestinal colo-
nizado por micro-organismos que ajudam
a evitar doengas e participam de vérias
reagdes que trazem beneficios, apresen-
tam diminuigdo destes quando enfermos
ou em utilizagdo de determinados medi-
camentos, acarretando em recuperagdo
dificultada. Portanto, o conhecimento
sobre a microbiota do trato gastrintestinal
de pacientes com fissura labiopalatina



permite que sejam ofertadas orientacées
relativas a alimentagdo e higienizagao
pds-operatéria, como forma de melhorar
a quantidade destes micro-organismos
que trazem beneficios bem como, reduzir
a dos prejudiciais contribuindo de manei-
ra bastante significativa para a promogao
de saude destinada a estes individuos.
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RESUMO

Fatores climaticos e econdmicos es-
tao levando diversos paises a buscarem
na bioenergia uma alternativa para suas
demandas energéticas. No Brasil o eta-
nol é produzido pela fermentag&o, por
leveduras, do caldo da cana-de-agUcar.

0 bagacgo da cana-de-aglcar apresenta
grande potencial como matéria-prima
na produgdo de etanol celulésico. Sua
hidrélise total gera agucares simples
fermentaveis. Entretanto, existem obsta-
culos para seu uso. A pressdo por novas
enzimas e microrganismos alavancou
os estudos nessa area, trazendo novas

betania.quirino@embrapa.br.

técnicas para o estudo de microrga-
nismos cultivaveis e ndo cultivaveis,
como a metagendmica. A biodiversida-
de brasileira € uma excelente fonte de
microrganismos e genes com potencial
para a producdo de etanol celulésico. A
biomassa necessita de diversas enzimas
para sua desconstrugdo. Os processos
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de produg&o de etanol celulésico que es-
tdo sendo desenvolvidos se utilizam de
um coquetel enzimatico e/ou microrga-
nismos capazes de realizar a descons-
trugdo da biomassa e fermentagdo dos
acucares liberados. Um pré-tratamento
se faz necessario e, além disso, existem
diversos tipos de processos de hidrélise
e fermentagéo para cada biomassa. Este
artigo de revisdo reune as principais e
mais atuais informagdes sobre a produ-
¢ao de etanol celuldsico, seus desafios
e perspectivas futuras, oferecendo uma
visdo geral da sua produg&o.

Termos para indexagao: Etanol celu-
l6sico, Saccharum sp., Metagendmica,
Inibidores, Enzimas, Microrganismos.

O crescimento da demanda energéti-
ca mundial, aumento dos pregos do pe-
tréleo e preocupagdo com as mudangas
climaticas estdo levando diversos paises
a buscarem na bioenergia uma alterna-
tiva para suas demandas energéticas
[1]. Tanto o biodiesel quanto o alcool s&o
biocombustiveis liquidos derivados de
biomassa (matéria organica de origem
vegetal ou animal que pode ser utilizada
na produgdo de energia), uma fonte re-
novavel, disponivel e sustentavel. Den-
tro desse panorama, a agroenergia vem
ao encontro de diversos anseios, como
a redugéo das emissdes de gases res-
ponsaveis pelo efeito estufa, aumento
da fixagdo do homem ao campo e aces-
S0 a energia pelas populagdes pobres,
trazendo redugdo da pobreza e impac-
tos positivos sobre 0 meio ambiente [1].
Além disso, a industria do etanol empre-
ga 20 vezes mais méo-de-obra por litro
produzido do que a do petréleo e outras
fontes energéticas alternativas, como
eletricidade e hidrogénio [2]. Entretanto,
alguns fatores devem ser levados em
considerag&o, como a disputa por areas
cultivveis com alimentos e desmata-
mento, entre outros fatores potencial-
mente danosos.

O etanol atualmente disponivel, cha-
mado de primeira geragdo, é produzido
pela fermentagéo, por leveduras, de agu-
cares simples obtidos pela hidrélise enzi-
matica de materiais celuldsicos. No Brasil
a matéria-prima de escolha é a cana-de-

-agUcar, diferentemente de outras partes
do mundo, que utilizam principalmente
beterraba, milho ou mandioca [2]. A cultu-
ra da cana-de-agUcar produz o dobro de
etanol, se comparada ao milho, 7.500 L
de etanol/ha contra 3.800 L de etanol/ha
[2], o que faz com que o etanol brasileiro
seja extremamente competitivo.

Atualmente, os rejeitos da cana-de-
-agucar sdo utilizados para adubagao
(vinhoto) e como fonte de energia para
caldeiras (bagaco). Entretanto, o bagago
da cana tem grande potencial para uso
como matéria-prima para a produgéo de
etanol celulésico. Séo produzidos cerca
de 250 kg de bagaco por tonelada de
cana-de-agUcar [3]. A hidrélise total des-
ses residuos gera agUcares simples, que
sd0 base nao apenas para a produgao
de etanol, mas de uma série de outras
substancias como &cidos organicos, ou-
tros aglcares de interesse, enzimas, en-
tre outros [4]. Porém, a utilizagao desses
residuos lignocelulésicos encontra diver-
s0s obstaculos como a estrutura cristali-
na da celulose, que é resistente a hidroli-
se, a associagdo lignina-celulose, a qual
cria uma barreira que impede o acesso
enzimatico ou microbiol6gico ao substra-
to [3], inibidores da fermentagao que séo
gerados durante o processo, auséncia
de enzimas adequadas, entre outros, o
que eleva o custo da produg&o do etanol
celuldsico, deixando clara a necessidade
de amplos estudos para a otimizagao do
processo de produgdo de etanol a partir
de biomassa lignocelulésica.

A crescente demanda do mercado
industrial pela descoberta de novas enzi-
mas que sejam mais eficazes e resisten-
tes as condigdes extremas encontradas
no processo de produgao de biocombus-
tiveis celulosicos (de segunda geragéo)
leva & exploragdo de fontes alternativas
na busca destas. Os micro-organismos
sdo candidatos ideais para a produgéo
destas enzimas, oferecendo uma fonte
abundante e barata. Porém, sabe-se que
cerca de 99% destes ndo séo cultivaveis
por métodos laboratoriais convencionais,
gerando assim a necessidade de
alternativas  de  bioprospecgdo que
dispensem o cultivo [5]. Visando ultrapas-
sar esta barreira, cientistas desenvolve-
ram ao longo dos anos diferentes técni-
cas para explorar estes micro-organismos
nao cultivaveis, hoje em dia conhecidas

como metagendmica, termo cunhado e
técnica aperfeicoada pela Dra. Jo Han-
delsman [6]. Neste processo, 0 DNA total
de uma amostra ambiental é extraido,
clonado em vetor apropriado e entdo in-
serido em um hospedeiro adequado. Os
clones metagenémicos gerados podem
ser entdo estudados com diversas finali-
dades, incluindo a identificagdo de novas
enzimas.

Esta revisdo comega com uma des-
cricdo da biomassa lignoceluldsica e
principais enzimas degradadoras des-
sa biomassa, seguida de uma vis&o da
biodiversidade brasileira, em especial no
que diz respeito a busca de enzimas e
micro-organismos, cultivaveis ou nao,
adequados a produgdo de etanol celu-
l6sico. Por fim, serdo descritos os prin-
cipais processos utilizados na produgéo
de etanol a partir de biomassa lignocelu-
I6sica e os desafios da produgao.

Com excegédo de algumas bactérias
e animais, a celulose é encontrada na
natureza unicamente na parede celular
vegetal onde representa, em angiosper-
mas, de 42 a 50% do peso seco vegetal
e estd associada a hemicelulose (25 a
35%) e lignina (20 a 25%) [60, 7]. Na bio-
massa lignocelulésica diversas unidades
de B-D-glicopiranose ligadas por meio de
ligagdes glicosidicas B-1,4 formam uma
microfibrila de celulose. A organizagao
de vérias microfibrilas gera uma fibrila. As
fibrilas, por sua vez, se unem para formar
as fibras de celulose. Estudos cristalogra-
ficos demonstraram a existéncia de diver-
sos polimorfos da celulose, as celuloses
| a IV, sendo a primeira a predominante
em tecidos vegetais [8]. A celulose possui
uma estrutura cristalina, o que se deve
ndo apenas as ligagdes de hidrogénio in-
tra e intercadeias, mas também a forgas
de van der Waals entre as fibras. O grau
de cristalinidade da celulose é variavel
dentro da lignocelulose. A presenga de
“espagos”, como poros e torcdes nas fi-
bras, criam regies amorfas mais suscep-
tiveis a agéo enzimatica [9].

Na biomassa lignocelulésica a ce-
lulose encontra-se associada a hemi-



celulose, um polimero amorfo formado
por pentoses (D-xilose e L-arabinose)
e hexoses (D-glicose, D-galactose e D-
-manose), ligadas entre si por meio de
ligagdes glicosidicas p-(1-3 e 1-4), sen-
do a xilose o aglcar majoritério; além
de agucares acidos (&cido D-glicuronico
e acido 4-O-metil-glicurdnico) [10]. To-
davia, essa composi¢do ¢é variavel, de
acordo com a matriz vegetal. As madei-
ras duras possuem de 3 a 5% de glico-
mananas, um polimero linear formado
por moléculas de manose, ou manose
e glicose, ligadas por ligagbes glicosidi-
cas B-1,4; enquanto que nas madeiras
moles até 25% do peso seco da porgao
hemicelulosica € composta por O-acetil-
-galactoglicomananas, com um esque-
leto formando por unidades de manose,
galactose e glicose em uma propor¢éo
de 3:1:1 [11], [12], [13], [14].

Além da celulose e hemicelulose,
existe ainda a lignina, um polimero fe-
ndlico aromético de alto valor econdmico
potencial. Entretanto, a lignina & normal-
mente descartada nas fabricas de papel,
sendo eventualmente utilizada como
combustivel [15]. Seus precursores s&o
trés alcoois: p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico, com teores distintos de acor-
do com o tipo de lignina (derivada de
madeiras moles, duras ou gramineas)
que, assim como para 0s demais compo-
nentes da biomassa vegetal, variam de
acordo com o tipo de fonte vegetal [16].

Para a desconstrugdo do material ce-
lulésico, existem diversas enzimas hidro-
liticas que atuam tanto sobre a celulose

quanto hemicelulose, liberando agucares
fermentaveis. A Tabela 1 apresenta as
mais importantes enzimas hidroliticas.
Além das enzimas hidroliticas, exis-
tem as chamadas enzimas acessorias,
que ndo estdo diretamente envolvidas
na sacarificagdo do material lignocelu-
l6sico, mas sdo capazes de influenciar
grandemente a agéo de enzimas hidroli-
ticas, aumentando a sua agdo, como no
caso das enzimas da familia 61 (GH61),
que séo dependentes de cobre [25], [26].
Estas enzimas agem em sinergia com
celulases e apresentam similaridades
estruturais com as proteinas CBM33,
capazes de desorganizar a estrutura
cristalina da celulose, melhorando o
acesso das enzimas hidroliticas as fibras
da celulose [27]. Outro tipo de proteina
acessoria, conhecida como CBP21, tam-
bém atua aumentando o acesso de pro-
teinas hidroliticas ao substrato, em uma
acao sinérgica com essas enzimas [28].
As expansinas sdo proteinas vegetais
que atuam como coadjuvantes no cres-
cimento celular e amolecimento de fru-
tas, apresentando grande potencial no
pré-tratamento de biomassa [29], [30].
Foi encontrada ainda, em Trichoderma
reesei, uma molécula com grande homo-
logia com as expansinas — a swolenina.
Esta molécula possui uma propriedade
de “inchamento” de fibras de algodao
com producdo de aglcares redutores,
0 que evidencia seu potencial na des-
construgdo da biomassa [31]. A Figura 1
apresenta um esquema da estrutura da
biomassa lignocelulésica com os locais

de agdo das principais enzimas celulo-
liticas.

E claro o grande potencial energético
da biomassa lignocelulésica para a pro-
dugéo de etanol celulosico. Entretanto,
apesar da hemicelulose, assim como a
celulose, possuir grandes quantidades
de agUcares, estes sdo predominante-
mente pentoses, nem sempre fermen-
taveis pelos micro-organismos utilizados
no processo fermentativo convencional,
como no caso da Saccharomyces ce-
revisiae. Além disso, a xilana, principal
componente da hemicelulose, pode ini-
bir a acdo hidrolitica de celulases [32].
Diversos estudos vém sendo realizados
no sentido de produzir micro-organismos
capazes de fermentar ndo s6 hexoses,
mas também pentoses, para que seja
possivel a utilizagdo dos produtos da hi-
drélise da hemicelulose, aumentando o
rendimento do processo [33], [34].

A diversidade microbiana se refere a
quantidade de individuos de determina-
da espécie e a riqueza de espécies de
fungos, bactérias e arqueias existentes
em determinado habitat [35], [36]. Os
micro-organismos sao responsaveis pela
ciclagem de nutrientes no solo, o que
0s caracteriza como essenciais para a

TABELA 1 - PRINCIPAIS ENZIMAS CELULOLITICAS E HEMICELULOLITICAS COM SEUS RESPECTIVOS SUBSTRATOS

Enzima* IUBMB [17] Substrato

-D-glicosidase EC3.21.21 Celobiose

% Endo-1,4-B-D-glicanase EC3.214 Celulose amorfa (interna)

§ Exo-1,4-B-D-glicanase (Celobiohidrolase | - CBH I) EC 3.2.1.176 Celulose (extremidades redutoras)
Exo-1,4-B-D-glicanase (Celobiohidrolase Il - CBH II) EC3.2.1.91 Celulose (extremidades n&o redutoras)
Endo-1,4-B-xilanase EC3.2.1.8 Xilana
Xilanase oligossacaridica extremidade redutora EC 3.2.1.156 Xilana (extremidade redutora)

2 Xilana 1,2-a-glicuronosidase EC 3.2.1.131 Xilana (madeiras duras)

‘:3 Xilana1,4-B-xilosidase EC 3.2.1.37 Xilana (extremidade n&o redutora)

é o-L-arabinofuranosidase EC3.2.1.55 a-L-arabinosideos (extremidade n&o redutora)

£ B-mananase (manana endo-1,4-B-manosidase) EC3.2.1.78 Mananas, galactomananas e glicomananas
Exo-B-D-mananase EC 3.2.1.25 B-D-manosideos (extremidade ndo redutora)
a-galactosidase EC3.2.1.22 a-D-galactosideos (extremidade ndo redutora)

*Referéncias: [7], [12], [18], [19], [20], [21], [22], [23], [24].
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Figura 1 - Estrutura esquematica da biomassa da cana-de-agucar e locais de

acdo das principais enzimas celuloliticas.

homeostase de um ecossistema [37]. A
diversidade genética presente em deter-
minado solo é capaz de indicar sua qua-
lidade [38]. Devido a conjugacéo entre
bactérias, o conceito de espécie para o
estudo de biodiversidade de procariotos
ndo foi definitivamente estabelecido, o
que interfere no estudo destes micro-
-organismos [39], [40], [41]. Assim como
as bactérias, os fungos sdo ubiquos no
solo, também desempenhando importan-
tes fungdes ecoldgicas [42]. Contudo, o
entendimento destes € menor comparado
ao das comunidades bacterianas, ja que
a maioria dos micologistas baseiam seus
estudos em métodos de cultura [43].

A diversidade microbiana vem sido
exaustivamente estudada, explorando
diferentes ambientes. Em meados de
1980, Dr. Pace e colaboradores [44]
propuseram a ideia de clonar DNA am-
biental em hospedeiros e em 1991 pu-
blicaram seu primeiro estudo em que
0 DNA de uma amostra ambiental foi
diretamente clonado em vetores fagos
[45]. Posteriormente foram criadas bi-
bliotecas metagendmicas denominadas
zoolibraries, em que o DNA proveniente
de micro-organismos presentes em di-

gestores anaerdbicos em funcionamento
continuo com biomassa lignoceluldsica
por mais de 10 anos foi clonado em um
hospedeiro e clones com atividades ce-
luloliticas foram identificados [46]. Em
seguida, Dr. Delong e colaboradores
criaram uma biblioteca de procariotos
provenientes de agua do mar. Nesta
biblioteca foi identificada uma sequén-
cia de 16S rRNA proveniente de uma
arqueia jamais cultivada anteriormente
[47]. Tamames e colaboradores [41]
mostraram que varios taxons podem ser
encontrados em diferentes ambientes.
Especificidade ambiental ndo é comum,
contudo ha uma preferéncia ambiental.
Este estudo também mostra que o solo
€ um ambiente pouco restritivo, englo-
bando um elevado nimero de taxons
procariéticos.

A bioprospeccao de solos, em busca
de enzimas de interesse biotecnoldgico,
€ uma ferramenta potente, especialmen-
te no caso da produgéo de etanol celul6-
sico. Lakshmi e Narasimha [48] estuda-
ram a produgao de celulases por fungos
isolados de solo de floresta. Um dos fun-
gos isolados, Aspergillus sp., apresentou
elevada capacidade celulolitica, indican-

do atividade de exoglicanase, endogli-
canase e B-D-glicosidase. Picart e cola-
boradores [49] isolaram duas cepas de
Penicillium sp. produtoras de celulases
termoestaveis a partir de solos de flo-
resta subtropical. Pang e colaboradores
[18], usando abordagem metagendmica,
identificaram uma nova endoglicanase
em solos de compostagem.

No Brasil, Terceti [50], utilizando a
metagendmica, foi capaz de avaliar a
biodiversidade bacteriana em carvao pi-
rogénico de Terra Preta Antropogénica de
duas areas de Floresta Amazbénica. O filo
predominante encontrado foi Acidobac-
teria, seguido de Proteobacteria, Firmi-
cutes, Planctomycetes, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Nitrospira e Chloroflexi,
entre outros. Castro e colaboradores [51]
observaram, estudando a diversidade de
fungos em solos do Cerrado, que o filo
predominante em areas com agéo antro-
pica € o Ascomycota, contudo a riqueza
aumenta conforme o solo recebe menos
influéncia humana. Resultados seme-
Ihantes podem ser observados no traba-
lho de Quirino e colaboradores [52] que
compararam solo de cerrado sensu stricto
nativo com solo convertido em pastagem.
No segundo ha o predominio do filo bac-
teriano Actinobacteria em relagdo ao solo
de cerrado sensu stricto nativo, ou seja,
também ocorreu diminui¢&o da riqueza do
solo com o aumento da ag&o antrépica,
neste caso em uma ordem de 10 vezes.
Faoro e colaboradores [53] estudaram
a influéncia das caracteristicas do solo
como altitude e teores de calcio, magné-
sio, aluminio e fosforo na biodiversidade
da mata Atlantica brasileira. Este mesmo
grupo, em outro estudo, também encon-
trou em solo de Mata Atlantica, por meio
de uma abordagem metagendmica, uma
lipase termoestavel proveniente de uma
Acidobacteria [54]. Bruce e colaboradores
[55], também estudando a biodiversidade
de solos de mata Atlantica, encontraram
prevaléncia do filo Acidobacteria, em con-
sonancia com os estudos de Faoro.

Os micro-organismos estdo presen-
tes inclusive em animais, contudo estes
ambientes requerem taxons especialis-
tas, caracterizando-os como ambientes
seletivos [41]. Cunha e colaboradores
[56], a partir de técnicas independentes
de cultivo, estudaram as comunidades
de bactérias e arqueias em rimen de ca-



prino do sertdo nordestino. Foi identifica-
da a presenca de dois principais filos nas
bibliotecas metagenémicas oriundas das
amostras solido-aderidas de rimen e de
fluido ruminal: Firmicutes e Bacteroide-
tes. Em relag&o as arqueias, o filo priori-
tario encontrado nas duas bibliotecas foi
o Euryarchaeota, com grande prevalén-
cia do género Methanobrevibacter.

No mundo, a bioprospecgéo, espe-
cialmente em rimen animal, é utilizada
na busca por celulases. Del Pozo e co-
laboradores [57] identificaram, clonaram,
expressaram, purificaram e caracteriza-
ram uma [-glicosidase a partir de rimen
bovino, utilizando-se de técnicas metage-
ndmicas. Existem estudos semelhantes a
partir de rimen de iaque (Bos grunniens)
e bufalo (Bubalus bubalis) [58], [59].

Lynd, em um abrangente estudo
sobre a utilizagdo de celulose por mi-
cro-organismos, identificou os grupos
celuloliticos distribuidos na natureza. A
capacidade de digerir celulose esta dis-
seminada no dominio Fungi. No dominio
Bacteria esta concentrada nos Filos Acti-
nobacteria, ordem aerdbica Actinomyce-
tales e Filo Firmicutes, ordem anaerébi-
ca Clostridiales [60]. Apesar da grande
especificidade de algumas celulases
produzidas por bactérias anaerobicas,
a sua produgao ¢ baixa, além do cresci-
mento lento, o que levou os pesquisado-
res a focarem seus estudos em fungos
anaerdbicos celuloliticos [61].

Em relacdo aos mecanismos celulo-
liticos, existem grandes diferencas entre
0s micro-organismos aerébicos e anae-
rébicos. No caso das bactérias e fungos
aerdbicos 0 mecanismo modelo mais
bem estudado é o do fungo T. reesei [62].
Este fungo secreta trés grupos de celula-
ses: as B-glicosidases, endo e exoglica-
nases, além de outras enzimas acesso-
rias ndo tdo bem estudadas [25]. Estas
celulases atuam hidrolisando as ligagdes
glicoliticas B-1,4 em diversas regides da
molécula de celulose, gerando produtos
diversos. No caso dos micro-organismos
anaerdbicos, as enzimas podem ser
agregadas em grandes complexos ade-
ridos a superficie das células, chamados
de celulossomos [63]. Os celulossomos
permitem as bactérias adesdo ao subs-
trato sem necessidade de producdo de
grandes quantidades de enzima a serem
difundidas no espago extracelular e facil

acesso a glicose produzida [64]. Essa
estrutura multienzimatica, que pode con-
ter de 14 a 50 polipeptideos, chegando
a 210 kDa, encontra-se aderida a super-
ficie celular externa de bactérias como
a Clostridium thermocellum e é formada
nao s6 por enzimas celulosidicas, mas
também por proteinas estruturais que
formam um arcabougo: as coesinas e
CBM (carbohydrate-binding module),
escafoldinas, e doquerinas, criando um
grande complexo enzimatico, conforme
revisado por Demain e colaboradores
[65] e Gilbert e colaboradores [66].

Vérios micro-organismos ja foram
isolados do ambiente, crescidos em
laboratério e utilizados com fins biotec-
nologicos, sendo a levedura S. cere-
visiae um dos mais conhecidos [67]. O
microrganismo celulolitico e/ou fermen-
tador ideal deve ser seguro para o0s
seres humanos e a natureza, sua pro-
dugdo deve ser elevada, assim como a
eficiéncia da conversao do substrato em
produto [68], além de ser necessario que
um s6 microrganismo seja capaz ndo
s6 de produzir os substratos por meio
da hidrélise enzimatica, mas que seja
responsavel também pela fermentagdo
dos agucares produzidos [60]. Lynd e
colaboradores citam os tipos de micro-
-organismos utilizados nos processos
de produgdo de etanol celulésico: os
naturalmente celuloliticos, geneticamen-
te modificados para melhoria de carac-
teristicas relacionadas ao produto, e os
micro-organismos fermentadores n&o-
-celuloliticos, com alto rendimento na pro-
duc&o de etanol, geneticamente modifica-
dos para expressar sistemas celuloliticos
heterologos [69]. Olson e colaboradores
[70] apresentaram duas estratégias para
a criagdo dos micro-organismos supra-
citados: a estratégia nativa, em que se
utilizam os micro-organismos capazes
de utilizar os componentes insollveis
do material lignocelulésico e a estraté-
gia recombinante, em que se parte de
micro-organismos que ndo possuem essa
caracteristica inicial e por isso precisam
expressar heterologamente sistemas en-
ziméaticos sacaroliticos.

Com o objetivo de encontrar micro-
-organismos na natureza capazes de con-
verter biomassa em etanol, varios fungos
e bactérias ja foram estudados. Durante
a década de 70 cientistas buscaram no-

vas leveduras capazes de converter tanto
glicose quanto xilose em etanol. Pichia
stipitis, Candida shehatae e Pachysolen
tannophilus séo leveduras promissoras no
processo de fermentacdo de xilose [71].
Entretanto, essa conversdo ocorre muito
mais lentamente do que a de glicose pela
S. cerevisiae devido a diversos fatores
como maior requerimento de oxigénio,
sensibilidade a altos teores de etanol no
meio, além da presenca de outros inibido-
res, 0 que acaba por manter a S. cerevisiae
como levedura de escolha para o processo
de producéo de etanol lignocelulsico [71].
Cimpeanu e colaboradores [72] isolaram e
testaram nove cepas de leveduras rome-
nas, encontrando duas cepas de S. cerevi-
siae termotolerantes com potencial para a
produgao de etanol celulésico.

Entre os fungos utilizados o Neu-
rospora crassa € um 6timo candidato,
ja que ndo sé produz todas as enzimas
celuloliticas necessarias para a hidrolise
da biomassa, mas também é capaz de
converter xilose em etanol; entretanto,
pré-tratamento é necessario [73].

Bactérias anaerobicas termofilicas
também sdo micro-organismos muito
utilizados na produgdo de etanol ce-
lulésico. Demain e colaboradores [65]
estudaram o sistema celulolitico de C.
thermocellum, uma bactéria anaerdbica
que possui diversas vantagens na pro-
dugdo de etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos. A C. thermocellum n&o
precisa de aeragdo, 0 que barateia o
processo; ela possui uma temperatura
6tima de crescimento elevada (60°C),
o que facilita a recuperagdo do etanol,
além de diminuir a possibilidade de
contaminag&o. Entretanto, a produgéo
ainda é baixa se comparada com a
produgéo da S. cerevisiae, ja que varios
outros produtos inibidores também sao
produzidos durante a fermentacao, além
da inibigdo pelo proprio etanol. Além
disso, o C. thermocellum nao converte
pentoses em etanol, sendo necessaria a
utilizagao de coculturas.

Outra bactéria muito utilizada, especial-
mente na producédo de bebidas alcodlicas,
€ a Zymomonas mobilis, capaz de fer-
mentar glicose, frutose e sacarose. Além
da anaerobiose facultativa, a resisténcia
a presenca de etanol é uma vantagem na
produgao de bioetanal, entretanto, ela & in-
capaz de fermentar pentoses [74]. Cepas



TABELA 2 - ENSAIOS ENZIMATICOS PARA DETECGAO DE CLONES DE BIBLIOTECAS METAGENOMICAS
PRODUTORES DE ENZIMAS DE INTERESSE PARA A PRODUGAO DE ETANOL CELULOSICO

Enzima Substrato(s) Revelagdo da atividade
Amido de milho Remazol Brilliant Blue R
a-amilase
Amido soluvel lodo
Exoglicanase Metilumbiliferil B-D-celobiosideo (MUC) Luz UV

Celulase Carboximetilcelulose (CMC), bagaco de cana, Avicel Vermelho do Congo
Metilumbeliferil B-D-glicosideo (MUG) Luz UV
B-glicosidase
Esculina Citrato de ferro
Xilanase Palha de milho, Xilana Vermelho do Congo

modificadas de Z. mobilis capazes de fer-
mentar xilose apresentam baixo rendimen-
to devido a formag&o de xilitol, um inibidor
do processo, 0 que se deve a agdo de uma
enzima, a xilose redutase. Agrawal e cola-
boradores [33] descobriram uma xilose re-
dutase mutante em uma cepa modificada
de Z. mobilis com baixa produgao de xilitol
e grande afinidade por xilulose, benzaldei-
do, furfural, acetaldeido e 5-hidroximetilfur-
fural, sendo uma excelente enzima modifi-
cada para o metabolismo da xilose, além
de atuar como detoxificante no processo
fermentativo. Outras cepas modificadas
foram criadas para aumentar a capacidade
fermentativa da Z. mobilis, como no traba-
lho de Deanda e colaboradores [75], em
que o aglcar alvo é a L-arabinose, um dos
principais componentes da hemicelulose
em alguns tipos de biomassa, perdendo
apenas para a xilose.

Diferentemente da S. cerevisiae e
Z. mobilis, a bactéria Escherichia coli
consegue metabolizar a maioria dos
carboidratos presentes na biomassa lig-
noceluldsica, além de ser amplamente
estudada e de facil manipulagéo, tendo
sido melhoradas cepas produtoras de
bioetanol [76], [77]. Entretanto, E. coli
ndo possui status GRAS (Generally
Recognized As Safe: sigla em inglés
para “Geralmente Reconhecido como
Seguro”), que é conferido aos micro-
-organismos amplamente estudados e
utilizados na produgdo de alimentos e/
ou medicamentos.

No que diz respeito aos micro-or-
ganismos ndo cultivaveis, os genes de
interesse séo triados a partir de bibliote-
cas metagendmicas. Geralmente, ao se
construir uma biblioteca metagendmica,
utiliza-se como hospedeiro a E. coli.
Existem, porém, controvérsias quanto ao

uso de somente um microrganismo na
construgdo de uma biblioteca metage-
ndmica, pois isso pode gerar problemas
de expressdo de genes provenientes
de outros micro-organismos [77]. N&o
obstante, estudos comprovam que a ex-
pressdo génica em E. coli ndo se limita
somente a genes de Proteobacteria — filo
ao qual a E. coli pertence —, pois genes
de outros filos ja foram expressados nes-
te micro-organismo sem a necessidade
de engenharia genética [78], [79], [80],
[81], [82], [83], [84]. Outros candidatos
a hospedeiros para a construgéo de bi-
bliotecas metagendmicas incluem Strep-
tomyces, Bacillus e Archaea [78].

As bibliotecas metagenémicas podem
ser construidas utilizando pequenos ou
grandes insertos de DNA, em que a de-
ciséo sobre qual utilizar depende do que
se espera conseguir com a biblioteca.
Quando se busca identificagdo de genes
individuais ou produtos de genes, utili-
zam-se pequenos insertos. Porém, se o
intuito da biblioteca é identificar operons e
clusters de genes, os quais codificam vias
degradativas ou biossintéticas completas,
utilizam-se grandes insertos [85].

Na construgdo de bibliotecas de
grandes insertos sdo utilizados cosmi-
deos, BACs ou fosmideos [86], [87],
[88]. Estas bibliotecas sdo utilizadas na
analise do tamanho, complexidade e di-
versidade de um metagenoma. Por outro
lado, ao longo prazo, as bibliotecas de
pequenos insertos sdo mais apropriadas
para gerar um numero maior de clones
de DNA do que as bibliotecas de gran-
des insertos [89], [90].

Para triagem de uma biblioteca meta-
gendmica pode-se utilizar duas estraté-
gias. Na triagem baseada em atividade
enzimatica, identificam-se novos ge-
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nes que codificam para novos tipos ou
classes de enzimas. Pode-se também
identificar a sintese de novos compostos
bioativos, pois esta estratégia dispensa
a comparagéo das sequéncias obtidas a
sequéncias ja conhecidas. Porém, como
j& mencionado, a expressdo dos genes
clonados em hospedeiros diferentes
pode gerar problemas de expresséo en-
zimatica. Com isso, clones com o poten-
cial enzimatico esperado podem passar
despercebidos devido a resultados falso-
-negativos [77]. A Tabela 2 apresenta os
principais ensaios de triagem de biblio-
tecas metagendmicas utilizados na atu-
alidade com suas enzimas de interesse,
substratos, métodos de revelacao e refe-
réncias bibliograficas.

A Figura 2 apresenta fotos de pla-
cas com clones positivos produtores
de diversas enzimas como amilase,
B-glicosidase, exoglicanase, celulase de
baixa e alta viscosidades e xilanase.

Por outro lado, na segunda estraté-
gia, triagem da biblioteca por semelhan-
¢a de sequéncias, ndo existe a limitacdo
gerada pelo problema de expresséo en-
zimatica. Aqui criam-se sondas de DNA
ou primers derivados de sequéncias de
genes ou proteinas ja identificados por
outros trabalhos [77]. Porém, esta técni-
ca pode n&o selecionar genes completos
e cada clone identificado requer muito
trabalho em sua anélise [98]. Outro fator
limitante & que s6 seré@o encontrados ge-
nes com sequéncias homélogas a outros
previamente identificados [77], [85].

Aproducao de etanol celulésico se da
a partir da hidrolise de materiais lignoce-



lulésicos para obtengdo de agucares fer-
mentaveis. Entretanto, para se obter es-
tes acucares, a biomassa lignocelulésica
deve ser submetida a processos prévios,
0s quais serdo descritos a seguir.

Pré-tratamentos

A recalcitrancia dos materiais ligno-
celuldsicos a hidrédlise se deve a diver-
sos fatores como a cristalinidade e baixa
solubilidade da celulose, teor de lignina
na biomassa, dificil acesso de micro-
-organismos e suas enzimas celulosi-
dicas a celulose e hemicelulose, entre
outros. Se faz necessario o uso de pré-
-tratamentos, numa tentativa de expor as
fibras de celulose as enzimas, eliminar
a lignina sem degradar a hemicelulose,
evitar a formagao de sub-produtos inibi-
dores dos micro-organismos fermenta-
dores e enzimas celuloliticas, além de
reduzir custos [99]. O pré-tratamento a
ser usado deve ser escolhido de acor-
do com o tipo de biomassa disponivel,
j& que cada pré-tratamento atua de ma-
neira distinta nos sub-componentes da
biomassa, assim como de acordo com o
processo como um todo.

Os pré-tratamentos podem ser fisi-
cos (fragmentagdo mecénica, pirdlise
e irradiagdo), quimicos (hidrolise acida,
hidrélise alcalina, ozonélise, amdnia, pro-
cesso Organosolv e SO,), fisico-quimicos
(craqueamento ou explos&o a vapor, oxi-
dagdo Umida e pré-tratamentos hidrotér-
micos) ou biolégicos (pré-tratamento por
fungos ou Biorganosolv), ou ainda, uma
combinag&o dessas técnicas [100], [101].
Entre os principais pré-tratamentos utili-
zados para a produc&o de etanol a partir
de bagago de cana encontra-se a explo-
$80 a vapor em que uma combinagdo de
temperatura e presséo elevados seguida
de descompresséo leva a quebra da es-
trutura lignocelulésica [102]. Essa técnica
pode ser combinada com o uso de acido
sulfurico diluido e possui diversas vanta-
gens como menor custo energético, se
comparada a fragmentagdo mecénica, e
nao geragédo de residuos poluentes. En-
tretanto, existe a formagao de inibidores
que podem atuar sobre os micro-organis-
mos fermentadores [103].

A hidrélise é&cida utiliza diversos
acidos (peroxido, sulfurico, férmico,
acético) concentrados ou diluidos. Aci-

Figura 2 - Resultados de triagem de clones positivos para diversos tipos de
substratos.

dos concentrados sdo pouco utilizados
devido as dificuldades de trabalho, ja
que sao corrosivos, poluentes, toxicos e
geram subprodutos indesejaveis, sendo
preferidos os &cidos diluidos [104], [105].

A hidrélise alcalina atua nas ligagdes
éster da lignina, tanto internas quanto
entre a lignina e hemicelulose, saponifi-
cando-as [103]. No processo de exploséo
das fibras com amoénia (AFEX), o mate-
rial lignoceluldsico € tratado com amonia
liquida em temperatura moderada e alta
pressdo, que, a exemplo da explosdo a
vapor, € liberada rapidamente, levando
ao rompimento das fibras do material lig-
nocelulésico. Este processo ndo produz
inibidores e o material ndo precisa ser
previamente particulado, mas a aménia é
poluente e deve ser reciclada [9].

Os liquidos iénicos (L) sdo uma com-
binagdo de um cation organico com um
anion, que pode ou ndo ser organico. A
capacidade de desorganizar a estrutura
tridimensional ndo apenas da celulose,
mas também da hemicelulose e lignina,
se deve a capacidade que esses sais
possuem de competir por ligagbes de
hidrogénio, as quais s@o responsaveis
pela organizagéo estrutural da celulose
[106], [107].

Os pré-tratamentos  biolégicos sdo
considerados ‘limpos”, ja que nao
produzem os subprodutos téxicos
encontrados nos pré-tratamentos qui-

micos, como acidos e inibidores [108],
além de reduzir os custos com energia
elétrica utilizada nos processos fisicos.
Séo empregados fungos e bactérias de-
gradadores de lignocelulose por meio da
producdo de enzimas hidroliticas e oxi-
dativas. Os fungos capazes de produzir
tais enzimas s&o classificados em (1)
White-Rot Fungi; (2) Brown-Rot Fungi, e
(3) Soft-Rot Fungi [62].

Os White-Rot Fungi séo considerados
os mais abundantes e eficientes
degradadores de lignina na natureza
[109], talvez pelo fato de produzirem en-
zimas com alta processividade, diferente-
mente dos Brown-Rot Fungi, apesar de al-
guns relatos contrérios [110]. Além disso,
os White-Rot Fungi aparentemente atuam
de maneira sinérgica com bactérias [111].
Os White-Rot Fungi sdo quase na sua
totalidade Basidiomicetos (com alguns
Ascomicetos) e possuem como alvo prin-
cipal a lignocelulose de angiospermas.
Produzem lacases e peroxidases [108],
[109], [112], [113], [114], [115]. Os Brown-
-rot Fungi também sdo Basidiomicetos e
Ascomicetos e atuam preferencialmente
na hemicelulose e celulose de gimnos-
permas, por meio da produgéo de endo,
exoglicanases e [-glicosidases [110],
[116], [117], [118]. J& os Soft-Rot Fungi
sdo Ascomicetos e fungos mitosporicos,
atuando na lignina por mecanismos
poucos conhecidos até o momento [119].




T reesei é um Soft-Rot Fungi muito co-
nhecido e utilizado por suas celulases e
hemicelulases, sendo seu mecanismo de
degradacg&o lignocelulésica 0 mais bem
estudado até o momento [62].

Apesar das vantagens apresentadas
no uso de fungos como pré-tratamento
de biomassa, o longo tempo de atuagéo
e inibigdo pelos seus subprodutos ainda
nao os torna viaveis para uso em escala
industrial [115]. Entretanto, estudos estéo
sendo conduzidos no sentido de viabilizar
0 uso deste tipo de pré-tratamento. Hol-
mgren e Sellstedt usaram dois fungos
distintos, White-Rot Fungi (Trametes
versicolor) e Soft-Rot Fungi (Chalara par-
vispora), associados com S. cerevisiae no
processo de sacarificagdo e fermentagao
simultdnea (SSF), em uma tentativa de
aumentar a produgao de etanol celuldsico
a partir da hemicelulose, ja que o fungo C.
parvispora produz etanol utilizando xilose
como substrato [120].

Durante o pré-tratamento do material
lignoceluldsico, especialmente quando
do uso de &cidos fortes ou elevadas
temperaturas, existe a formagéo de sub-
produtos tdxicos que sao inibidores do
crescimento celular, agdo enzimatica e
fermentagdo. Olsson e Hahn-Hégerdal
[121] classificaram os compostos inibi-
dores em cinco grupos: (1) compostos
liberados durante o pré-tratamento (aci-
do acético), (2) produtos de degradagéo
de acucares (2-furaldeido (furfural) e
5-hidroximetilfurufral, provenientes da
desidratag&o da glicose e xilose, respec-
tivamente), (3) produtos de degradacédo
da lignina (compostos fenolicos), (4)
produtos da fermentagao (&cidos organi-
cos, acetaldeido e etanol) e (5) metais
pesados provenientes da corrosdo dos
equipamentos utilizados no processo
pelo acidos utilizados na hidrolise, como
cromo, cobre, ferro e niquel [122], [123].
Por vezes a inibi¢do pode se dar por si-
nergia entre estes compostos e outros
fatores, como no caso do acido acético,
0 qual atua em sua forma dissociada,
dependente do pH [124]. Existem diver-
sos métodos para evitar a agao deletéria
dos compostos inibidores, os quais po-
dem ser quimicos, fisicos ou biolégicos

ou, ainda, uma combinagdo destes.
Taherzadeh e colaboradores [125] iden-
tificaram quatro abordagens distintas:
(1) evitar que, durante a hidrolise, os
compostos inibidores se formem, (2)
desintoxicagdo dos hidrolisados prévia
a fermentacg@o, (3) desenvolvimento de
micro-organismos tolerantes a estes ini-
bidores, e (4) desintoxicagéo in situ por
meio da bioconversdo dos inibidores.
A escolha do melhor método a ser em-
pregado é fungdo do material lignocelu-
l6sico e pré-tratamento utilizados [123].
Nichols e colaboradores [126] inocula-
ram material lignocelulésico pré-tratado
com o fungo Coniochaeta ligniaria para
metabolizag&o e remocao de inibidores
antes do processo fermentativo. Para
evitar a formagdo de metais pesados e
subprodutos toxicos pela agdo de &ci-
dos fortes, diversos estudos foram feitos
prevendo o uso de &cido fosforico, um
acido mais fraco e caldeiras de metal
inoxidavel [127], [128], [129]. Aimeida e
colaboradores [130] avaliaram os efeitos
deletérios dos furaldeidos e processos
de neutralizagdo dos mesmos, como
detoxificagdo e biorredugéo. Alriksson e
colaboradores [131] utilizaram agentes
redutores para detoxificar hidrolisados
enzimaticos de lignocelulose, aumentan-
do a fermentabilidade dos mesmos.

Existem varios métodos de hidroli-
se e fermentagdo para a producéo de
etanol. A partir da hidrélise do material
lignocelulésico dois tipos de agucares
sdo liberados, as pentoses e hexoses.
Os  micro-organismos  normalmente
apresentam uma caracteristica chama-
da de Repressdo Catabolica (CCR), em
que dao preferéncia a um agucar para
fermentagdo em detrimento de aglcares
secundarios (mesmo que sejam capazes
de fermentar pentoses e hexoses).
Geralmente esse agucar ¢é a glicose, 0
que pode ser explicado por sua maior
abundancia na natureza. Estes micro-or-
ganismos so irdo comegcar a fermentar
as pentoses apos a deplegéo da glicose
existente. Sendo assim, a presenc¢a de
glicose no meio inibe a fermentagéo das
pentoses [132]. A presenga do agucar

preferencial pode atuar inibindo a ex-
presséo ou atividade de sistemas cata-
bélicos de agucares secundarios [133].
Existem micro-organismos que natural-
mente possuem o sistema CCR-negati-
vo, como a S. cerevisiae, Lactobacillus
brevis, E. coli, Klebsiella oxytoca e Z.
mobilis, enquanto outros foram genetica-
mente modificados para permitir ou me-
lhorar a utilizagao simultanea de dois ou
mais agucares, como a Thermoanaero-
bacterium saccharolyticum e os mesmos
E. coli, K. oxytoca, S. cerevisiae e Z.
mobilis, entre outros [134], [135], [136],
[137], [132], [138], [139] ,[140].

Ainda sobre os tipos de produgéo, a
hidrélise e fermentagdo podem ser re-
alizadas simultaneamente ou em sepa-
rado e coquetéis enzimaticos ou micro-
-organismos podem ser usados. Deve-se
observar que, em fungdo do material lig-
nocelulésico utilizado, o pré-tratamento,
hidrélise e fermentacdo mais adequados
devem ser associados, gerando um gran-
de niimero de combinagdes possiveis, o
que pode ser observado em inumeros tra-
balhos cientificos disponiveis hoje.

Na Hidrélise e Fermentagdo Sepa-
radas (SHF) a hidrolise da celulose e
hemicelulose ocorre em um reator para
a posterior fermentagdo dos aglcares
resultantes em outra, o que facilita o
ajuste de parametros de reagdo (pH e
temperatura) de hidrélise e fermentagéo.
Entretanto, ocorre a inibicdo da hidro-
lise e fermentagdo pelos subprodutos
da mesma, além de maiores custos de
produgéo (tempo e espago) [141], [142].

O processo de Sacarificagdo e Fer-
mentagéo Simultaneas (SSF) foi inven-
tado e patenteado por Gauss e colabo-
radores em 1976, apdés a observacéo
de que a hidrélise era limitada pelos
subprodutos da mesma (glicose e celo-
biose) e que, com a fermentagao simul-
tanea destes subprodutos, os niveis de
hidrélise se mantinham e, com isso, a
produgdo de etanol era elevada [143].
Além disso, ha redugéo nos custos, j&
que O processo Ocorre em um equipa-
mento apenas. Entretanto, os parame-
tros favoraveis para a hidrélise e fermen-
tacdo sdo diferentes (pH e temperatura),
dificultando o estado 6timo das duas
reagdes. E ainda, a reciclagem de enzi-
mas e fermentadores ¢ dificultada [144].
Também deve-se observar o problema
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de acumulo de pentoses, no caso de uso
de micro-organismos fermentadores que
possuem CCR. Estes so6 irdo comegar a
fermentar as pentoses apo6s a deplegéo
da glicose no meio de reagéo, o que difi-
cilmente ira acontecer em uma processo
do tipo SSF, j& que novas moléculas de
glicose estdo sendo liberadas ao mesmo
tempo e compartimento em que ocorre a
fermentagéo [132].

Na Sacarificagdo e Cofermentagéo
Simultdneas (SSCF), a hidrélise do ma-
terial lignoceluldsico e fermentagéo das
pentoses e hexoses ocorrem simultane-
amente, em um mesmo equipamento,
diferentemente do que ocorre na SSF
onde, apds o pré-tratamento da lignoce-
lulose, existe a separagédo da celulose e
hemicelulose para a fermentag&o, sendo
que o processo de SSF utiliza apenas
as moléculas de glicose provenientes
da hidrélise da celulose para a posterior

¥

Destilacdoe
purificacdo

—

Residuos

Figura 3 - Processos de produgéo de etanol a partir de cana-de-agtcar.

fermentagdo, enquanto que na SSCF os
produtos da hemicelulose também s&o
fermentados [127], [145], [132]. Aqui, os
micro-organismos fermentadores apre-
sentam CCR-negativa, naturalmente ou
por meio de engenharia genética [145],
[146], [147]. Entretanto, pelas diferentes
temperaturas 6timas de sacarificagdo
e hidrélise, altas concentragdes de en-
zimas sd0 necessarias, 0 que eleva os
custos [148].

No Bioprocessamento Consolidado
(CBP) ou Conversdo Microbial Direta
(DMC) a producéo de enzimas, hidrélise
da biomassa e fermentagao das hexoses
e pentoses ocorrem em um SO passo,
sem adi¢do de enzimas. As vantagens
deste tipo de processo sdo claras: re-
dugdo de custos de resfriamento e ade-
quagao do processo a paises tropicais,
menor necessidade de matérias-primas,
menores riscos de contaminagdo e

maior eficiéncia no processo hidrolitico
[149], [150]. Abdel-Banat e colaborado-
res [151], utilizando uma cepa termo-
tolerante da levedura Kluyveromyces
marxianus, demonstraram que um au-
mento de apenas 5°C na temperatura de
fermentagdo afeta fortemente os custos
da produgdo do bioetanol. Entretanto,
S80 necessarios micro-organismos al-
tamente especializados, capazes de
produzir todas as enzimas necessarias,
resistentes a elevadas temperaturas e
inibidores resultantes do processo hidro-
litico; 0 que ndo é uma realidade até o
momento. Como na SSF, a grande dife-
renca entre a temperatura ideal de sa-
carificagdo e fermentagao representa um
desafio na selecéo de micro-organismos
adequados. Na Figura 3 estéo represen-
tados esquematicamente diversos tipos
de processo de produgéo de etanol ce-
lulésico.




Pode-se observar grandes avangos
no entendimento dos processos envolvi-
dos com a produg&o do bioetanol a partir
de biomassa lignocelulésica. Entretanto,
tornou-se clara a complexidade e diver-
sidade da mesma segundo espécie ve-
getal; para cada matéria-prima diversos
parametros devem ser ajustados para
obtencdo de rendimento maximo. Além
disso, a biodiversidade microbiana brasi-
leira apresenta inumeras possibilidades
de novos micro-organismos que poten-
cialmente podem baratear custos e sim-
plificar o processo de produgao de etanol
se forem trabalhados em conjunto com
a biomassa escolhida. Além dos micro-
-organismos cultivados, ha também que
se explorar a riqueza metabolica dos mi-
cro-organismos ndo cultivaveis através
da metagendémica. O desenvolvimento
de programas de melhoramento de
biomassa em conjunto com processos
industriais em que micro-organismos
elou seu produtos sdo utilizados tem
grande potencial para aumentar a com-
petitividade brasileira para produgdo de
etanol celulésico.
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As bacteérias produtoras de
carbapenemases tipo NDM
aterrissaram no Brasil

por Vanessa Vieira

Oito casos positivos detectados no Rio Grande do Sul colocam o pais em

alerta para tentar conter o avango dos germes contendo o gene NDM-1.
Resistentes aos antibidticos carbapenémicos, eles podem elevar a taxa de

mortalidade a 50%

Em junho de 2010, o casal Sanje-
ev Thakran e Lalita internou seu bebé,
Tapas, de trés semanas, no Mangla
Children’s Hospital, na cidade de Bijnor,
na india. Os médicos acreditavam que a
crianga precisaria de apenas alguns dias
de cuidados intensivos, sendo aquecida
na incubadora e alimentada por um tubo
nasal, antes de receber alta e voltar para
casa. Nao foi 0 que aconteceu. Embora
estivesse sendo tratada com uma série
de antibidticos, uma infecgdo bacteriana
se alastrou pelos pulmdes do bebé e
pela corrente sanguinea, até atacar as
membranas que cobrem o cérebro e a
medula espinhal. Quando nem os carba-
penémicos — uma das mais poderosas
classes de antibiéticos — funcionaram, os
médicos perceberam que estavam lidan-
do com algo novo. Tapas morreu onze
semanas ap6s dar entrada no hospital.
Exames laboratoriais revelariam mais
tarde que a causa da infecgdo era a
bactéria Klebsiella pneumoniae, um mi-
crorganimo do trato intestinal que pode
causar pneumonia e infecgdes urinarias
em pacientes hospitalares. A K. pneumo-
niae continha o gene NDM-1, que torna
as bactérias ultrarresistentes a antibioti-
cos B-lactamicos. Tapas foi apenas uma
entre 14 criangas infectadas no hospital
por bactérias contendo o gene NDM-1
num prazo de 17 meses. Seis delas mor-
reram.

Os primeiros casos documentados
de infecgbes causadas por bactérias

com este gene de resisténcia ocorreram
em 2008, mas analises retrospectivas
de culturas mais antigas revelaram a
presenca do gene em amostras de en-
terobactérias isoladas em 2006. Desde
entdo, essas superbactérias ja foram
documentadas em 40 paises em todos
os continentes, com exce¢&o da América
do Sul e da Antartida. Nao mais. A partir
deste ano, o Laboratério de Pesquisa
em Infecgdo Hospitalar (LAPIH /IOC-
-FIOCRUZ) diagnosticou pela primeira
vez no Brasil sua presenga em oito pa-
cientes atendidos em Porto Alegre. Um
deles, internado em janeiro no Hospital
Nossa Senhora da Conceigéo, na capi-
tal gaucha, ndo estava colonizado, mas
infectado por uma bactéria contendo o
gene. “A infecgéo estava localizada no
pé e foi realizada uma amputagdo. O
paciente teve melhora pela extirpagéo
do foco infeccioso”, explica o médico in-
fectologista Diego Falci, do Controle de
Infeccdo Hospitalar do Hospital Nossa
Senhora da Conceigéo.

Desde entdo, houve o fechamento
de leitos de UTI nos hospitais de onde
as amostras positivas foram coletadas,
para a chamada ‘limpeza terminal’. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
também emitiu uma nota técnica com
orientagbes para a prevengdo e con-
trole de infecgdes por enterobactérias
multirresistentes. As recomendagdes
envolvem a coleta regular de amostras
pelos laboratérios hospitalares, o comu-

nicado imediato da detecgdo do micro-
-organismo multirresistente as autorida-
des da area da Saude, o isolamento dos
pacientes positivos e até o cumprimento
rigoroso de normas basicas de preven-
¢ao de infecgdes, como o uso obrigatdrio
de luvas e lavagem criteriosa das méos.
As cepas isoladas devem ser enviadas
para unidades de referéncia, como o Ins-
tituto Oswaldo Cruz. “Os testes fenotipi-
cos para pesquisa do gene NDM-1 s&o
cruciais para adotar medidas de barreira
para a disseminacdo do problema”, ex-
plica Afonso Barth, do Servigo de Pato-
logia Clinica do Laboratorio de Doengas
Auto-Imunes e Infecciosas do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, laboratério
que tem auxiliado e agilizado a pesquisa
destas bactérias no sul do Brasil.“O mo-
mento ¢ de alerta e temos de tomar me-
didas rapidas para que o problema nao
fique fora de controle”, diz Ana Paula
D’Alincourt Assef, pesquisadora-adjunta
do LAPIH / I0C-FIOCRUZ, responsavel
pela caracterizagdo do primeiro relato
desse gene na amostra proveniente do
Rio Grande do Sul e que ja analisou
mais de 1 000 amostras de todo o pais
em busca do gene.

ERA POS-ANTIBIOTICA

O termo NDM-1 é a forma reduzida
de Nova Délhi-metalo-beta-lactamase1.
O gene recebeu esse nome por causa de
seu histérico de disseminag&o, que apon-




ta a India como origem do problema, ja
que os primeiros pacientes infectados por
germes contendo o gene tinham um his-
torico de viagens aquele pais. Esse gene
induz a produg&o da enzima metalo-beta-
-lactamase, que contém zinco e é capaz
de degradar e tornar indcua a classe de
antibiéticos conhecida como beta-lacté-
micos. Os beta-lactamicos incluem as
penicilinas, cefalosporinas e carbapené-
micos, sendo estes ultimos considerados
o0s antibiéticos mais potentes de que se
dispde atualmente.

Sem poder contar com essas drogas,
as alternativas terapéuticas para o tra-
tamento de infecgbes bacterianas ficam
limitadas & associagdo das chamadas
polimixinas -- antibiéticos que podem
causar lesdes ao sistema nervoso e aos
rins -- com tigeciclinas ou aminoglicosi-
deos como gentamicina ou amicacina.
Algumas publicagbes evidenciam taxas
de mortalidade provocadas por bactérias
produtoras de NDM oscilando entre 40%
e 50% no prazo de 30 dias. “A NDM-1
esta transformando bactérias comuns,
que os antibioticos conseguiam derrotar
facilmente, em assassinas incuraveis”,
diz Timothy Walsh, professor de Micro-
biologia Médica na Cardiff University, do
Reino Unido.

O aumento da resisténcia aos anti-
biéticos esta aproximando o planeta do
que a Organizagdo Mundial de Saude
chama de ‘era pos-antibiética’. “Coisas
tdo comuns quanto uma dor de garganta
ou o joelho ralado de uma crianga po-
derdo voltar a matar’, afirmou Marga-
ret Chan, diretora Geral da OMS, num
encontro médico realizado em margo
em Copenhague. Procedimentos como
operagdes nos quadris, transplantes de
orgéos, tratamentos quimioterépicos e
até o atendimento a bebés prematuros
podem ficar muito mais dificeis ou peri-
gosos demais para se realizar’, acres-
centou. Atualmente, as variedades mais
conhecidas de bactérias resistentes ja
matam mais de 25 mil pessoas anual-
mente apenas na Europa.

O gene NDM costuma ser encontra-
do em enterobactérias como Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. Porém,
néo € exclusivo desse tipo de micro-or-
ganismo. Localizado nos plasmideos --
moléculas de DNAextra-cromossomicas
que podem ser transmitidas de bactéria
a bactéria -- o gene tem alto poder de
disseminagdo. Em teoria, ele pode ser
adquirido até mesmo pela bactéria Yersi-
nia pestis, causadora da peste bubdnica,
conhecida na Idade Média como Peste
Negra, e que ainda mata em algumas
regides do planeta. “E uma questao de
tempo e de acaso”, diz Mark Toleman,
geneticista molecular da Cardiff Univer-
sity.

Outra fonte de preocupagédo é que,
embora as autoridades sanitérias ainda
lidem com a NDM como um problema
restrito aos hospitais, um estudo am-
biental realizado em Nova Délhi em 2010
detectou a presenca do gene em 51 de
171 amostras de vazamentos e pogas
nas ruas da capital indiana e em duas
de 50 amostras de &gua de torneira. Ele
estava presente em bactérias como E.
coli, K. pneumoniae, C. freundii, Shigella
boydii, Vibrio cholerae e Aeromonas ca-
viae.

As baixas condigbes de saneamento
na india facilitam a colonizagdo da po-
pulagdo pelas bactérias produtoras de
carbapenemases tipo NDM. Mais da me-
tade dos 1,2 bilhdo de habitantes do pais
fazem suas necessidades a céu aberto
e 23% dos moradores das cidades nao
contam com banheiros, segundo um re-
latério de 2012 publicado pela OMS em
parceria com a UNICEF. O esgoto ndo
tratado espalha os micro-organismos
resistentes ao contaminar a agua e os
alimentos com ela cultivados ou lavados.

Hoje, estima-se que 100 milhdes de
indianos sejam portadores de germes
que contém o gene NDM-1. Essa infor-
magdo serve de alerta as autoridades
brasileiras, ja que o Brasil também sofre

com as mas condicdes de saneamento.
“N&o é apenas uma cirurgia ou estar pro-
ximo de um hospital. Vocé pode contrair
0 problema por meio dos alimentos e da
agua”, comenta Maurine Leverstein-van
Hall, microbiologista clinica do Centro
Médico Universitario de Utrecht, na Ho-
landa, ao comentar o caso de dois pa-
cientes holandeses infectados por bac-
térias portadoras do gene NDM na India,
mesmo sem terem sido submetidos a
procedimentos médicos no pais. “Ha um
tsunami chegando nos proximos anos,
quando a resisténcia aos antibiéticos
explodir’, alerta Abdul Ghafur, médico in-
fectologista em Chennai, a maior cidade
do sul da India. “Precisamos de medidas
de guerra para lidar com esse proble-
ma o quanto antes”, diz. “Ja perdemos
a guerra contra bactérias produtoras do
gene KPC, que ja estdo disseminadas
no Brasil. Este € 0 momento de conter
as bactérias produtoras de carbapene-
mases tipo NDM”, diz Afonso Barth, do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Alan P. Johnson; Neil Woodford. Global
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por Vanessa Vieira

Micro-organismos especializados na degradacéo de hidrocarbonetos podem
ser alternativas aos dispersantes quimicos na limpeza dos vazamentos de
petroleo, minimizando o impacto ambiental desses acidentes

20 de abril de abril de 2010. Uma
explosdo na plataforma Deepwater Ho-
rizon, da British Petroleum, no Golfo do
México, mata 11 pessoas e rompe tu-
bulagdes no fundo do oceano, a 1.500
metros de profundidade. O pogo de ex-
tragdo passa a jorrar cerca de um milhdo
de litros de petréleo ao dia nas aguas
do mar. As manchas de 6leo resultantes
do vazamento ocupam uma area seme-
lhante ao territério de Porto Rico, fazen-
do deste o maior acidente ambiental da
histéria dos Estados Unidos. Apenas
em 15 de julho daquele ano a petroleira
anunciou ter conseguido, finalmente, es-
tancar o vazamento.

Atragédia ambiental no Golfo do Mé-
xico deixou 30 000 mil passaros e 115
cetadceos mortos. Mas, segundo os am-
bientalistas, esses numeros poderiam
ser multiplicados por oito, j& que muitas
mortes continuam a acontecer. Em feve-
reiro de 2011, 59 golfinhos foram encon-
trados encalhados ou mortos nas praias
do Golfo. Trinta e seis desses animais
eram filhotes prematuros ou natimortos.
Este numero é nove vezes superior a
média encontrada entre 2002 e 2009.
Areas de mangue e pantanos foram for-
temente atingidos e continuam de piche
ja que, gragas as marés, essas zonas
tendem a acumular o 6leo remanescente
dos vazamentos.

E 0 que aconteceria se houvesse um
vazamento nas zonas de exploragdo do
pré-sal nas mesmas proporgdes ao ocor-
rido no Golfo do México? Esse questio-
namento foi feito pelo gedlogo america-
no John Amos, durante o VIl Congresso
Brasileiro de Unidades de Conservagao,
em Natal, no Rio Grande do Norte, em

setembro do ano passado. Amos é pre-
sidente da SkyTruth, uma ONG de West
Virginia que usa o Google Earth para mo-
nitorar manchas de petréleo e vazamen-
tos ao redor de plataformas petroliferas.
A ONG foi a primeira a detectar o maior
acidente de petroleo do Brasil -- 0 vaza-
mento da Chevron na Bacia de Campos.
Durante o Congresso, ele conclamou o
governo brasileiro a investir na pesquisa
de novas tecnologias para limpar derra-
mamentos de petroleo e reduzir o dano
ambiental causado por esses acidentes.
“A exploragdo nao vai parar. Entdo, eu
gostaria de ver o Brasil liderando o de-
senvolvimento de tecnologia para limpar
o petréleo e prevenir acidentes, porque
tudo indica que essa lideranga néo sera
assumida pelos Estados Unidos”.

Uma resposta a esse desafio pode
estar vindo de um estudo coordenado
pelo Professor Alexandre S. Rosado res-
ponsavel pelo Laboratério de Ecologia
Molecular Microbiana, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, publicado re-
centemente pelo periddico especializado
BMC Microbiology. O artigo investigou
a diversidade bacteriana nas areas de
mangue e seu potencial para a degra-
dag&o anaerdbica de hidrocarbonetos. O
local escolhido para realizar a pesquisa
foi 0 manguezal de Surui, na Baia de
Guanabara, no estado do Rio de Janei-
ro. No ano 2000, houve um vazamento
na Baia de Guanabara que impactou
fortemente essa area, com o derrama-
mento de mais de um milh&o de litros de
petréleo provenientes de uma refinaria
proxima.

Estudos anteriores ja haviam de-
monstrado a eficiéncia da biodegrada-

¢ao anaerobica de diesel. Na presenca
de micro-organismos redutores de nitra-
to, sulfato ou carbono, 99% do petréleo
foram removidos em 510 dias. Para dar
um passo adiante, os pesquisadores
da UFRJ investigaram os perfis das co-
munidades microbianas nas diferentes
camadas de sedimentos das areas de
mangue e a proporgao de bactérias re-
dutoras de sulfato -- as mais eficientes
no processamento dos hidrocarbonetos
-- em diferentes profundidades do solo.
Para isso, fizeram uma varredura nesses
micro-organismos em busca dos genes
caracteristicos do processamento anae-
rébico do petroleo e seus derivados.

Entre os resultados encontrados, ve-
rificou-se que os primeiros 15 centime-
tros de sedimentos a partir da superficie
s80 uma zona de ativa redugéo de sul-
fato nos manguezais. Mas essa propor-
¢ao decai drasticamente nas faixas mais
profundas. Isso poderia explicar, por
exemplo, por que o petréleo que penetra
as camadas mais profundas do solo de
mangue permanece por anos sem ser
degradado. A boa noticia, entretanto, é
que a proporgdo de bactérias redutoras
de sulfato tende a aumentar em man-
guezais ja atingidos por vazamentos de
petréleo. “Por isso, um pantano com his-
torico de contaminag&o por petréleo esta
mais preparado para responder a uma
situagdo adversa como essa do que uma
area virgem”, afirmam os pesquisadores
em seu trabalho.

Além de ajudar a compreender a
capacidade de recuperagdo das zonas
de mangue frente aos acidentes com
petréleo, proporcionada pela sua popu-
lagdo de bactérias aptas & degradacéo



de hidrocarbonetos, o estudo pode abrir
as portas para a futura criagéo de solu-
¢Oes biotecnoldgicas para a limpeza do
petréleo derramado nos oceanos pelos
vazamentos. O uso mais intensivo des-
sas bactérias poderia se revelar uma
alternativa para minimizar o impacto
ambiental causado pelos tradicionais
dispersantes quimicos apés os aciden-
tes com petréleo.

Estimativa do dano ambiental provocado
pelo vazamento de petréleo no Golfo do
México. Reportagem Gulf’s Complexity
and Resilience Seen in Studies of Oil
Spill, do New York Times. http://www.
nytimes.com/2011/04/12/science/12spill.
html?pagewanted=all&_r=0

Andrade L. L., et al. Microbial diversity

and anaerobic hydrocarbon degrada-
tion potential in an oil-contaminated
mangrove sediment, publicado na BMC
Microbiology. http://www.biomedcentral.
com/1471-2180/12/186

Comentrarios de John Amos, da Ong
Skytruth. http://www.oeco.org.br/multimi-
dia/videos/26484-fundador-da-ong-ame-
ricana-skytruth-em-entrevista-exclusiva-
-no-stand-de-oeco



por Vanessa Vieira

Confira os destaques da programacgéo do 27° Congresso Brasileiro de
Microbiologia, que vai discutir as contribuigcbes da bioinformatica para a

investigagcdo dos microorganismos presentes no ambiente, nos animais e

seres humanos e de como funciona a nossa interagdo com eles

As maiores autoridades nacionais
e internacionais em Microbiologia tém
compromisso na agenda entre os dias 29
de setembro e 3 de outubro deste ano. O
ponto de encontro é Natal, cidade esco-
Ihida para sediar o 27° Congresso Brasi-
leiro de Microbiologia. Um dos grandes
nomes que marcardo presenga no even-
to € o microbiologista norte-americano
Patrick Robert Murray, diretor mundial
de Assuntos Cientificos da BD Diagnos-
tic Systems, que fard a abertura oficial
do congresso. A frente do Centro Clinico
do National Institutes of Health (NIH) até
2011, Murray comandou programas de
pesquisa em gendmica e introduziu di-
versas tecnologias inovadoras na rotina
de testes diagndsticos, além de ter com-
posto o Conselho Americano de Micro-
biologia Médica. Em sua participagéo no
27° CBM, ele falara sobre o impacto das
novas metodologias na Microbiologia. O
assunto estd em alta desde a publica-
¢a0, no ano passado, dos resultados do
Projeto do Microbioma Humano, inicia-
tiva que realizou o sequenciamento do
material genético dos microorganismos
que habitam o corpo humano. Um total
de 60 milhdes de genes foi mapeado --
um trabalho que s6 foi possivel gragas
ao uso das novas tecnologias no campo
da microbiologia.

Depois da abertura do congresso,
Murray ainda conduzird no dia 1° uma
conferéncia sobre o impacto clinico do
Maldi-TOF sobre a bacteriologia, ja que
essa técnica de analise biomolecular
permite identificar e diferenciar micro-
organismos como fungos e bactérias de

forma mais rapida, precisa e barata do
que procedimentos baseados em testes
imunoldgicos e bioquimicos. A tematica
do uso de novas tecnologias no traba-
lho do microbiologista também estara
presente nos cursos Bioinformatica para
0 Microbiologista: Next Generation Se-
quencing - Passado, Presente e Futuro,
que abordara o uso da NGS nas pesqui-
sas em Microbiologia, e Uma visdo geral
sobre analise computacional de geno-
mas bacterianos, ministrados no dia 29
e 30 de setembro respectivamente. No
dia 2 de outubro o assunto volta a pau-
ta numa mesa redonda sobre os novos
achados acerca do funcionamento do
microbioma.

Entre os palestrantes internacionais
de destaque também estdo Jens Fris-
vad, da Universidade Técnica da Dina-
marca e Kenneth Stapleford, do Instituto
Pasteur, de Paris. O primeiro, considera-
do na atualidade uma das maiores auto-
ridades em Micologia de Alimentos, com
mais de 200 trabalhos publicados e 4000
citagdes, ministrard um curso sobre essa
tematica no dia 29. O segundo falard
no dia 30 sobre epidemias e potenciais
vacinas contra os virus transmissores de
doengas como dengue e febre amarela.

Além de Stapleford, a Mesa Redonda
28 deve atrair as atengdes no dia 30 de
setembro por debater dois temas bas-
tante populares -- o risco de infeccdes
em transplantes e a epidemiologia e evo-
lugdo da dengue. Mais tarde, na Mesa
Redonda 35, pesquisadores do Instituto
Adolfo Lutz debaterdo o aparecimento
de novos surtos de coqueluche no Brasil,

uma doencga que se acreditava erradica-
da ha 30 anos.

No dia 1° de outubro, a conferéncia
30 trara um debate de fundamental im-
portancia para os microbiologistas bra-
sileiros: a necessidade de estabelecer
e padronizar critérios nacionais para a
identificacdo de bactérias resistentes.
“Precisamos criar um protocolo brasilei-
ro. Ainda recorremos aos critérios usa-
dos nos Estados Unidos e na Europa,
que nem sempre sao aplicaveis ao Bra-
sil, porque a nossa casuistica € outra”,
afirma Carla Taddei, da Sociedade Bra-
sileira de Microbiologia. Ja a conferéncia
29 discutird um tema bastante em voga
-- a disseminacdo de genes de resis-
téncia no meio-ambiente. Esse campo
de pesquisa se debruga, por exemplo,
sobre a possibilidade de adquirir genes
resistentes a alguns tratamentos apés
consumir a carne de animais tratados
com antibiéticos. A Mesa Redonda 37,
por sua vez, orientard os microbiologis-
tas de todo o Pais sobre como identificar
e reagir a surtos.

Outro tema de bastante repercussao e
que sera discutido no Congresso é a con-
taminagdo do mosquito transmissor da
dengue por bactérias que encurtam seu
ciclo de vida, tema da palestra do pesqui-
sador Luciano Moreira, da Fiocruz, ainda
no dia 1°. No dia seguinte, os debates em
torno da biotecnologia prometem roubar a
cena, ja que pesquisadores académicos
e da Petrobras discutirdo as potenciali-
dades no uso de microorganismos para
a produgéo de biocombustiveis durante a
Mesa Redonda 20. A biotecnologia tam-



bém entra em cena, no debate sobre as
politicas nacionais para a catalogagéo,
preservagao e uso sustentavel da biodi-
versidade brasileira, assunto da palestra
de Claude Pirmez, pesquisadora da Fio-
cruz. Coordenadora da rede de Centros
de Recursos Bioldgicos do Brasil, ela vai
discorrer sobre a importancia da conso-
lidagao dessa infraestrutura para reduzir
a dependéncia tecnoldgica brasileira e o
déficit da balanga comercial na area de

biotecnologia.

No ultimo dia do congresso, a gran-
de atragdo devem ser as sessdes inte-
rativas, durante as quais casos clinicos
sdo apresentados a plateia, que devera
interagir informando como agiria naque-
la situagdo. As respostas corretas serdo
explicadas por especialistas.

Para Carla Taddei, da SBM, a maior
parte das conferéncias e cursos do Con-
gresso aborda temas do dia-a-dia dos

microbiologistas, atualizando-os e prepa-
rando-os para lidar com situagdes prati-
cas. “Nesta edigdo, a grande énfase da
programacg&o sera na genética e na bio-
informatica, que nos permite revelar, com
grande eficiéncia, que bactérias povoam
0 ambiente e qual sua interagdo com o
ser humano”, avalia a pesquisadora. Os
interessados em se inscrever no 27° CBM
podem obter maiores informagdes no site
www.sbmicrobiologia.org.br.



Selo de Qualidade SBM
Confianca na qualidade
do produto

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

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

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

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

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

Como solicitar o Selo SBM

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

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

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

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

Vigéncia é de 24 meses

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

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

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

IMICROBIOLOGIA
in foco




\VIICROBIOLOGIA
In foco

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

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

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

N 1oco ; . : o : e

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

A revista do
Microbiologista.

Venha fazer parte deste veiculo de informagéo atualizada!
Atenciosamente,

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

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

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

pagina inteira

21x28cm
1/2 pagina

18x12cm

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

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

WWW.SBMICROBIOLOGIA.ORG.BR



AGENDA 2013
Prezados Colegas Microbiologistas S\eiro dg
Q?‘O (N
E com enorme satisfagdo que informamos que o 27° Congresso S %
Brasileiro de Microbiologia, organizado pela Sociedade Brasileira de ? Ej_
Microbiologia (SBM) sera realizado no periodo de 29 de setembro a % (5
9 Q

03 de Outubro de 2013, no Centro de Convengdes de Natal, na cidade
de Natal, Rio Grande do Norte. Estamos trabalhando para elaborar um
evento de alto nivel cientifico e planejamos oferecer uma programa- 27° CBM
¢ao cientifica atrativa que abordara temas relevantes e atuais para que tembro ¢
vocé se sinta estimulado a participar. Comece a se preparar para par- ’ r:mczl ;]\,
ticipar deste congresso que esta sendo formatado pensando em ofer-

ecer, com conforto e qualidade, ciéncia de alto nivel e a oportunidade de aproveitar tudo de bom o que

a cidade de Natal e regiao tém a oferecer. Estamos certos de que o 27° CBM sera um sucesso.

Esperamos encontra-los para compartilhar novos conhecimentos.

Um abrago,
Adalberto Pessoa Junior
Presidente - SBM

Eventos paralelos:

Il Simpdsio Iberoamericano sobre Micro-organismos Fotossintetizantes

XV Simpésio Brasileiro de Micobactérias

Il Simpdsio de Fermentagao Alcodlica

| Brazilian Microbiome Workshop and Il Brazilian Microbiome Project Meeting
IV Simpdsio de Colegdes de Cultura

Mini-Simpdsio sobre New Delhi metalo-beta-lactamase-1 (NDM-1)

fo) !

Reserve sua Agenda

O Brasil sediara o principal
evento mundial de
Biopolimeros em 2014,

Data: 28109 - 01/10/2014
Local: Parque Balnedrio Hotel Reakzacho Suparte Organizacio

8 kg PoInT

TErn Conm, b Lopalyrmens




ESPECIALIZACAO

Especializacao em Microbiologia Clinica

Propdsitoprincipal  diagndsticolaboratorial das doencas infecciosas. Publicoalvo graduados da drea de salde, biologia e profissionais
atuantes em microbiologia médica.

Especializacao em Microbiologia Ambiental / Industrial

Propésitoprincipal utilizacdo de microrganismos para geragao de Publicoalvo microbiologistas atuantes na drea ambiental/industrial
produtos de interesse comercial.

Especializacao em Microbiologia de Alimentos

Propédsito principal origem e estabelecimento da microbiotadealimentos  Publicoalve graduados da drea da satide, em biologia, veterindria,
carneos, lacteos e vegetais. engenheiros de alimentos e microbiologistas atuantes
nadreadealimentos.

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

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

Realizacao Fevereiro/2013/aiDezembro/2013,
Inscrigao Novembro/2012.a Janeiro/2013]
Cargahoréria 252h presenciais +200h de estudo dirigido)

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

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



SBM::: FFIQUE'SOCION

Os socios da SBM tém direito a descontos especiais nos eventos  Fique socio da SBM.
promovidos ou patrocinados pela SBM. Para usufruir do desconto
de associado em nossas atividades é imprescindivel estar anuente
a dois anos consecutivos com a sociedade. Além disso, t6m acesso Lembre-se: um socio da SBM integra a maior e mais represen-
livre & revista cientifica Brazilian Journal of Microbiology (BJM) e tativa associagdo da comunidade cientifica que atua na microbio-
que se destina a publicagéo de trabalhos de pesquisa originais, no-
tas breves e revisdes, envolvendo todos os aspectos da Microbiolo-
gia. E considerada uma das revistas cientificas mais importantes do
nosso pais. O BJM tem uma politica muito severa de avaliagéo dos  Valores para associagéo
trabalhos submetidos a publicagdo, sendo cada manuscrito avaliado Categoria de SOCI0 ..o Anuidade 2013
por pelo menos dois revisores criteriosamente selecionados.

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

Veja informacdes no site: www.sbmicrobiologia.org.br

logia nacional.

s o ' POS-Doutorando..........cccceeeeveiieieeeeeie e R$ 165,00
de avaliagdo e exceléncia que a SBM sempre adotou. Enviaremos o
o tilimo némero da Microbiologia in Foco a todos 0s novos associa- T TOMSSIONal e vivriveis s R$ 195,00
dos, ap6s sua efetiva associagao. Assinatura JUridica ...........ccooeveeeiiiicece e R$ 355,00
r =4 1 =4
iretoria
Biénio 2012-2013
SBM 2012-2013
Presidente 1° Tesoureiro
Adalberto Pessoa Junior, USP-SP Carlos Pelleschi Taborda, USP-SP
Vice Presidente 2° Tesoureiro
Alexandre Soares Rosado, UFRJ-RJ Maria Cristina Dantas Vanetti, UFV-MG

1° Secretario

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

Bernadette D.G.M. Franco, USP-SP
2° Secretario Sergio E. L. Fracalanza, UFRJ-RJ
Lauro Santos Filho, UFPB-PB Agnes Marie Sa Figueiredo, UFRJ-RJ
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SBM 2012-2013
Colecdes de Culturas Microbiologia Clinica Parasito-Hospedeiro
Manuela da Silva, Fiocruz/RJ Elizabeth de Andrade Marques — UERJ/RJ Sandro R. de Almeida — USP/SP
Carlos Augusto Rosa - UFMG/MG Marina Baquerizo Martinez — FCF/USP Dario Simdes Zamboni - USP/RP
Ensino Microbiologia Industrial Microbiologia do Solo
Karla Tereza Silva Ribeiro - UFPA/PA Luiz Henrique Guimaraes — USP/Ribeirdo Preto Itamar Soares de Melo — Embrapa/SP
Marcela Pelegrine Peganha — PUC/SP; UNISO Eleni Gomes — UNESP/Rio Preto Vania Maria Maciel Melo - UFC/CE
Infecgdes Hospitalar Microbiologia Médica Microbiologia Veterinaria
Ana Lucia Darini - USP/RP Leila Carvalho Campos - Fiocruz/BA Rinaldo Aparecido Mota - UFRPE/PE
Afonso Luis Barth — UFRGS/RS Tania Aparecida Tardelli Gomes do Amaral - Odir Antonio Dellagostin — UFPel/RS
UNIFESP/SP
Microbiologia de Alimentos Virologia
Bernadete G. Franco — USP/SP Micologia Flavio Guimarées da Fonseca — UFMG/MG
Ricardo Souza Dias - FUNED/MG/Metodista de Célia Maria de Aimeida Soares — UFG/GO Luciana Barros de Arruda - UFRJ/RJ
Minas Marcio Rodrigues — UFRJ/RJ
Genética de Microorganismos e Bioinformatica
Microbiologia Ambiental Micotoxinas Artur Silva - UFPA/PA
Vivian Pelizari — USP/SP Marta Taniwaki — ITAL/SP Gustavo Goldman - USP/SP

Raquel Peixoto - UFRJ/RJ Adriana de Almeida Palma - ITAL/SP


















