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Homenagem

O Departamento de Microbiologia e o Programa de Pés-Graduacao em
Microbiologia, do Centro de Ciéncias Biologicas, da Universidade Estadual de
Londrina ao produzirem este compéndio cientifico nao poderiam deixar de render o
profundo reconhecimento a Profa. Shiduca Itow-Jankevicius. Mentora do
estabelecimento do préprio Departamento de Microbiologia, foi da Profa. Shiduca
também, a iniciativa de implementar e de participar intensamente na consolidacao
do curso de mestrado em Microbiologia, hoje, como Programa de P6s-Graduacéao em
Microbiologia. Todos estes conspicuos feitos vicejaram, gracas ao seu incansavel
espirito de luta, atitude sempre positiva e, acima de tudo, pelo seu pensamento
altruista. Sempre atenta e fervorosa na formacao profissional e do engrandecimento
cientifico individual e, consequentemente, do grupo de docente-pesquisadores. A
Profa. Shiduca, as nossas homenagens e os nossos agradecimentos pela incessante
dedicacao e pelo exemplar legado.

Carlos M. Nozawa
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Apresentacao

Embora a vida na Terra tenha origem microbiana ha cerca de 3,6 bilhoes de
anos, o homem passou a se dar conta da presenca de microrganismos ha pouco
mais de 300 anos, com as primeiras observacdes de Antoni van Leeuwenhoek no
final do século XVII. Desde entdo, da simples observacao de estruturas celulares até
a era “Omica” de hoje, muito se evoluiu. Entretanto, ainda ha muito a que se
descobrir e entender sobre esses organismos, tanto aqueles causadores de
enfermidades, quanto os que desenvolvem algum papel no ambiente, com grande
potencial de aplicacao biotecnologica.

Este livro retine, nos dezessete capitulos, esforcos de docentes do Programa
de Pos-Graduacdo em Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina, seus
discentes e colaboradores, decorrentes de suas linhas de pesquisa. Nesses capitulos
sdo abordados assuntos referentes aos mais variados campos de estudo da
microbiologia, desde a microbiologia basica até a microbiologia aplicada a saude
humana e animal, a agricultura e ao meio ambiente. A experiéncia relatada em
cada capitulo contribuira para a formacdo do conhecimento em Microbiologia de
estudantes de graduacao e pos-graduacdo, com uma leitura que envolve desde
conceitos basicos até o que ha de mais atual em cada area abordada, constituindo

uma vasta fonte de consulta.



Capitulo 1

Taxonomia Bacteriana — Aspectos Atuais e Perspectivas

Fernando Gomes Barcellos !
Jakeline Renata Marcon Delamuta 23
Mariangela Hungria 2

Pamela Menna 2

Jesiane Stefania da Silva Batista 2.3

Renan Augusto Ribeiro 23

1 Departamento de Biologia Geral/CCB/UEL, Cx. Postal 10.011, 86057-970, Londrina, PR.
2Embrapa Soja, Cx. P. 231, 86001-970, Londrina, PR.
3 Programa de Pés-Graduacao em Microbiologia, Depto. de Microbiologia/CCB/UEL

1. Introducao

O termo taxonomia €, geralmente, considerado como sinénimo de sistematica
ou biossistematica e €, tradicionalmente, dividido em trés partes: classificacao,
nomenclatura e identificacdo 29 65. A classificacdo € definida como o arranjo
ordenado dos organismos em grupos taxondémicos com base na similaridade. A
nomenclatura sdo as denominacoes das unidades definidas na classificacao (Tabela
1). A identificacdo € o processo de determinacdo se um organismo pertence a uma
das unidades definidas pela classificacdo e nomenclatura 6s.

Alguns pesquisadores definem a taxonomia como a teoria e pratica da
classificacao dos organismos e consideram a sistematica como sendo mais ampla,
incluindo componentes evolutivos e filogenéticos 57.

A espécie € a unidade basica da taxonomia bacteriana e € definida como um
grupo de linhagens, incluindo a linhagem tipo, que compartilham 70% ou mais de
similaridade na hibridacado DNA — DNA e 5° C ou menos de ATm 35 62, 63, 65, 68, Ag
caracteristicas fenotipicas e quimiotaxonoémicas devem estar de acordo com esta
definicdo 63.

O simbolo Tm indica a temperatura média de desnaturacdo de uma fita
dupla de DNA, e ATm € a diferenca em graus Celsius na Tm entre uma dupla fita
homologa de DNA, de um mesmo isolado bacteriano, e uma dupla fita heterologa de

DNA proveniente de dois isolados bacterianos distintos ©5.



A linhagem tipo de uma espécie (em inglés “type strain”) serve como
“portador” do nome da espécie e como espécime de referéncia 7.62. Um exemplo € a
espécie Bradyrhizobium japonicum cuja linhagem tipo é a USDA 67, onde a letra “T”
em sobrescrito indica “type strain” (Figura 1).

A taxonomia polifasica tem sido a estratégia utilizada atualmente na
taxonomia bacteriana e consiste na integracao de diferentes tipos de dados e
informacoes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas (Tabela 2) 19. 42,55, 57, 65,

Um grande numero de caracteristicas fenotipicas e genotipicas tem sido
utilizado na taxonomia polifasica em procariotos (Tabela 2), mas € necessario
entender em que nivel taxonoémico as metodologias utilizadas fornecem informacoes
e ter consciéncia da complexidade técnica, isto €, a quantidade de tempo e trabalho
necessaria. O Quadro 1 relaciona algumas das diferentes metodologias utilizadas,
atualmente, na taxonomia bacteriana e suas respectivas resolucées taxonémicas.

Vandamme et al. 5 classificaram os métodos atualmente utilizados na
taxonomia polifasica bacteriana em métodos genotipicos e fenotipicos e alguns deles

estao descritos na Tabela 2 e no Quadrol.

Tabela 1. Nomenclatura utilizada na taxonomia bacteriana conforme a categoria
taxonomica — Como exemplo temos a bactéria causadora de um tipo de pneumonia

(a legionelose) em seres humanos, a Legionella pneumophila 7.

Categoria Exemplo
Taxonomica
Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Legionellales
Familia Legionellaceae
Género Legionella
Espécie Legionella pneumophila

Subespécie Legionella pneumophila subsp. pneumophila




Tabela 2. Informacdes genotipicas e fenotipicas que podem ser utilizadas na

taxonomia polifasica bacteriana (adaptado de Vandamme 65; Gillis 19).

Informacées Genotipicas Informacées Fenotipicas
DNA Total Proteinas
% molar de G+C Perfis eletroforéticos de proteinas celulares
Perfis de restricao (RFLP, RFLP - PFGE) ou de proteinas do envelope celular (1D ou
Tamanho do genoma 2D)
Hibridizacoes DNA-DNA Perfis enzimaticos
(“Multilocus Enzyme Electrophoresis”)
Segmentos de DNA Marcadores Quimiotaxonomicos
Perfil de DNA (“DNA fingerprinting”) com Acidos graxos celulares
base em PCR Acidos micélicos
(ribotipagem, ARDRA, RAPD, AFLP) Lipidios polares
Sondas de DNA Quinonas
Sequenciamento de DNA Poliaminas
Compostos das paredes celulares
Exopolissacarideos
RNA Caracteristicas Expressas
Sequenciamento de bases Morfologia
Perfil de RNAs de baixo peso molecular Fisiologia (Biolog, API)
(LMW) Enzimologia (APIZYM)

Sorologia (monoclonal, policlonal)

RFLP “Restriction Fragment Length Polymorphism”, polimorfismo de comprimento
de fragmentos de restricao; PFGE “Pulsed Field Gel Electrophoresis”, eletroforese
em campo pulsado; RFLP-PFGE, analise de polimorfismo de macrofragmentos de
restricao separados por eletroforese em campo pulsado; ARDRA “Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis”, analise de restricio de DNA ribossomal
amplificado; RAPD “Random Amplified Polymorphic DNA”, DNA polimérfico
amplificado ao acaso; AFLP “Amplified Fragment Length Polymorphism”,
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados; LMW “low molecular
weight”, baixo peso molecular; 1D, 2D, uma e duas dimensoes, respectivamente.

2. Métodos Genotipicos

Os métodos genotipicos sdao aqueles direcionados as moléculas de DNA e
RNA. Esses métodos dominam, atualmente, os estudos taxonomicos, devido ao
progresso tecnologico mas, principalmente devido a visao atual da classificacao, a
qual deve refletir as relagcoes naturais, como aquelas codificadas pelo DNA 35,65, Os
principais métodos genotipicos utilizados na taxonomia polifasica bacteriana estao

descritos a seguir:
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Quadro 1. Resolucdo taxondémica de algumas metodologias utilizadas atualmente

na taxonomia bacteriana (adaptado de Vandamme ©5; Gillis 19).

Metodologia Familia|Género|Espécie|Linhagem (cepa,
estirpe)

Polimorfismo no  Comprimento de
Fragmentos de Restricao (RFLP)

Analise de Fragmentos de Restricdo de
Baixa Frequéncia (LFRFA ou RFLP-PFGE)

Ribotipagem

Amplificacdo de DNA (AFLP, AP-PCR, rep-
PCR, DAF, RAPD, ARDRA)

Tipagem de bacteriocinas e fagos

Técnicas de sorologia (monoclonal,
policlonal)

Zimogramas (polimorfismo de multilocus
enzimatico)

Perfis de eletroforese de proteinas
celulares totais

Hibridizacdes DNA-DNA

% de G+C

Amplificacdo das regides espacadoras
entre os genes RNAt (tDNA-PCR)

Marcadores quimiotaxonémicos
(poliaminas, quinonas)

Perfil de acidos graxos celulares (FAME -
“fatty acid methyl esters”)

Estrutura da parede celular

Fenotipo (classico, API, Biolog)

Sequenciamento de RNAr

Sondas de DNA

Sequenciamento de DNA

a) Determinacao da razao de bases do DNA (% em moles de G + C)

A determinacdo da porcentagem molar de guanina e citosina € um método
genotipico classico e € considerado parte da descricdo padrao de um taxa 42, 65, 68,
Em geral, dentro de uma espécie bem definida, a variacao observada nao é maior do
que 3% e nao mais que 10% dentro de um género bem definido. Nas bactérias, em

geral, varia de 24 a 76% 42, 65,

b) Hibridacao DNA-DNA (HDD)
A hibridacao DNA — DNA e o decréscimo na estabilidade termal dos DNAs

hibridos sao utilizados para delinear espécies 42. 65 68, O valor de hibridacdo de DNA
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(em % de pareamento) € um parametro indireto da similaridade de sequéncias
nucleotidicas entre dois genomas inteiros. Foi estabelecido que a estabilidade
térmica decresce de 1 a 2,2% para cada 1% de ndo pareamento. Atualmente, nao é
possivel converter os valores de hibridacao DNA-DNA em percentagem de
similaridade de sequéncias de todo o genoma 65. Como descrito anteriormente, foi
definido pelo comité internacional ad hoc em sistematica bacteriana (“Ad Hoc
Committee on Reconciliation of Approaches to Bacterial Systematics”) que uma
espécie deve, em geral, incluir linhagens que apresentem valores em torno de 70%
ou superior nos valores de hibridacdo DNA-DNA 42, 62, 68,

Apesar de ser considerado o método padrdo para a descricdo de espécies
procariéticas a nivel genomico, a HDD tem sido criticada nos ultimos anos e
considerada até inapropriada para se delimitar os taxa procarioticos, tendo como
principais desvantagens a complexidade e o tempo de realizacdo da técnica, nao
permitindo, assim, uma rapida identificacdo dos microrganismos. Além disso, a
impossibilidade de se construir um banco de dados cumulativo com os resultados
gerados pela técnica tem-se tornado um grande problema nessa era dominada pela

bioinformatica 27,47, 51,76,

c) Estudos filogenéticos com base no gene ribossomal 16S

Segundo Ludwig e Klenk 36, o desenvolvimento de uma sistematica que
refletisse as relagcoes naturais entre os microrganismos foi sempre o objetivo
fundamental dos taxonomistas. No entanto, a determinacdo das relacoes entre os
microrganismos s6 foi possivel com o desenvolvimento dos métodos moleculares
(analises de macromoléculas) os quais puderam ser aplicados na identificacao e
classificacdo bacteriana. As determinacdes do contetido de G+C, e os métodos
quimiotaxonoémicos, tais como a composicdo da parede celular e de lipidios foram,
em muitos casos, mais eficientes do que os métodos classicos baseados em
caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Estas ferramentas fornecem informacao
que pode ser usada para diferenciar taxa, mas nao possibilitam uma analise das
relacoes genéticas e filogenéticas entre os organismos 3¢. Zuckerkandl e Pauling 78
propuseram o uso de estruturas primarias de macromoléculas para deduzir a
histéoria filogenética dos organismos. Com o desenvolvimento das técnicas de
sequenciamento molecular as ideias de Zuckerkandl e Pauling tornaram-se
aplicaveis 3¢. Em 1977, o grupo do pesquisador Carl Woese demonstrou a utilidade
da molécula de RNAr da subunidade menor como um marcador filogenético

universal 6. Os estudos de Carl Woese sugeriram uma relacao natural entre os
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microrganismos, na qual uma nova sistematica procariética poderia estar baseada e
propuseram, com base na filogenia do gene ribossomal 16S (procariontes) e do gene
ribossomal 18S (eucariontes), os dominios Archea, Bacteria e Eucarya 73. Os
organismos procariontes estariam incluidos nos dominios Archea e Bacteria, e os
organismos eucariontes no dominio Eucarya.

De acordo com Stackebrandt 58, os genes ribossomais (DNAr) séao
considerados, hoje, os cronéometros moleculares mais Uteis para a determinacao
das relacoes filogenéticas entre os organismos e os motivos pelos quais o gene
ribossomal 16S (ou 18S) € o marcador mais amplamente utilizado nos estudos de
filogenia sao os seguintes:

1) A funcao dos ribossomos nao mudou nos ultimos 3,8 bilhdes de anos;

2) Os genes ribossomais estdo presentes em todos os organismos vivos;

3) O tamanho [1540 nucleotideos — gene ribossomal 16S; 1676 - 1724
nucleotideos — gene ribossomal 18S, em fungos 5!] faz com que seja facil de
analisar;

4) A estrutura primaria € uma sequéncia contendo regioes alternadas
apresentando distintos graus de conservacao: - regides invariaveis; - regides
mais ou menos conservadas e - regidoes altamente variaveis;

5) Nao tem sido observada a ocorréncia da transferéncia horizontal de genes

ribossomais entre organismos.

As relacoes filogenéticas sado calculadas com base nas similaridades de
pareamento, quanto maior a similaridade das sequéncias, maior a relacao
filogenética entre os organismos. As relacoes filogenéticas podem ser visualizadas
graficamente com o uso de algoritmos e as distancias filogenéticas formam a base
das arvores filogenéticas ou dendrogramas. Um exemplo de construcdo de arvore

filogenética com base no gene ribossomal 16S é apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Arvore filogenética construida com base nas sequéncias do gene

ribossomal 16S das espécies do género Bradyrhizobium 11.

d) Métodos de caracterizacao baseados nos polimorfismos de DNA (tipagem
molecular)

Os métodos baseados nos polimorfismos de DNA sao aqueles que
possibilitam a deteccdo de variacdoes nas sequéncias dos nucleotideos no genoma
entre organismos relacionados, entre espécies ou dentro de uma mesma espécie. Os
principais métodos utilizados atualmente para a tipagem molecular de parte ou da
totalidade do genoma (genotipagem) podem ser divididos em 35. 65:

a) Analise do polimorfismo de fragmentos de restricao do DNA genoémico total
(RFLP-PFGE).

b) Métodos de tipagem baseados em PCR (reacao em cadeia da polimerase).

A Tabela 3 apresenta uma lista de alguns dos métodos de tipagem molecular
utilizados atualmente em bactérias.

A metodologia de RFLP-PFGE (analise do polimosfismo de macrofragmentos
de restricao separados por eletroforese em campo pulsado) é considerada
atualmente a mais discriminatoria para a tipagem molecular bacteriana. Devido a
alta reprodutibilidade, € também utilizada como metodologia padrao “gold
standard” na tipagem epidemiologica de patégenos bacterianos 45 46, 65,
Comparativamente com outros métodos de tipagem molecular, a metodologia de
RFLP-PFGE é considerada laboriosa, cara e recomendada para a caracterizacao de

somente um numero reduzido de isolados 46.



14

Tabela 3. Métodos de tipagem molecular utilizados em bactérias.

Metodologia Alvo de caracterizacao Referéncias

RFLP-PFGE 2 Genoma total Bouton et al. ¢; Ludwig 35; Tindall
et al. 62

rep-PCR (BOX, REP e ERIC) Genoma total Tindall et al. 62; Versalovic et al.
67-

AFLPa Genoma total Ludwig 35; Savelkoul et al. 5%
Tindall et al. 62

RAPD 2 / AP-PCR / DAF Genoma total Ludwig 35; Tindall et al. 62; Welsh,

Mcclelland 70 (RAPD) — Welsh,
Mcclelland % (AP-PCR) — Berthier

et al. 5 (DAF)

MLST Genes alvo (genes Enright, Spratt 13; Ludwig 35
“housekeeping”)

MLVA com base em PCR Repeticoes em “Tandem” no DNA Vergnaud, Pourcel 0
genomico (VNTRs)

ARDRA 2 Genes ribossomais Heyndrickx et al. 22

ITS-PCR-FLP Sequéncias espacadoras entre os ~ Welsh, Mcclelland 7!
genes RNAt

IGS-PCR-FLP Sequéncias espacadoras entre os Gurtler, Stanisich 2!
genes ribossomais

T-RFLP Genes ribossomais Liu et al. 34

SSCP Genes ribossomais Widjojoatmodjo et al. 72

T/DGGE Genes ribossomais Muyzer 43

a Nome da metodologia — ver na Tabela 2. rep-PCR “repetitive extragenic palindromic —
polymerase chain reaction”; AP-PCR “Arbitrarily primed PCR”; DAF “DNA Amplification
Fingerprinting”; MLST “Multilocus Sequence Typing”; MLVA “Multiple Locus VNTR (Variable
Number of Tandem Repeat) Analysis”; ITS-PCR-FLP “Internal Transcribed Spacer -
Polymerase Chain Reaction — Fragment Length Polymorphism”; IGS-PCR-FLP “Intergenic
Spacer — PCR-FLP”; T-RFLP “Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism”; SSCP
“PCR-based Single-Stranded Confirmation polymorphism”; T/DGGE - DGGE “Denaturing
Gradient Electrophoresis”, TGGE “Temperature Gradient Gel Electrophoresis”.

A maioria das metodologias listadas na Tabela 3 tem sido utilizada
extensivamente na ultima década para a caracterizacdo de microrganismos
patogénicos (procariontes ou eucariontes), tipagem epidemiologica, na classificacao
e sub-tipagem de linhagens de interesse na industria alimenticia e na biotecnologia,
além da grande contribuicao na taxonomia polifasica e na elucidacao da diversidade
microbiana em diferentes ambientes 46. Um exemplo de analise polifasica com
linhagens de Bradyrhizobium japonicum utilizando os métodos de tipagem
molecular rep-PCR (BOX e REP) e PCR-RFLP do gene ribossomal 16S é apresentado
na Figura 2.

A escolha do método de tipagem molecular para uma determinada aplicacao
depende de varios fatores, tais como: poder de discriminacao, reprodutibilidade,

facilidade de execucao, tempo de processamento para obtencao de dados,
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interpretacao dos dados (por exemplo, equipamento, analise computadorizada),

padronizacao para uso intra e inter laboratorio, custo e experiéncia “6.

Similaridade
Genética
(%)

Similaridade
Genética
(%)

0 g w o w S Box Rep - Hpall Hhal Ddel
CPAC 390 | CPAC 7
CPAC 403 SEMIA 586
CPAC7 CPAC 390 | g6 rogrupo
SEMIA 586 CPAC 392 |'SEMIA 586
CPAC 394 CPAC 394
— CPAC 392 CPAC 403
CPAC 404 | CPAC 404 )
CPAC 402 CPAC 15 )
S$340 ) SEMIA 566
S 478 S 340
5499 S370 Sorogrupo
5916 32 PsEmIASes
CPAC 15 S 478
SEMIA 566 S 490
— §370 S516
§372 s17  J
S 127 CPAC 402

(a) (b)

Figura 2. Analise polifasica de linhagens de B. japonicum utilizando os métodos de (a) rep-
PCR (BOX e REP) e (b) PCR-RFLP do gene ribossomal 16S. Com base na analise pelo método
de rep-PCR foi possivel agrupar as linhagens em dois grupos, que também apresentam
reacdo sorologica distinta (SEMIA 586 e SEMIA 566), sendo que duas linhagens (CPAC 402
e S 127) nao foram agrupadas nestes grupos (similaridade < 80%). Na analise de PCR-RFLP
do gene ribossomal 16S (b) as linhagens CPAC 402 e S 127 apresentaram uma similaridade
inferior a 60% com as demais linhagens de B. japonicum. As linhagens CPAC 402 e S 127
foram, posteriormente, caracterizadas pelo sequenciamento completo do gene ribossomal
16S e identificadas como sendo Sinorhizobium (Ensifer) fredii e Bradyrhizobium elkanii,
respectivamente, sendo que, anteriormente, haviam sido identificadas, por métodos
fenotipicos, como sendo linhagens de B. japonicum (BARCELLOS et al. 4).

3. Métodos Fenotipicos

Os métodos fenotipicos sdo os que nao estao direcionados ao DNA ou RNA e
incluem os métodos quimiotaxonomicos. O termo quimiotaxonomia se refere a
aplicacdo de métodos analiticos para coletar informacdes de varios constituintes

quimicos da célula para a classificacdo bacteriana 42. 55 62, 65, As caracteristicas
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fenotipicas classicas utilizadas na taxonomia bacteriana compreendem aspectos
morfologicos, fisiolégicos e bioquimicos. A Tabela 4 relaciona as principais
caracteristicas fenotipicas utilizadas na taxonomia bacteriana. Os métodos
fenotipicos sao utilizados na identificacao de bactérias e constituem a base para a
descricdo formal de um taxa, desde espécie e subespécie até género e familia 42, 65,
Devido o entendimento atual de que a classificacdo bacteriana deve estar de acordo
com as relacoes filogenéticas entre os taxa, com base no gene ribossomal 16S,
iniciou-se uma busca por marcadores morfologicos que refletissem as relacoes
filogenéticas, e identificou-se que os marcadores quimiotaxonoémicos preenchiam
estes requisitos & 42. Os marcadores quimiotaxondmicos ja identificados, incluem:
acidos graxos celulares, acidos micolicos, lipidios polares, quinonas respiratorias,
poliaminas, acuUcares celulares e composicdo de amino acidos da parede, assim
como diaminoacidos da camada de mureina 8 62, 63, Estes marcadores, assim como
outros marcadores fenotipicos, foram recomendados em analises polifasicas em
nivel de género e, também, em taxas superiores 8 42.

Um grande numero de sistemas automatizados e semi-automatizados tem
sido utilizado, principalmente em laboratorios clinicos, para a identificacao de
bactérias com base em caracteristicas fenotipicas. Um exemplo € o BIOLOG (Biolog,
Inc., Hayward, Calif. USA), o qual € um sistema de identificacdo bacteriano que se
baseia na analise da habilidade de uma bactéria em oxidar 95 diferentes fontes de
carbono 4°. No entanto, esses testes fenotipicos devem ser realizados sob condic¢oes

bem padronizadas para obter resultados reproduziveis 65.

4. Delineamento de uma Espécie

Stackebrandt 57 descreveu um roteiro para o processo de classificacdo de
isolados bacterianos, e recomenda que as analises iniciem com base no gene
ribossomal 16S. Para isso € sugerida uma busca por similaridade com sequéncias
de genes ribossomais 16S depositadas em banco de dados (como o NCBI “National
Center for Biotechnology Information” - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e o RDP
“Ribosomal Data Base” - http://rdp.cme.msu.edu/) ou o uso do programa ARB
(http:/ /www.arb-home.de/) 2. As buscas realizadas no RDP e ARB irao fornecer as
distancias filogenéticas com o(s) isolado(s) mais relacionados. O prosseguimento
das analises ira depender do numero de espécies mais proximas filogeneticamente
do isolado. Se o isolado estiver dentro de um grupo de isolados que compde um

género, a descricao do género deve ser um guia para a identificacdo das
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propriedades-chave para colocar o isolado dentro deste género. Se as espécies de
um género forem separadas por propriedades fenotipicas distintas, estas devem ser
procuradas no isolado em questdo e, se forem identificadas, o isolado sera
identificado. Caso contrario, sdao sugeridos estudos de reassociacao DNA-DNA para
se determinar se o isolado € o nucleo de uma nova espécie. Nos casos em que as
similaridades nos estudos de reassociacao DNA-DNA forem inferiores a 70%, deve-
se realizar uma descricao minuciosa do isolado, fornecendo evidéncias para a
inclusdao no género e para as propriedades que distinguem a nova espécie das

previamente estabelecidas 57.

Tabela 4. Caracteristicas fenotipicas utilizadas na taxonomia bacteriana (adaptado

de Busse et al. 8; Truiper e Schleifer 63).

Categoria Exemplos

Cultura Morfologia da colonia
Cor da colonia
Corpo de frutificacao
Micélio

Morfologia Formato celular
Tamanho celular
Mobilidade
Tipo de flagelo
Endoésporo
Materiais de reserva
Coloracao de Gram
Coloracao rapida com acido “acid-fast stain”

Fisiologia Amplitude de temperatura para o crescimento
Amplitude de pH para o crescimento
Tolerancia a salinidade

Bioquimica Utilizacédo de fontes de carbono
Oxidacao de carboidratos
Fermentacao de carboidratos
Perfil enzimatico

Testes de inibicao Meio seletivo
Antibio6ticos
Corantes

Sorologia Aglutinacao
Imunodifuséao

Quimiotaxonomia Acidos graxos
Lipidios polares
Opanodides
Acidos micélicos
Composicao de lipopolisacarideos
Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de lipopolisacarideos
Diaminoacidos da parede celular
Composicao de aminoacidos da parede celular
Acucares totais da célula
Pigmentos celulares
Sistema de quinonas
Conteudo de poliaminas
Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas totais da célula
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5. Técnicas atuais na Taxonomia Bacteriana

a) Utilizacao da genomica na taxonomia bacteriana

Atualmente devido ao grande numero de genomas bacterianos sequenciados
e ao desenvolvimento de sofisticadas ferramentas de bioinformatica, as quais
permitem analisar e identificar semelhancas e diferencas entre genomas, novas
estratégias tém sido desenvolvidas para uma descricdo mais apurada das relacoes
filogenéticas entre os microrganismos 9 12,25, 30, 56, Estas estratégias podem permitir
o desenvolvimento de um sistema de classificacdo natural que represente mais
precisamente a historia evolutiva 9. Embora as sequéncias dos genes ribossomais
16S e a hibridacdo DNA-DNA continuem sendo consideradas como critérios
moleculares para o delineamento de espécies, espera-se que muitas informacodes
taxonomicas adicionais possam ser obtidas a partir de sequéncias genomicas
completas 9.

Devido as limitacdes da técnica de HDD para se delimitar as espécies
bacterianas, varios métodos foram propostos para substitui-la. Dentre eles, o mais
promissor € a técnica ANI (“Average Nucleotide Identity”), fundamentada na
similaridade nucleotidica média que os genomas de duas estirpes
compartilham?27.28:48,51, Por comparar um grande numero de genes conservados “in
silico”, a similaridade meédia dos genomas representa uma medida robusta da
distancia genética e evolutiva entre eles. De acordo com Goris et al. 20, genomas que
mostram valores maiores que 95% de similaridade correspondem ao valor minimo
de 70% de HDD estabelecido para se definir uma espécie procariética. Outra
vantagem da técnica € que os genomas sequenciados podem ser depositados em
bancos de dados publicos, tornando-os de facil acesso.

Com um numero cada vez maior de genomas sequenciados, também foi
possivel desenvolver uma ferramenta de bioinformatica, conhecida como HDD
digital, que permite a comparacao de genomas “in silico” e que visa substituir a
técnica manual de HDD. Os resultados sdo promissores, uma vez que os valores
encontrados correspondem aqueles dados de HDD experimental, facilitando, assim,
o trabalho dos taxonomistas na identificacdo da grande diversidade microbiana
existente 2, 11,

A partir de comparacoes entre genomas sequenciados de representantes de
uma mesma espécie, concluiu-se que a sequéncia gendémica de uma linhagem nao
representa a diversidade genética existente em uma espécie 9. Assim, Lan e Reeves33

sugeriram a definicdo de genoma da espécie “species genome”, incluindo todos os
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genes existentes nas linhagens caracterizadas na espécie, de forma a ter uma ideia
da variacao existente na espécie. O genoma da espécie consiste de dois
componentes: um “core” de genes — que sdo 0s genes presentes na maioria das
linhagens representativas da espécie e os “genes auxiliares” 9.

A partir das sequéncias gendmicas completas ja disponiveis foi possivel
verificar uma relacdo entre o modo de vida da bactéria e a proporcao de genes
“core” e “genes auxiliares” 9. Assim, observou-se que bactérias parasitas
intracelulares obrigatorias, como a Chlamydophila pneumoniae, as quais estao
intimamente adaptadas ao ambiente fisiologico estavel de seus hospedeiros, tendem
a conter poucos genes auxiliares. No entanto, bactérias de vida livre, como a
Escherichia coli, possuem um conteudo de genes flexiveis (genes auxiliares) muito
grande, proporcionando uma maior adaptabilidade a diferentes condicoes
ambientais 9.

Pela comparacdo de genomas relacionados foi possivel inferir possiveis
eventos que levaram a grande diversidade em relacao ao contetildo e organizacao
dos genomas 9 56, Assim, foi possivel identificar eventos como rearranjos
cromossomais, perda de genes, duplicacoes génicas e a transferéncia horizontal de
genes 9.

A duplicacao génica é considerada um importante mecanismo antecedente a
inovacao génica e, consequentemente, facilitando a adaptacao a novos ambientes e
a exploracao de novos nichos ecologicos 23. Analises recentes de genomas
bacterianos tém demonstrado que a maioria dos genes duplicados em bactérias
surgiu a partir de eventos de duplicacdo de genes “pequenos” 18. Identificou-se que
os genes paralogos compreendem mais de 44% da capacidade codificadora do
genoma bacteriano, sendo denominado de “paranome” 23. Jordan et al. 24
verificaram que as familias de genes paralogos contribuiram significativamente para
as diferencas fenotipicas observadas entre linhagens bacterianas. Analises dos
genomas indicam que os genes envolvidos em processos de adaptacao a ambientes
em constante mudanca sao mantidos apos a duplicacdo génica, demonstrando a
importancia da duplicacdo génica na evolucao biologica .

Analises comparativas de genomas procariontes tém identificado a presenca
de uma grande proporcdo do conteido génico como tendo sido adquirida por
eventos de transferéncia horizontal de genes (“horizontal gene transfer”- HGT) 30, 44,
A introducdo de novos genes ou alelos pela HGT permite a adaptacdo a nichos
especificos, a qual pode eventualmente levar a diversificacdo bacteriana e

especiacao 44,
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Os estudos atuais de gendomica comparativa indicam que os genomas
bacterianos nao estdo crescendo em tamanho, mas reorganizando ou redistribuindo
ao invés de acumular sequéncias 9. Consequentemente, a aquisicao de genes por
duplicacao génica e a HGT devem estar sendo contrabalanceadas pela perda de
genes 9. As delecdoes cromossomais servem para eliminar genes néao essenciais ou
que nao sao funcionais 4!. Em alguns casos, a perda de genes proporcionou uma
vantagem adaptativa. Um exemplo sao as Shigella spp., as quais, provavelmente,
evoluiram a partir da Escherichia coli para se tornarem patogénicas. Para isso, as
Shigella spp. ndo somente adquiriram genes de viruléncia em um plasmidio, mas
também houve delecido de um grande fragmento gendmico, ocorrendo a perda de
genes que eram prejudiciais ao modo de vida da bactéria patogénica, permitindo
uma maior viruléncia 39. A extrema reducdo do genoma tem sido observada em
grupos bacterianos que possuem um estilo de vida intimamente associado a um
hospedeiro, como por exemplo: micoplasmas, clamidias, espiroquetas, buchneras e
rickettsias. Acredita-se que a reducao do genoma seja a principal forca por tras da
evolucao das bactérias parasitas intracelulares obrigatorias, conhecido como
evolucao por reducao 9.

Juntamente com os fenomenos que influenciam a variacdo no conteudo
génico (duplicacao génica, HGT e perda de genes), o rearranjo genémico € uma forca
motora por tras da constante evolucao da organizacdo gendémica. Com o aumento
no numero de genomas sequenciados, observou-se que o nivel de conservacao do
genoma € maior entre organismos filogeneticamente intimamente relacionados °.
Observou-se que a ordem dos genes em procariotos, mesmo em nivel de operon
(“open reading frame” — sequéncia de leitura aberta) € muito menos conservada do
que a média de similaridade de sequéncias proteicas, indicando que a posicao
relativa dos genes nao é essencial para a funcao génica 74. A conservacao da ordem
dos genes pode ser utilizada como uma medida filogenética para estudar as inter-
relacoes entre espécies 9 31.

Com base em estudos sobre a organizacdo dos genomas bacterianos,
observou-se que o grau de flexibilidade do genoma é dependente do contetdo de
sequéncias repetidas e moveis, tais como os elementos de sequéncia de insercao
(ISE), transposons conjugativos, plasmidios e bacteriofagos 2¢. Cromossomos
contendo uma alta densidade de repeticoes possuem altas taxas de rearranjos, as
quais levam a uma perda acelerada da ordem dos genes 9 50. Os estudos de

rearranjos cromossomicos tém demonstrado a influéncia destes na evolucao do
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genoma e, também, a funcao exercida pela replicacdo no direcionamento da
evolucdo do genoma 61,

Diferentes metodologias foram desenvolvidas, recentemente, para inferir as
relacoes taxonomicas com base na sequéncia completa de genomas. Um numero
representativo das metodologias utilizadas é apresentado na Tabela 5, as quais sdo

classificadas de acordo com o tipo de analise a que se aplicam 9.

Tabela 5. Metodologias utilizadas para inferir as relacdoes taxonomicas entre

procariontes com base em sequéncias gendémicas totais .

Metodologia

Tipo de andlise que realiza

Conteudo génico

Ordem génica

Analise comparativa de sequéncias de macromoléculas
conservadas

Distancia filogenética com base no BLAST gendmico

“Genome Blast Distance Phylogeny” (GBDP)

Analises de presenca e auséncia de genes

Composicao de nucleotideos

Vias metabdlicas “metabolic pathway reaction content”

Identificacdo de genes ortélogos entre genomas

Comparacoes na conservacao da ordem dos genes entre
genomas

Construcao de arvores filogenéticas com base no
alinhamento concatenado de genes conservados

Construcao de arvores filogenéticas com base em
comparacoes de similaridade das sequéncias
nucleotidicas totais entre genomas

Analise da presenca e auséncia de genes que codificam
para familias de proteinas. As caracteristicas das
proteinas estudadas sao: dobras “folds”, insercoes ou
delecoes (“indels” ou “signature sequences”). Ex.
Arvores filogenéticas construidas com base na
presenca/auséncia de “folds” proteicos

Analise comparativa da composicdo de dinucleotideos
(dissimilaridade relativa de dinucleotideos - 3*) entre
genomas

Construcao de arvores filogenéticas com base no
conteudo de enzimas e reacdoes das vias metabdlicas,
reconstruidas a partir das informacdes das anotacoes
dos genomas

b) Utilizacao da metodologia de “Multilocus Sequence Analysis” - MLSA

Embora a filogenia bacteriana esteja baseada na analise do gene ribossomal
16S, recentemente varios estudos tém demonstrado que os genes ribossomais
podem, ocasionalmente, sofrer transferéncia horizontal e recombinacao genética,
resultando em sequéncias mosaicas 30. 38, 64, Essas observacoes implicam em que a
analise filogenética bacteriana, com base exclusivamente no gene ribossomal 168S,
pode nem sempre refletir corretamente a filogenia dos procariotos. Outra
desvantagem do uso exclusivo do gene ribossomal 16S nos estudos de taxonomia,
filogenia e evolucao € que as espécies muito relacionadas nem sempre podem ser

distinguidas, pelo fato de apresentarem um alto nivel de conservacdo nas
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sequéncias nucleotidicas do gene ribossomal 16S e, assim, nao possibilitando a
identificacdo das divergéncias evolutivas 9.

Atualmente, tem sido proposta uma nova estratégia para os estudos de
taxonomia e filogenia bacteriana, a qual consiste na analise conjunta de multiplos
genes (loci), que apresentem uma taxa de evolucado mais rapida em relacdo aos
genes ribossomais. Desta forma, a analise conjunta de multiplos genes poderia
funcionar como um “tampao” contra efeitos de recombinacdo ou transferéncia
horizontal (HGT) ocorridos em um Unico gene especifico 17.

Com base nessa estratégia foi desenvolvida e utilizada para muitos grupos
bacterianos, principalmente em bactérias patogénicas, a metodologia de “Multilocus
Sequence Typing” (MLST), um método para a caracterizacdo genotipica de
procariotos em nivel infraespecifico 17. O MLST consiste no sequenciamento e
analise (similaridade alélica) conjunta (como uma Unica sequéncia concatenada) de,
no minimo, cinco (usualmente sete) genes “housekeeping” 13. 59. Atualmente o MSLT
€ mais utilizado na epidemiologia molecular na diferenciacao de linhagens de uma
mesma espécie 17,

Com base na metodologia de MLST foi proposta a metodologia de “Multilocus
Sequence Analysis” (MLSA), visando a sua utilizacao para a definicdo de espécies e
elucidacao de relacoes taxondmicas entre espécies 17.38, 55, Na metodologia de MLSA
sao utilizados grupos de linhagens representativas de um género, sendo utilizados
procedimentos de analise filogenética com base na sequéncia de nucleotideos de
genes (alelos) que estejam presentes em todas as linhagens representativas de um
taxon em estudo (género ou familia). Esta metodologia tem permitido a
discriminacao em nivel de espécie onde, inicialmente, os organismos sao
identificados em nivel de género ou familia com base no gene ribossomal 16S e,
posteriormente, identificados em nivel de espécie com base na metodologia de
MLSA!7,

De acordo com Zeigler 77, os genes utilizados como marcadores filogenéticos
alternativos, além de serem conservados para o grupo em estudo, precisam
obedecer a alguns critérios, como: a) estarem distribuidos no genoma com uma
distancia minima entre os genes de 100 kb, b) estarem presentes no genoma em
uma uUnica coépia, c) terem extensdao nucleotidica suficiente que permita o
sequenciamento, d) contenham informacodes suficientes para as analises e,
finalmente, e) que os dados obtidos com o uso destes genes sejam correlacionados
com os dados obtidos com o gene ribossomal 16S e com os percentuais de

similaridade obtidos por hibridacao DNA-DNA.
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Muitos genes “housekeeping” ja foram identificados e estdo sendo
empregados com sucesso para se inferir a taxonomia, a filogenia e a evolucao dos
procariotos 3, 14, 37, 38, 76 A sequéncia concatenada desses genes também pode ser
utilizada para se calcular o ANI; um valor de 96% de ANI é equivalente a 70% de
HDD, revelando-se uma forma rapida para elucidar as relacoes genéticas e
evolutivas de espécies intimamente relacionadas 27, 76,

A metodologia de MLSA ja foi aplicada em estudos taxondémicos de diferentes
géneros bacterianos, como Bulkholderia, Bacillus, Vibrio, Mycobacterium e Ensifer,
Methylobacterium, Burkholderia, Blastobacter, Devosia, Ochrobactrum, Shinella,
Microvirga, Phyllobacterium, Cupriavidus (antigamente conhecido por Ralstonia) e
Gluconacetobacter 1. 17. 38, 49, 60, Atualmente, a metodologia de MLSA, tem se
mostrado como uma ferramenta decisiva na descricdo de novas espécies

bacterianas 10, 11,47,

c) Utilizacao da Espectrometria de Massa na identificacido e classificacao

bacteriana

Atualmente, técnicas as quais fazem uso da espectrometria de massa “mass
spectrometry” (MS) estdao sendo utilizadas em estudos de identificacdo e
classificacao bacteriana 32, 52, 53, Estas metodologias sdo baseadas na deteccao de
proteinas e peptideos ou na deteccao de acidos nucleicos 32 53,

A deteccao de proteinas (perfis de proteinas) tem sido utilizada na
identificacdo e/ou classificacdo bacteriana utilizando-se principalmente o
espectrometro de massa MALDI-TOF (“Matrix - Assisted Laser
Desorption/Ionization — Time of Flight”). Em muitos protocolos tém sido utilizado
uma Unica colonia bacteriana, a qual é utilizada diretamente nas analises por
espectrometria de massa 32 52, 53, O espectro de massa pode ser utilizado para a
identificacdo bacteriana ao nivel de género, espécie e, em alguns casos,
subespécies3. Os espectros de massa obtidos sdo comparados com espectros de
massa, experimentais ou teodricos) disponiveis em banco de dados especificos,
incluindo espectros obtidos a partir de linhagens tipo (“type estrains”) das espécies
em estudo 53. Os espectros proteicos obtidos sao representados em sua maior parte
por proteinas ribossomais, as quais representam uma grande proporcao das
proteinas sintetizadas pela célula bacteriana 353. Os espectros de massa obtidos

podem ser utilizados em analises de agrupamento “clustering annalysis” e os
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resultados obtidos aplicados aos estudos de classificacdo taxonomica de isolados
bacterianos 53.

O uso dos perfis proteicos de espectrometria de massa na identificacdo e
classificacao bacteriana tem sido realizado recentemente em diferentes estudos, os
quais incluiram espécies de Neisseria, Staphylococcus, Pseudomonas, Streptococcus,
Rhizobium, Bradyrhizobium, entre outros 15 52, 53,

Diferentes metodologias foram recentemente desenvolvidas para a analise de
sequéncias especificas de DNA ou RNA, envolvendo genes conservados
evolutivamente (genes “housekeeping”), baseadas em espectrometria de massa.
Estas metodologias tém sido também utilizadas na identificacdo e classificacao

bacteriana 32- 53,

6. Consideracoes Finais

A possibilidade do desenvolvimento de uma classificacao que podera
representar, de maneira mais precisa, a relacdo natural entre os organismos € o
principal desafio atual dos taxonomistas, o que podera ser proporcionado pelos
estudos atuais de genomica bacteriana, os quais tém possibilitado um melhor
entendimento dos mecanismos evolutivos. Além disso, a utilizacao e validacao de
novas metodologias moleculares, como o MLSA, e de metodologias com o uso de
Espectrometria de Massa, em um numero cada vez maior de géneros bacterianos,
tém permitido a identificacao e classificacdo, de maneira mais precisa e rapida, de

um maior nimero de isolados bacterianos.
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1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans

O micro-organismo Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi descrito pela
primeira vez em caso de actinomicose cervicofacial humana e denominado de
Bacterium actinomycetum comitans, por Klinger (1912). Denominado de Bacterium
comitans por Lieske (1921), e de Actinobacillus actinomycetemcomitans, por Topley
& Wilson (1929). Em estudo de base filogenética foi reclassificado como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, dentro de um novo género, Aggregatibacter,
que abrange as espécies anteriormente denominadas:  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus paraphrophilus, e
Haemophilus segnis 75.

Trata-se de um cocobacilo, Gram-negativo, ndo formador de esporos, imovel,
microaerofilo (5-10% CO,), fermentativo e produtor de catalase 119. Apresenta desde
formas cocoides até pequenos bastonetes encurvados, podendo aparecer
individualmente, em pares ou pequenos agrupamentos 4!. Em isolamento primario,
as colonias sao translucidas, com estruturas internas em forma de estrela e
aderidas fortemente a superficie do meio solidificado 92. 94. Essa bactéria €
encontrada normalmente na cavidade bucal, sendo um dos principais micro-

organismos envolvidos na periodontite 18 112,
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A. actinomycetemcomitans podem ser classificados de acordo com a
expressdo de antigenos sorotipos-especificos. O sorotipo € determinado por
antigenos relacionados ao lipopolissacarideo (LPS) presente na superficie celular.
Inicialmente foram descritos os sorotipos a, b e c 120. Posteriormente, d e e 86 e f 51.
Ha isolados que nao correspondem aos seis sorotipos sendo proposto o sorotipo g
100, O sorotipo b esta associado com a periodontite agressiva e os sorotipos a e
cestdo associados a portadores saudaveis 1!, embora também tenham sido
encontrados em pacientes com periodontite 5¢. Diferencas genomicas entre as cepas
de A. actinomycetemcomitans se da por mutacoes no DNA bacteriano, havendo
possibilidade de que um terco do total de genes do pangenoma possa sofrer
mudanca 57.

De maneira geral, A. actinomycetemcomitans expressa fatores de viruléncia
que promovem adesdo ao tecido oral, suprime ou inativa a resposta imune do
hospedeiro e induz a inflamacédo e destruicdo do tecido. A expressao de fimbrias e
polissacarideo sdo importantes para a formacao de biofilmes densos 28. 52,

A periodontite é definida tradicionalmente como uma doenca oral que destroi
o tecido periodontal, circunscrita em termos de danos, aos tecidos bucais de
suporte dos elementos dentarios. Por ser uma patologia inflamatoéria associada a
bacteremia e dependente da susceptibilidade do hospedeiro em que ocorre uma
quebra na homeostasia do sistema imune, os estudos tem procurado conhecer os
mecanismos fisiopatologicos entre periodontite e outras doencas/alteracoes
sistémicas como doencas cardiovasculares, risco de alteracoes renais, complicacoes
na gravidez, diabetes mellitus 29, 73, 74, 105, 114, 118 H3 varios estudos que mostram a
associacao de A. actinomycetemcomitans com doencas nao-orais!!3 116 tais como
abscessos abdominais, cerebrais e faciais 32 84 infeccdo do trato urinario 109,
doencas cardiovasculares e endocardites 8 27, 73, 98 ' infeccdo pulmonar 9, abscesso
de glandula tireoide, osteomielites3® e lesdes pré-cancerosass®. Ha evidéncias que
sugerem que a remocao do processo inflamatoério/infeccioso da periodontite, por
meio do tratamento periodontal, estaria associada a diminuicao de mediadores e
marcadores inflamatorios determinantes na fisiopatologia de condicoes
sistémicas?9.114,

Na doenca periodontal, quando ha formacao de bolsas periodontais, o epitélio
da bolsa € a unica barreira entre o biofilme e o tecido conjuntivo. O epitélio fino
freqientemente ulcerado é facilmente rompido, permitindo o acesso das bactérias

ao tecido conjuntivo e vasos sanguineos 31, podendo, portanto o periodonto
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infectado agir como um foco para infec¢coes extra-orais por disseminacdo desses
micro-organismos a outras partes do corpo.

A doenca periodontal, de forma geral, pode ser dividida em dois grandes
grupos: periodontite agressiva localizada (PAL), anteriormente denominada
periodontite juvenil localizada, e periodontite cronica (PC) anteriormente
denominada periodontite do adulto. A PAL tem sido frequentemente associada a A.
actinomycetemcomitans, que € o principal habitante das bolsas periodontais desses
pacientes, enquanto que, na PC, o mesmo encontra-se associado a outros micro-
organismos 7. 10, 25, 78,93, 119 Estas sdo denominacdes da classificacdo das Condicoes
e Doencas Periodontais, consensuada em 1999, no Workshop Internacional, na
qual as formas de periodontite foram reclassificadas em trés tipos diferentes
(cronica, agressiva e necrosante) e em manifestacoes periodontais de doencas

sistémicas 4.

2. Resposta imune a A. actinomycetemcomitans

Padroes moleculares associados ao patogeno A. actinomycetemcomitans sao
reconhecidos por receptores semelhantes a Toll (TLR) 2 e TLR4. Sugere-se que o
aumento na expressao de TLR2 por A. actinomycetemcomitans estaria envolvido na
fagocitose e apoptose de monoécitos via ativacdo de proteina quinase, ativada por
mitogeno p38 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) 53. Comparando animais
nocautes para TLR2 ou TLR4 e animais selvagens, observou-se que esses receptores
sdo essenciais para o controle da infeccao, no entanto, a auséncia de TLR2 levou a
maior perda 0ssea, enquanto a auséncia de TLR4 levou a menor perda. Os animais
deficientes em TLR2 tiveram o influxo de neutroéfilos e macrofagos para o periodonto
mais tardio e diminuido, possivelmente devido a diminuicdo de citocinas como
interleucina 1B (IL-1B) e TNF-a, quimiocina CXC ligante 2 (CXCL2) e quimiocina CC
ligante 5 (CCLS), além de diminuicao de fagocitose e producao de 6xido nitrico (NO)
e aumento da apoptose de células fagociticas, o que poderia explicar a falha no
controle da infeccao 33. Animais deficientes em TLR4 também tiveram reducdo na
producao de IL-1B e TNF-a e diminuicdo da migracao de células inflamatorias. No
entanto, essa menor reacado inflamatoria associada a diminuicdo da atividade da
enzima mieloperoxidase pode ter resultado em uma periodontite menos severa

nesses animais 63,
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Além desses receptores, a inducao por A. actinomycetemcomitans de dano aos
tecidos e perda do osso alveolar também pode ser mediada por receptor 1 da
proteina contendo dominio de ologomerizacao nucleotidica (NOD1) 44.

Modelos experimentais em animais tém sido de grande utilidade para o
estudo da doenca periodontal. Em um modelo de infeccao em ratos, apos quatro
semanas de infeccao, houve resposta inflamatoria com aumento de monocitos
circulantes e de polimorfonucleares no epitélio juncional e gengival, além de
aumento de células T CD8 e nao de células T CD4 ou células T regulatorias nos
linfonodos. Houve também producdo de anticorpos e grande formacao de
osteoclastos. A infeccdo levou a perda de ligamento periodontal e aumento na
expressao de TNF-a, mas que foram reversiveis apos tratamento antibacteriano 22.

Em modelo murino, também foi mostrado na fase inicial da infeccao, a
ativacao e aumento das células B e T CD4, aumento de imunoglobulina G (IgG) e de
citocinas e moléculas como IL-12, TNF, IL-19, IL-21, CD70 e CD40L e proteinas
morfogenéticas osseas (BMP) 2, 3 e 10, por células B; e IL-10, IL-16, TNF,
linfotoxina B, Fas ligante (FasL), receptor ativador de ligante de fator nuclear-«xB
(RANKL) e osteoprotegerina, por células T, levando posteriormente a reabsorcao
ossea. Na fase tardia, células T produziram TNF-a e IL-13, BMP11, e células B
induziram IL-7, BMP11, FasL, além de BMP10. Adicionalmente ao fato de atuarem
na reabsorcao Ossea, muitas dessas citocinas inflamatérias estdo envolvidas em
outras doencas sistémicas, como doencas cardiovasculares, artrite e diabetes 62.

Na resposta de IgG ativada por A. actynomicetemcomitans inclui-se
anticorpos que reagem tanto a bactéria quanto a lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) oxidadas. Esses anticorpos a LDL incluem anti-fosforilcolina (anti-FC) e anti-
B2glicoproteina-1-dependente de anticardiolipina (anti-CL), relacionados com
desordens associadas a aterosclerose e a complicacoes na gravidez. Individuos com
periodontite frequentemente apresentam elevados niveis desses anticorpos. De
forma semelhante, animais imunizados com A. actinomycetemcomitans induzem
anti-CL. Esses anticorpos formam imunocomplexos que estimulam ainda mais as
células dendriticas a produzirem citocinas pré-inflamatoérias, como IL-12, que
promovem resposta inflamatoéria duradoura de Th1l, também estimulada por células

matadoras naturais (NK) e interferon-y (INF-y) 106,

3. Fatores de A. actinomycetemcomitans que interferem no sistema imune do

hospedeiro
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Dentre os mecanismos de viruléncia de A. actinomycetemcomitans, estao
muitos fatores capazes de suprimir os mecanismos de defesa do hospedeiro e
dentre os varios fatores de viruléncia pode-se destacar: leucotoxina (Ltx), LPS e

toxina citoletal distensiva (Cdt).

3.1. Toxicidade sobre células fagociticas: Leucotoxina

Um dos fatores de viruléncia de A. actinomycetemcomitans mais investigado €
a Ltx, que é uma proteina hidrossoluvel termolabil com capacidade toxica seletiva
sobre monocitos, neutrofilos e macréfagos humanos, além de atuarem em linhagens
celulares tais como Jurkat, MOLT-4, Daudi, Raji ou P3U1 72,91, 110, 119,

A Ltx pode estar localizada na célula bacteriana ou sob forma soltvel no
sobrenadante de cultivo 48. Esta toxina pertence a familia de proteinas RTX
(Repeats toxin) e esta localizada no operon composto por quatro genes ltxC, ltxA,
ItxB e ltxD 61. O gene [ltxA codifica a toxina, enquanto os genes ltxB, ltxC e ltxD estao
ligados com a ativacao e transporte da toxina. Estruturalmente, LtxA apresenta um
dominio de interacdo com a membrana da célula alvo localizado na regiao N-
terminal, uma regido central com 14 repeticoes de oito aminoacidos (sequéncia
consenso LXGGXGND) e uma regiao C-terminal relacionada a translocacao da
toxina para a superficie celular bacteriana ©0.

A especificidade da LtxA esta relacionada com um receptor especifico das
células-alvo, o antigeno associado a funcao leucocitaria (LFA-1), o qual é
exclusivamente expresso em leucécitos. Niveis de LFA-1 nas células estdo
correlacionados com a toxicidade da LtxA, sendo que LtxA atua preferencialmente
em células do sistema imune que expressem a forma ativada de LFA-1. Esta forma
ativada permite a ligacdo de LFA-1 a molécula de adesao intercelular (ICAM),
resultando em migracao das células ativadas para o local da infeccao 40 49.

Observa-se com maior frequéncia A. actinomycetemcomitans produtores de
Ltx em isolados clinicos de pacientes com doenca periodontal, principalmente PAL,
enquanto que acima de 80% dos isolados de individuos periodontalmente sadios
nao sao produtores de LtxA ou sao minimamente produtoras. Foram isoladas cepas
de A. actinomycetemcomitans de pacientes com PC, sendo que 43% eram produtores
de Ltx 12,120, Os ensaios com A. actinomycetemcomitans viaveis mostraram aumento
de citotoxicidade com o aumento da relacao célula alvo/bactérias. No entanto,
isolados que possuiam baixa atividade leucotoxica quando em alta densidade
bacteriana mostraram atividade equivalente ao da cepa leucotoxica em baixa

concentracao 72,
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O clone JP2 de A. actinomycetemcomitans altamente produtor de LtxA,
apresenta uma delecdo de 530 pb na regido promotora do operon da leucotoxina 14,
esta associado a forma agressiva da doenca e também a perda de insercao,
especialmente em alguns grupos étnicos 136, Essa incidéncia em grupos étnicos
esta mais relacionada a fatores do hospedeiro (da populacao estudada) do que
fatores geograficos 8s.

Em modelo experimental de periodontite em ratos, utilizando linhagens,
mutante (delecao do gene [ltxA) e selvagem de A. actinomycetemcomitans, observou-
se que a doenca e perda 6ssea foi menor com a linhagem mutante em comparacao
com a linhagem que expressa a leucotoxina 90.

Acredita-se que a LtxA tenha papel na evasao ao sistema imune. A
seletividade da Ltx ao afetar leucocitos seria uma protecao contra a fagocitose, uma
vez que ocorre infiltracdo de células polimorfonucleares apés invasdao da bactéria
para destrui-la 4647, Sugere-se que LtxA aderindo a membrana da célula alvo por
meio deste receptor ative vias de sinalizacao intracelular ainda indefinido com a
ativacdo da caspase-1, a qual induz a ativacdo e secrecdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1p e IL-18 45. Além disso, a LtxA também aumenta a expressao de
ICAM-1 e molécula de adesao da célula vascular-1 (VCAM-1) em células endoteliais,
embora ndo se saiba por qual mecanismo, mostrando efeitos pré-inflamatorios
adicionais dessa toxina 23.

Foi observado aumento da concentracdo de IL-1B em exsudatos gengivais
com periodontite e associacdo entre altos niveis dessa citocina com os de A.
actinomycetemcomitans. Estudos sugerem que a bactéria pode usar IL-1 como um
indicador do estado inflamatério do hospedeiro utilizando uma lipoproteina
localizada na superficie da membrana externa 79. Portanto, a LtxA pode induzir a
producdo e secrecao de IL-1B por macrofagos, o que é mediado por ativacao de
caspase-1. A IL-1B esta associada a reabsorcdo e perda 6ssea na periodontite.
Estudos mostraram que macrofagos expostos a LtxA ativaram a reabsorcao ossea
enquanto a presenca de anticorpos monoclonais anti- IL-1f inibia essa ativacao,
indicando que a reabsorcdo 6ssea causada pela LtxA é devido a liberacao de IL-
145,55, 56,

Ainda nao esta totalmente elucidado se o mecanismo de toxicidade da LtxA é
o mesmo para todos os tipos celulares. Foi sugerido que a atividade citotoxica de
LtxA possivelmente ocorra nédo pela simples formacdo de poros transmembrana,
mas pela modificacdo da estrutura da bicamada lipidica, desestabilizando-a e assim

causando seu rompimento 5. Também foi proposta uma nova via de morte celular
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em linhagem celular monocitica. Nesta células, LtxA se liga a LFA-1 ativada, é
endocitada e transportada ao lisossoma, onde causa rompimento da membrana e
vazamento do seu conteudo, podendo assim induzir a morte celular direta ou

induzir apoptose por meio de ativacao das caspases 24.

3.2. Endotoxina: lipopolissacarideo

O LPS faz parte da membrana externa de bactérias Gram-negativas e €
composto por lipideo A, cerne de oligossacarideos e polissacarideos do antigeno O,
estes Ultimos sao os que definem os sorotipos de A. actinomycetemcomitans. Além
disso, os polissacarideos do antigeno O de LPS sao necessarios para a secrecao da
LtxA em A. actinomycetemcomitans 102

Sabe-se que o LPS é capaz de induzir a resposta imune, o dano tecidual e a
perda do osso alveolar. O LPS estimula a producao de varias citocinas como TNF-a,
IL-6 e IL-1. Essas citocinas estao relacionadas a osteoclastogénese, tanto por
estimular diretamente a formacado de osteoclastos, como faz TNF-a, ou por
indiretamente promover RANKL, como € o caso de IL-1 e IL-6, fazendo, assim, que o
LPS seja uma das causas da reabsorcao ossea 34.

Possivelmente relacionado a via PGE,-receptor especifico acoplado a proteina
G (EP4), LPS estimula a producdo de prostaglandina E, (PGE2), que também
contribui para a destruicao 6ssea, uma vez que utilizando o inibidor de EP4 ocorre
inibicdo de TNF-a e IL-6, além de inibicdo do aumento de osteoclasto por inducéao
de LPS no osso alveolar 77.

Um estudo realizado sobre o efeito do antagonista do receptor de IL-1 (IL-
1Ra) na producao de citocinas e na reabsorcdo Ossea, em que macrofagos de
camundongos knockout para IL-1Ra foram estimulados com LPS de A.
actinomycetemcomitans, obteve-se como resultado, niveis aumentados de IL-1, TNF-
o e IL-6 além de aumento na producdo de PGE., EP4 e na formacao de
osteoclasto®s.

Foi mostrado que células epiteliais estimuladas com LPS de A.
actinomycetemcomitans produzem IL-15. Utilizando este sobrenadante de cultivo
dessas células epiteliais com LPS, com células T, estas sado ativadas, produzindo
IFN-y sendo essa ativacdo inibida quando se adiciona anticorpos anti-IL-15.
Portanto, a IL-15 produzida pelas células epiteliais em resposta ao LPS deve estar
envolvida na ativacdo de células T e producdo de IFN-y, tendo entdo papel

importante na resposta imune no tecido periodontal 99.
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Varios estudos mostram que o LPS de A. actinomycetemcomitans estimula
macrofagos a produzirem 6xido nitrico (NO). Também foram analisados os efeitos do
tratamento com inibidor de NO ou com NO exogeno em animais estimulados com
LPS e infectados com A. actinomycetemcomitans. Com o inibidor, houve aumento
dos niveis séricos de IgG2a e IFN-y e rapida cicatrizacao das lesoes, sugerindo uma
estimulacdo para uma resposta Thl protetora, enquanto que com NO exoégeno,
ocorreu o inverso. Além disso, LPS de A. actinomycetemcomitans também estimula
osteoblastos a produzirem NO, o que poderia estar relacionado a reabsorcao
0ssea’®s-97,

O LPS possui propriedades aterogénicas, com formacdo de células
espumosas e acumulo de colesterol 59, e estimula a formacao de placas por
macrofagos, pelo aumento da expressdao de moléculas de adesdao como ICAM-1, o
que poderia contribuir na aterosclerose, uma vez que A. actinomycetemcomitans

esta relacionado com doencas cardiovasculares 42, 111,

3.3. Toxina genotodxica: toxina citoletal distensiva

A toxina citoletal distensiva (Cdt) é produzida por bactérias Gram-negativas e
causa distensao celular, parada do ciclo celular e/ou apoptose. Ela € composta de 3
subunidades: CdtA, CdtB e CdtC, e, apesar de CdtB ser considerada a subunidade
ativa, CdtA e CdtC se ligam a célula alvo e sdo necessarias para atividade
citotoxicass.

A Cdt produz efeitos em varias células, incluindo linfocitos e macrofagos e
células epiteliais do periodonto 21. 58 76, Embora a presenca de A.
actinomycetemcomitans portador do gene cdt ocorra em baixa frequéncia na placa
subgengival de pacientes com periodontite, a sua ocorréncia esta fortemente
associado a periodontite agressiva 103,

Esta toxina também apresenta a capacidade de induzir a producao de IL-1(,
IL-6 e IL-8, mas nao TNF-q, IL-12 ou fator estimulador de colonias de granulécitos-
macrofagos (GM-CSF) em células mononucleares periféricas 3. Em macrofagos, além
de inibir a fagocitose, a Cdt causa diminuicdo da producao de NO e aumento da
producao de citocinas proé-inflamatorias, como IL-1p e IL-12, comparado com A.
actinomycetemcomitans nao produtores da toxina ©, podendo induzir apoptose tanto
em células proliferativas e nao-proliferativas, por mecanismos distintos 83.

Quanto a resposta de anticorpos especificos a esta toxina, embora pacientes
com periodontite agressiva tenham altos niveis de anticorpos a diversos antigenos

de A. actinomycetemcomitans, nao se observa diferenca quando se compara os
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niveis de anticorpos a Cdt de pacientes com PAL e controles !17. Também néao se
observou diferenca no titulo de IgG a CdtA e CdtB entre os grupos controle, com
PAL e generalizada e PC, mas pacientes com periodontite agressiva generalizada

reagiram com CdtC 5.

4. Aspectos epidemiolégicos da doenca periodontal e A,

actinomycetemcomitans

Os estudos tém variado muito na doenca periodontal. Protocolos de
amostragem, métodos de deteccdo e analise microbiana com diferentes técnicas
impedem comparacoes. Varios trabalhos de prevaléncia indicam uma diferenca na
distribuicao global de A. actinomycetemcomitans entre os varios grupos
populacionais, tanto na condicdo de saude bem como no estado de doenca
periodontal 13, 26, 37, 71, 84, 89, 104, 115

Estudos no Brasil apontam para uma alta prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans em pacientes com PAL (80% dos 25 adolescentes
analisados) 197. Outro estudo encontrou resultados semelhantes, sendo que a
prevaléncia foi de 72% em pacientes com PAL e de 41,6% em pacientes de PC 19. Ja
no Chile encontrou-se uma baixa prevaléncia deste periodontopatégeno, com 29%
na PAL e 35,2% na PC 30,66, Da mesma forma, no Japao, encontraram 20% na PAL
e 17,5% na PC10l, Assim, varios trabalhos apontam para uma alta prevaléncia20.80.81
enquanto outros para uma baixa prevaléncia3s7’0 nas diferentes patologias
periodontais.

A importancia desses achados corrobora a teoria da placa especifica,
juntamente com o conceito de que nem todas as cepas apresentam a mesma
viruléncia, havendo também, o fator da carga bacteriana para instalacdo e
progressao da doenca. Além disso, apontam para a importancia do monitoramento
dos pacientes com periodontite, bem como a avaliacdo de risco de individuos
susceptiveis principalmente no caso da PAL, onde nem todos os individuos sao
igualmente susceptiveis 108, Parece haver uma correlacdo hereditaria e genética
para perda Ossea, apesar de nao haver a identificacdo de genes especificos
responsaveis por ela 16 65, 67 embora analises raciais e de tendéncia familiar com a
PAL sugerirem a transmissao de forma autossomica dominante 108,

Nos Estados Unidos, em um levantamento nacional, a prevaléncia da PAL
entre adolescentes de origem africana foi quinze vezes maior do que nos americanos

caucasianos®4. Parece haver uma relacdo entre o clone de A
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actinomycetemcomitans, JP2, e individuos de origem africana com a PAL 3682, Este
clone virulento nao foi detectado nos caucasianos europeus 39 43, 87, [sto embasa
uma hipotese de que A. actinomycetemcomitans seria um patéogeno oportunista na
maior parte do mundo e, no caso dos adolescentes africanos, ou pelo menos
naqueles portadores do clone JP2, seria um patogeno exogeno 36.

A relacdo da ascendéncia africana do portador do clone JP2 levou a hipétese
de que, inicialmente, possa ter surgido como um gendétipo distinto na regido
mediterranea da Africa e, posteriormente, se disseminou para a Africa
Ocidental2.13,17,38,43, Qutros tipos clonais de JP2 podem ser isolados a partir de
individuos saudaveis, bem como de individuos com periodontopatia. Conforme
mostrado em um estudo no Marrocos?, onde o clone JP2 € endémico, a presenca
deste clone na placa dentaria confere um risco aumentado para o desenvolvimento
da PA 17. Dados de portadores do clone JP2 com acompanhamento de dois anos
evidenciaram um nivel de estabilidade de colonizacdo e uma relacao a um risco
relativo de PA maior para os individuos com colonizacado deste clone JP2 estavel 38.
Padrdes de infeccdo cruzada entre pais e filhos e colonizacdo compartilhada de
cepas clone JP2 entre irméos foram demonstrados, o que pode indicar que a
transmissao de A. actinomycetemcomitans, ocorre na vertical e pelo contato proximo
de pessoa para pessoa °.

Sendo assim, A. actinomycetemcomitans caracteriza-se como um micro-
organismo capaz de provocar alteracoes no hospedeiro, tanto em ambiente oral bem
como extraoral; resultado do mecanismo de acao das toxinas e sua capacidade de
aderir e penetrar nas células, facilitando a sua disseminacédo. Estas caracteristicas

conferem versatilidade a bactéria, dificultando o tratamento do portador.
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1. Introducao

Os patégenos que causam diarreia possuem um modo de transmissao
similar, a transmissao fecal-oral. Esta transmissao pode ocorrer de maneira direta,
de pessoa para pessoa e/ou indireta, ou seja, as fezes humanas ou de animais
contaminadas entram em contato com alimentos e/ou agua, que por sua vez,
quando nao higienizados ou tratados corretamente, sdo ingeridos juntamente com

os patogenos ©64.

2. Agentes causadores da diarreia

Dentre os patogenos causadores, Rotavirus € responsavel por em média 40%
das admissdes hospitalares por diarreia em criancas abaixo de cinco anos em todo
mundo 6. Em segundo lugar, Escherichia coli diarreiogénica (DEC) é responsavel
por 30 a 40% dos episodios de diarreia aguda nos paises em desenvolvimento,
atingindo principalmente criancas abaixo de cinco anos e idosos 48. Além destes,
outros agentes causadores incluem: Norovirus, Shigella sp., Salmonella sp.,
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Vibrio cholerae, Aeromonas sp.,
Plesiomonas sp. Infeccboes causadas por protozoarios e helmintos ocorrem
principalmente em areas onde o saneamento ambiental € significativamente

precario 48,
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Devido a importancia epidemiolégica de DEC como o principal agente
bacteriano causador da diarreia, este micro-organismo sera detalhado no presente
capitulo, tendo como foco a patogenicidade, fatores de viruléncia e animais como

reservatorio.

3. Escherichia coli Diarreiogénica

E. coli associada a infeccao intestinal, tanto em criancas, adultos e outras
espécies, € conhecida como DEC. As cepas de DEC sao tradicionalmente divididas
em seis patotipos ou categorias, baseado nos seus marcadores de viruléncia
especificos, manifestacoes clinicas e a sua interacdo com células epiteliais
cultivadas in vitro 30. Esses patotipos sdo: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
produtora de Shiga-toxina (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difusamente aderente
(DAEC). Embora essa classificacdo continue sendo amplamente usada pela maioria
dos autores, tem sido mostrado que algumas categorias incluem patotipos
diferentes. Desta forma, EPEC e EAEC foram subdivididas em tipicas e atipicas e as
linhagens de E. coli enterohemorragica (EHEC) passaram a constituir uma
subcategoria de STEC 30.

Croxen e Finlay !9 consideram mais dois novos patotipos: E. coli aderente
invasiva (AIEC), aparentemente associada a doenca de Crohn, mas ndo causa
diarreia e E. coli enteroagregativa produtora de Shiga-toxina (STEAEC) 9,

responsavel pelo surto de E. coliem 2011 na Alemanha 23.

3.1. Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

Atualmente, EPEC é subdividido em EPEC tipica (tEPEC) e atipica (aEPEC).
Esta classificacao € baseada na presenca do plasmidio EAF (EPEC adherence factor)
e expressdao da fimbria BFP (Bundle-forming pilus) na tEPEC 49. O principal
mecanismo de patogenicidade de ambas as EPEC conduz a uma lesao no epitélio
intestinal denominada “Attaching and Effacing” (A/E). Este mecanismo inicia-se
com a adesado intima da bactéria a membrana apical do enterocito, levando a
destruicdo das microvilosidades intestinais e resultando na formacao de estruturas
semelhantes a pedestais. Este fenomeno ocorre pela polimerizacdo da actina e
proteinas do citoesqueleto da célula hospedeira ¢1. Os genes necessarios para o
estabelecimento da lesao A/E estao localizados em uma ilha de patogenicidade de

35,5 kb conhecida como Locus of Enterocyte Effacement (LEE). A regiao LEE
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compreende cinco operons principais (LEE1-5) e 41 genes que codificam um grupo
de proteinas que se distribuem em seis categorias: reguladores transcricionais,
proteinas do Sistema de Secrecdo do Tipo III (SSTT), translocadores, chaperonas
moleculares, proteinas efetoras secundarias, incluindo Tir e adesina intimina 14 65,

No entanto, linhagens de tEPEC provocam um quadro diarreico agudo,
atingem preferencialmente criancas de paises em desenvolvimento e seu
reservatorio € principalmente o homem. Por outro lado, linhagens de aEPEC, sao
importantes agentes causadores de diarreia persistente em animais e adultos de
paises em desenvolvimento e desenvolvidos 49.

Até agora os relatos tem mostrado que tEPEC sao raramente encontrados em
animais. EPEC é também associada a diarreia em animais jovens como caes, gatos,

ovinos, caprinos e bezerros 45.

3.1.1. Animais como reservatorio de EPEC

Bovinos

O bovino ¢€é considerado um importante reservatorio de EPEC, o
desenvolvimento deste patotipo chega a contaminar os alimentos como leite e carne,
0 que seria um fator de risco para os humanos.

EPEC é uma importante causa de diarreia, sobretudo em bezerros. Estudos
realizados no Brasil, Suica, e Suécia 3 13. 60 mostram que bovinos sdo considerados
importantes reservatérios de aEPEC. E. coli com os sorogrupos 0126, 0127, OS5,
0158, 0125 foram encontrados nos trabalhos acima mencionados. Por tanto, o
controle sanitario dos animais desde a criacdo, o abate até a obtencao da carne é
fundamental. Estas medidas impediriam o acesso de patogenos aos alimentos,

evitando, o desencadeamento de enfermidades ao consumidor deste produto.

Ovinos

Existem varios relatos mostrando a presenca de EPEC em ovinos de
diferentes fazendas. Frohlicher e colaboradores 24 isolaram 53 colonias de aEPEC de
fazendas da Suica, o que representava 55% dos isolados de E. coli. Foram relatados
similares resultados na Espanha e Alemanha 12. 33, indicando altas porcentagens
deste patotipo nesta espécie animal. Os sorogrupos reportados até o momento sao
02, 026, 035, 070, 0103, 0145 e 0156 que foram encontrados em trabalhos feitos
na Alemanha, Inglaterra, Pais de Gales, Espanha, Suica e no Brasil 1. 33, 50, Nao

existem relatos sobre o isolamento de tEPEC em ovinos. Baseado nos resultados
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relatados até o ano 2013 pode assumir-se que ovinos sdo considerados

reservatorios de aEPEC para humanos.

Suinos

Estes animais podem ser considerados reservatérios para este patotipo
devido a alta incidéncia de aEPEC em suas amostras fecais. Os sorotipos O2:H40,
02:H49, O108:H9 e O145:H28 foram os mais frequentes e relatados até o momento
24, 33,37, Além disso, na Suica foram isoladas cepas de tEPEC O157:H45 de amostras
fecais de suinos prontos para abate 3!. Assim, os suinos podem ser considerados

reservatérios de EPEC causadores de infeccao humana.

Caes

EPEC é considerado como uma importante causa de diarreia em caes,
particularmente em filhotes. Um dos primeiros isolados de EPEC foi detectado no
intestino de um filhote de oito semanas de idade 7. Este isolado nao era invasiva e
pertencia ao sorotipo O49:H10.

Existe uma correlacao positiva entre EPEC e o quadro diarreico em caes,
além de ter sido relatada a presenca de cepas de aEPEC em animais sadios
servindo como reservatorio para infeccbes humanas 54. A presenca de EPEC em

caes representa um perigo para a saude publica.

Gatos

Outro animal de companhia que € pouco estudado, mas que poderia servir
como fonte de infeccdo para os humanos sdo os gatos. Puno-Sarmiento e
colaboradores 54 avaliaram a presenca de EPEC em amostras fecais de 50 gatos.
Foram isoladas trés colonias de aEPEC em gatos com e sem diarreia. Similares
resultados foram relatados por Morato e colaboradores 43. Esses resultados

poderiam indicar que gatos possam atuar como reservatorios de aEPEC.

3.2. Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

EAEC foi definido pela primeira vez em 1987 como um grupo de bactérias
que causava diarreia, ndo produtor de toxinas e que apresentava um padrao de
aderéncia diferente ao encontrado em tEPEC (aderéncia localizada-AL) em células
HEp-2 e HeLa, formando agregados bacterianos na superficie celular e em regioes

da laminula livre de células, em arranjo semelhante a tijolos empilhados (aderéncia
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agregativa-AA) 11. Atualmente, a configuracdo em “tijolos empilhados ” é uma
condicao obrigatoria para este patotipo, que € reconhecido como um grupo
emergente causador de diarreia aguda e persistente, ou seja, com duracao maior
que 14 dias e afeta, principalmente, criancas de paises em desenvolvimento 11, e
possivelmente com capacidade de secretar uma ou mais enterotoxinas 26.

Recentemente, no Brasil, EAEC foi identificada como o principal agente
causador de diarreia em criancas menores de cinco anos de idade 5. Nos Estados
Unidos, EAEC também foi descrita como um patégeno comum em criancas com
diarreia 2!,

EAEC é um grupo complexo pela sua patogenicidade, porque apesar de
varios autores associarem estas cepas com a mucosa do célon, outros mostraram
que poderiam também colonizar o intestino delgado 4. Além disso, EAEC é
considerado também um grupo heterogéneo, em relacdo a grande quantidade dos
sorotipos encontrados. No entanto, alguns sorotipos estdao associados a este grupo
como O44:H18, O111:H12, 0125, O126:H7 e varios sorotipos nao tipaveis !1.

Sarantuya e colaboradores (58 propuseram uma nova classificacdo das
amostras de EAEC, como tipica tEAEC e atipica aEAEC, baseado na presenca ou
auséncia do gene aggR, o qual esta localizado em um plasmideo e codifica uma
proteina reguladora global dos genes de viruléncia de EAEC 26.

Em animais, existem poucos relatos da presenca de EAEC como agente
causal de infeccdo intestinal ou como reservatorios deste patotipo. Uber e
colaboradores €2, fizeram a primeira identificacdo e caracterizacdo de quatro cepas
de aEAEC isoladas de leitdo e bezerros. Pufio-Sarmiento e colaboradores 54

relataram a presenca de tEAEC em caes e gatos, oito cepas isoladas de caes, cinco

das quais apresentavam quadro diarreico e uma cepa isolada de gato sem diarreia.

3.3. Escherichia coli Produtora de Shiga-Toxina (STEC) e Escherichia coli
Enterohemorragica (EHEC)

STEC pertence a um importante grupo de patogenos de origem alimentar,
encontrados comumente no intestino de gado saudavel 4. STEC caracteriza-se por
produzir ao menos uma das citotoxinas, chamadas de Shiga-toxina 1 (Stxl) e
Shiga-toxina 2 (Stx2), codificada em fagos que interagem com o cromossomo
bacteriano. STEC pode produzir apenas uma das toxinas ou mesmo ambas 16 25,

Alguns autores referem-se a STEC como VTEC (Escherichia coli produtora de
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Verotoxina), nome derivado dos ensaios de citotoxicidade em células Vero,
realizados por Konowalchuk e colaboradores 32. Em humanos, STEC pode causar
diarreias sanguinolenta, com quadros de HC, que podem evoluir para a HUS. Essas
cepas de STEC sao um subgrupo denominado como EHEC.

EHEC, especialmente do sorotipo 0O157:H7, foram reconhecidas
mundialmente a partir da década de 80 como um dos mais importantes patogenos
causadores de doencas humanas veiculadas por alimentos. Na década de 90, a
infeccao causada por essa bactéria foi relatada em mais de 30 paises de seis
continentes, e sua severidade foi mostrada em grandes surtos principalmente no
Japao, Costa Rica, Estados Unidos e Escécia 2.

A HUS é caracterizada pela triade: trombocitopenia, anemia hemolitica e
microangiopatia trombética, que contribuem para lesdo renal aguda, sendo
necessario em muitos casos, a realizacdo de dialise, e em casos mais graves pode
progredir para insuficiéncia renal e morte “1.

A familia das toxinas Shiga, € composta por uma estrutura A-B de
aproximadamente 70 kDa, conservada entre seus membros. Todas as Stx possuem
uma estrutura denominada ABS5 com uma subunidade A enzimaticamente ativa
com massa molecular de aproximadamente 32 kDa em associacdo com cinco
subunidades B com cerca de 7,7 kDa. A subunidade A pode ser clivada em dois
peptideos: Al e A2, de 28 e 4 kDa, respectivamente, onde Al apresenta atividade
enzimatica enquanto que A2 tem por funcao ligar a estrutura A ao pentamero B. O
pentamero B liga a toxina ao receptor glicolipidico especifico presente na superficie
da célula eucaridtica, sendo a globotriasilceramida (Gb3) para Stxl e Stx2 e
globotetrasilceramida (Gb4) para Stx2e 6 S53. Apdos a ligacdo, uma sequéncia de
eventos ocorre: (I) a toxina sofre endocitose pela célula eucariotica, (II) € clivada em
fragmento Al ativo e fragmento A2 que sera reduzido, (III) o fragmento A1l livre ativa
RNA N-glicosidase e interage com a unidade 60S do ribossomo (IV), que remove um
residuo de adenina da subunidade 28S do rRNA (V) impede a ligacao do amino-acil-
RNA transportador a esta subunidade, e por fim inibe a etapa de elongacao da
sintese proteica 53. Em maio de 2009, no International Symposium on Shiga-toxin
(Verotoxin) Producing Escherichia coli Infections, em Buenos Aires, foram
estabelecidas nomenclaturas de acordo com o subtipo de Stx. Nessa nova
nomenclatura incluem 3 tipos de Stxl (Stxla, Stxlc, Stxld) e 7 tipos de Stx2
(Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g) 18.

Cepas de EHEC além de produzirem a Shiga-toxina, ainda apresentam uma

caracteristica importante que é a capacidade de causar a lesdo Attaching and
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Effacing (A/E) no epitélio intestinal, semelhante as cepas de EPEC. Essa lesao é
causada pela proteina intimina, codificada pelo gene eae, que pertence a regido LEE
do cromossomo bacteriano 30. Dessa forma, enquanto o quadro de diarreia é
caracterizado pela lesdao (A/E) que EHEC provoca pela interacao com o epitélio
intestinal, o quadro de diarreia sanguinolenta e HUS ocorrem pela acao da Shiga
toxina no endotélio microvascular do trato renal e gastrointestinal 51.

Outros fatores de viruléncia estdo envolvidos na colonizacao e patogenicidade
das cepas de STEC. Entre esses fatores estao: a enterohemolisina (EHEC-Ehly),
sugerida como marcador para deteccio de EHEC, onde sua funcdo pode estar
associada com a lise de eritrocitos para obtencao de ferro pela célula bacteriana;
além de serina-protease, catalase-peroxidase, adesinas, inibidor de linfocitos, um
sistema de secrecao do tipo II e outros, todos codificados por genes localizados em
um plasmideo (pO157) 6. 57.

Cepas de STEC, principalmente E. coli O157:H7, sao encontradas em muitos
animais. Os bovinos sao os principais reservatorios de STEC 25, porém € possivel
encontrar cepas também em outros animais, como ovinos, caprinos 34, caes e gatos,
roedores, aves, peixes, anfibios e alguns moluscos e insetos 20. Cepas de E. coli
O157:H7 podem ser altamente patogénica para suinos, porém raramente sao
isolados destes animais 20. Martins e colaboradores 39 isolaram pela primeira vez
uma E. coli O103:H2 de ovino. Este sorotipo s6 tinha sido reportado anteriormente
como responsavel por infeccao humana na Europa, Japdo e nos Estados Unidos 39.
Esta seria a sua primeira descricao de origem animal no Brasil, sugerindo que
ovinos possam servir como reservatério de EHEC.

A persisténcia de E. coli O157:H7 em bovinos esta associada a capacidade
das bactérias em colonizar uma regido ou local especifico no trato gastrointestinal
desses animais 17. Naylor e colaboradores 46 relataram que E. coli O157:H7
apresenta tropismo para uma regido terminal do reto dentro da juncao reto-anal
(RAJ) dos bovinos. Apos ser ingerida a cepa de E. coli O157:H7 entra no rumem, e
antes de colonizar a regido RAJ, precisa vencer as barreiras acidas do estomago 7.
Devido a um sistema de resisténcia acida (AR), as cepas de E. coli O157:H7 sao
capazes de sobreviver a acidez estomacal, o que implica sua baixa dose infectante
(cerca de 10-100 UFC). Trés sistemas de resisténcia acida foram identificados em E.
coli: AR 1 (oxidativo), AR 2 (glutamato-dependente) e AR 3 (arginina-dependente) 7).
O primeiro sistema é complexo e pouco entendido, enquanto AR 2 e AR 3, possuem

acao similar; basicamente os sistemas convertem glutamato e arginina em GABA e
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agmatina, respectivamente, o que libera protons para fora da célula bacteriana,

aumentando o pH interno, auxiliando na manutencdo da homeostase do pH 8 47.

3.4. Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

A disenteria bacilar € uma infeccdo aguda do intestino grosso humano, sendo
endémica na maioria dos paises em desenvolvimento e ocorrendo em surtos em
paises desenvolvidos 19. Cerca de 10% dos casos de disenteria bacilar sdao causados
por EIEC, enquanto que a maioria dos casos €& por diferentes espécies de
Shigella2735. Os sintomas clinicos provocados por EIEC incluem febre, dores
abdominais, mal estar e diarreia aquosa, podendo ou nao ter a presenca de muco
ou sangue 52. A doenca causada pela EIEC é caracterizada pela destruicdo do
epitélio intestinal devido a uma resposta inflamatéria induzida durante a invasao
da mucosa pela bactéria. Os genes associados com a invasdo de EIEC na célula
estao agrupados em um plasmidio de viruléncia de 230 kb 52.

Ainda nao foram relatados casos de EIEC em animais, como descrito por
Puno-Sarmiento e colaboradores 54, no qual foram pesquisados os seis patotipos
classicos de DEC em amostras de caes e gatos e foram relatados apenas EPEC e

EAEC.

3.5 Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

ETEC é a responsavel por abortos em outros animais (bovinos, ovinos,
suinos) com altos indices de morbidade e mortalidade. ETEC é uma das principais
causas de diarreia aquosa na prole de algumas espécies de animais, como em
bezerros recém-nascidos em amamentacido e em porcos em amamentacdo e pos-
desmamados. E a principal causa de enterocolibacilose, infligindo grandes danos a
industria agropecuaria. Curiosamente, € muito raro ou praticamente nao existe em
outros animais rurais como coelhos, cavalos ou aves domésticas, para este fato nao
ha ainda uma boa explicacdo, uma vez que esses animais possuem receptores que
sdo sensiveis as enterotoxinas e adesinas de algumas ETEC 44.

Em humanos ETEC é reconhecida como uma das mais frequentes (algumas
vezes fatais) causas de diarreia infantil em paises em desenvolvimento, e € um dos
mais importantes agentes da diarreia dos viajantes. Isso sugere que varias
similaridades podem ser encontradas na patogenia das infeccoes por ETEC em
animais e humanos. Essas similaridades servem como excelentes oportunidades
para entender ETEC humanas utilizando modelos animais, embora necessite de

uma especificidade por parte do hospedeiro em relacdo aos receptores 29 55,
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A patogenicidade de ETEC consiste na producao de enterotoxinas codificadas
em plasmideos, como a toxina termo-labil (LT), toxina termo-estavel tipo a (STa) e
tipo b (STb). As LTs sao toxinas grandes e oligoméricas com similaridade estrutural
com a toxina colérica expressa pelo Vibrio cholerae 6. As STs sao toxinas pequenas
e monomeéricas com multiplos residuos de cisteina. ST nao € uma toxina Unica, mas
sim uma familia de toxinas que se subdivide em dois grupos: STa e STb, no qual se
diferenciam pela sua sequéncia de aminoacidos @. As cepas de ETEC colonizam a
superficie da mucosa do intestino delgado e comecam a produzir suas
enterotoxinas. A resposta as enterotoxinas produzidas nos animais é similar a
resposta a toxina colérica em humanos 22. As enterotoxinas estimulam a sinalizacao
pro-inflamatoria e ativa as adenilato-ciclases na mucosa (principalmente nas
criptas e vilosidades intestinais), levando a um aumento da producao de AMP-
ciclico, causando um aumento na secrecao de fluidos intestinais 15 28, Podendo
resultar assim em um grau variado de diarreia, desidratacdo, desequilibrio

eletrolitico, acidose, hipercalemia, insuficiéncia circulatéria e morte.

3.6 Escherichia coli difusamente aderente (DAEC)

Dentre as DEC, DAEC é um grupo bem heterogéneo caracterizado pelo seu
padrao de aderéncia difusa em células HEp-2 e HeLa. Esse padrao é mediado por
proteinas codificadas por uma familia de operons relacionados, os quais incluem
adesinas fimbriais (Dr) e afimbriais (Afa), que quando juntos formam a adesina afa-
dr, sendo responsavel pelo padrao aderente difuso 36.

DAEC podem ser subdivididas em duas subclasses 59. A primeira subclasse
compreende cepas que possuem as adesinas Afa/Dr, e estdo comumente
associadas em infeccoes do trato urinario e com outras varias infeccoes entéricas 38,
As adesinas Afa/Dr se ligam como fator de aceleracao de decaimento (DAF) que esta
presente na borda escovada das células epiteliais intestinais e do trato urinario.
Essa ligacdao promove um agrupamento de moléculas de DAF por baixo na bactéria
aderente, acionando assim uma cascata de sinalizacao Ca2+ dependente, resultando
em dano e alongamento das microvilosidades da borda escovada das células devido
a danos a estruturas do citoesqueleto das células do hospedeiro 0. A segunda
subclasse de DAEC inclue cepas que expressam uma adesina envolvida na
aderéncia difusa (AIDA-I), a qual esta intimamente relacionada com diarreia
infantil. Essas cepas de DAEC geralmente possuem uma ou mais regioes homlogas
do LEE que sao encontradas em EPEC, podendo assim contribuir para patogenia

dessas cepas de DAEC. Cepas dessa subclasse secretam padrbes similares de
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proteinas reguladas por parametros ambientais, como temperatura, pH e
concentracéao de ferro 10, 59,

Em humanos, sao registrados casos adultos e criancas com e sem diarreia,
sendo mais comum em criancas menores de 12 meses com diarreia 38 56, Até o

presente momento néo foram relatados casos de DAEC em animais.

3.7. Escherichia coli enteroagregativa produtora de Shiga toxina (STEAEC)

Em 2011, um grande surto de gastroenterite por E. coli foi registrado na
Alemanha, com um total de 3.842 casos notificados, sendo 2.987 confirmados com
18 mortes. Este surto ocorreu em um periodo curto, iniciando em 8 de maio e
concluido em 4 de julho, com seu apice em 22 de maio. O surto foi causado por
uma cepa de EAEC 0104:H4 que adquiriu a capacidade de produzir Stx de EHEC 9.
A esta cepa foi dado o nome de Escherichia coli enteroagregativa produtora de Shiga
toxina (STEAEC).

STEAEC apresenta fatores de viruléncia relacionados aos patotipos EAEC e
EHEC. STEAEC coloniza as células da mucosa intestinal com o auxilio de uma
fimbria AAF e uma proteina chamada dispersina, como em EAEC, além de
expressar outras duas adesinas (Pic e Pet) cujas funcoes ainda sao desconhecidas °.
A cepa também tem a capacidade de expressar a toxina Stx, semelhante a EHEC,
onde inibe a sintese proteica e pode induzir a apoptose celular. Nao foram

relatados, até o momento, casos de STEAEC em animais.
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1. Introducao

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa anaerobia facultativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, que coloniza o trato gastrointestinal
de seres humanos e de outros animais homeotérmicos. E. coli e seus
hospedeiros coexistem naturalmente com mutuos beneficios, raramente
causando doencas 30, 48, Porém, algumas linhagens podem adaptar-se a novos
nichos, expressando ou adquirindo fatores especificos de sobrevivéncia. Estas
adaptacoées podem contribuir para o desenvolvimento de doencas em
individuos saudaveis, e nesses casos, os fatores especificos estdo relacionados
a viruléncia 30.

Em geral, isolados de E. coli podem ser agrupados como: a) isolados
intestinais comensais; b) isolados intestinais patogénicos e c¢) isolados
patogénicos extraintestinais (ExPEC - Extraintestinal Pathogenic Escherichia
col)*2. Estes isolados podem ser reunidos em sete grupos filogeneticamente
distintos: A, B1, B2, C, D, E e F 13, EXPECs pertencem em sua maioria ao
grupo B2 com algumas linhagens pertencentes ao grupo D. Os isolados
intestinais comensais pertencem aos grupos A, B1, C e E 513,

EXPECs podem ainda ser classificadas quanto ao sitio anatéomico
acometido, como exemplo: E. coli uropatogénica (UPEC — uropathogenic E. coli),

E. coli associada a meningite neonatal (NMEC —Neonatal meningitis E. coli), E.
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coli associada a sepse (SEPEC — Sepsis-associated E. coli) e E. coli patogénica
aviaria (APEC - avian pathogenic E. coli 14 30. 48, EXPECs exibem fatores de
viruléncia responsaveis por permitir a colonizacao de diferentes superficies
anatomicas, evadir as defesas do hospedeiro, adquirir nutrientes essenciais,
como o ferro, desencadear um processo invasivo no hospedeiro e estimular
uma resposta inflamatoria. Dentre os principais fatores de viruléncia estao:
presenca de diversas adesinas, capsulas polissacaridicas, toxinas, sideréforos,
proteases, dentre outros que conferem resisténcia as defesas do hospedeiro 3.

UPEC é o principal agente etiologico de infec¢gdes do trato urinario (ITU)
adquiridos na comunidade e também em ambientes hospitalares, responsavel
por alta morbidade e mortalidade em todo o mundo. A habilidade em causar
ITU esta associada a expressdo de diversos fatores de viruléncia, como
adesinas (fimbria P e tipo 1); toxinas tais como hemolisinas; sideroforos e
antigenos capsulares. Estes fatores permitem que a bactéria seja capaz de se
ligar e provocar danos as células e aos tecidos extraintestinais do hospedeiro,
resistindo aos mecanismos de defesa nestes sitios, estimulando uma resposta
inflamatoria, e causando a doenca 6 53,

Outro patotipo extraintestinal, o NMEC, é a causa mais comum de
meningite por bactérias Gram-negativas em neonatos. Nesta patologia, a
bactéria chega ao sistema nervoso central mais comumente pela via
hematogénica, resultando em inflamacao das meninges, razao pela qual a
meningite esta fortemente associada a sepse neonatal. Estas bactérias
apresentam diversos fatores de viruléncia, sendo o antigeno capsular K1 o
mais comum, presente em aproximadamente 80% de NMECs 30,

SEPECs apresentam varios fatores de viruléncia em comum com UPEC
e APEC. Apesar de ter tido um grande aumento de casos de sepse e
bacteremia causados por E. coli nos ultimos anos, ainda ha poucos estudos
relacionados a patogénese de SEPEC 2. 14, EXPEC causadoras de infeccoes na
corrente sanguinea pertencem a linhagens que apresentam uma grande
variedade de fatores de viruléncia como adesinas, sistemas de captacao de
ferro, resisténcia sérica e toxinas 2.

Uma pequena porcentagem de E. coli € patogénica para aves, conhecida
como APEC, sendo um dos principais causadores de colibacilose, doenca
responsavel por elevados prejuizos para a industria aviaria 38. Dentre os
principais fatores de viruléncia encontrados em APEC estdo os relacionados ao

sistema de captacao de ferro (iutA e iroN), hemolisina (hlyF), resisténcia litica
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ao soro (iss) e proteases (ompT) 28. Estudos tém mostrado que alguns isolados
de APEC sdo muito proximos geneticamente de EXPEC humanas 36 54
sugerindo que as aves possam ser um veiculo ou pelo menos reservatorio,
sendo considerada um agente zoonotico em potencial. Outros reservatorios
tém sido descritos em estudos de epidemiologia molecular, incluindo o trato
gastrointestinal humano além de varios reservatorios ndo-humanos como
produtos carneos de varejo, esgoto, animais domeésticos e outras fontes

ambientais 432,36,

2. Ilhas de Patogenicidade e Plasmidios

De modo geral, cerca de 70% a 80% do genoma bacteriano (core
genoma) € composto por uma quantidade homogénea de sequéncias de C+G, e
em cada espécie esse arranjo € especifico e tipico, sendo responsavel por
compor aqueles genes relacionados com as informacoes celulares essenciais. O
restante do genoma pode conter C+G diferente do core, podendo conter
elementos genéticos modveis, como sequéncias de insercdo, transposons,
integrons, plasmidios e profagos, e ilhas gendémicas (GEIs —Genomic islands)
que quando codificam fatores de viruléncia podem ser chamadas de ilhas de
patogenicidade ou PAI (Pathogenicity Island) 1.

O termo “Ilha de Patogenicidade” foi proposto por Hacker e
colaboradores 20 em1990, e sao definidas como regides do DNA relativamente
grandes, variando entre 10.000 e 200.000 pares de bases, que apresentam
caracteristicas proprias e consideravel instabilidade, e codificam para os mais
variados fatores de viruléncia5s. A transferéncia horizontal de DNA por
transposons, plasmidios, bacteriofagos ou PAls, independente de género e
espécie, € responsavel pela intensa variabilidade genética entre os
microrganismos, permitindo a aquisicdo ou perda de genes de viruléncia e
conferindo elevada capacidade adaptativa dos mesmos a novos sitios
anatomicos, ampliando o espectro de doencas 6 55,

PAlIs sao elementos genéticos moveis, flanqueados por pequenas
sequéncias diretas repetidas localizadas adjacentes aos genes que codificam
para o RNA transportador. Estas ainda contém genes que codificam para
integrases, transposases e sequéncias de origem de replicacdo, podendo ser

mobilizados por conjugacao 16, 47, 49, 55,
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Nas PAls, de espécies patogénicas para humanos, podem ser
encontrados ainda genes relacionados com fatores de aderéncia (adesinas e
fimbrias), mecanismos de captacao de elementos essenciais que sao limitados
no ambiente (sistemas de captacao de ferro), além de diversas toxinas como as
hemolisinas. Em UPEC ja foram descritas oito diferentes PAIs associadas a
viruléncia 16. 47,

Assim como as PAls, os plasmidios também sao elementos genéticos
moveis, capazes de atribuir uma variedade genética as bactérias, porém sao
elementos extracromossomais. Os plasmidios ColV e ColBM ocorrem com
maior frequéncia em ExXPEC quando comparados com isolados comensais.
Estes plasmidios tém sido associados com uma variedade de caracteristicas
que predispde ao estabelecimento de septicemia e infeccbes do trato urinario,
incluindo resisténcia ao soro, aquisicdo de ferro em ambientes onde ele €
escasso, crescimento em urina humana e em condicoes de pH acido, e
producao de colicinas 27.

Recentemente foi descrita uma regido plasmidial denominada
Conserved Virulence Plasmidic (CVP), que apresenta oito operons ou genes, que
codificam para sistemas sideroforos (genes iro, iuc e sif), proteina de
membrana externa (gene omp7), colicina V (gene cva), a-hemolisina (gene
hlyF), sistema de secrecdo tipo I (gene ets) e gene relacionado a resisténcia
sérica (gene iss) 35.

Em ExPEC humana, a regido CVP esta presente em UPEC (10 a 20%) e
NMEC (50 a 60%), sendo encontrada principalmente em patogenos
pertencentes ao grupo filogenético B2. Em cepas de APEC, a presenca da

regido CVP ocorre também nos grupos filogenéticos A e B135.

3. Fatores de viruléncia

3.1. Adesinas

A habilidade da bactéria em aderir e colonizar as células epiteliais do
hospedeiro € um passo importante para o inicio de uma infeccdo. A adesao da
bactéria € promovida por estruturas proteicas presentes na superficie
bacteriana, que se ligam a receptores especificos, presentes nas células do
hospedeiro. Estas estruturas, conhecidas como adesinas, podem se localizar

em apéndices filamentosos denominados pili ou fimbrias, ou se caracterizarem
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como moléculas monomeéricas ou multiméricas ancoradas na parede celular
bacteriana, chamadas de adesinas afimbriais 8.

Existem diferentes tipos de fimbrias, algumas das mais conhecidas em
ExXPEC sao: fimbria tipo 1 (fim), fimbria P (pap), fimbria S (sfa), fimbria F1C
(foo), fimbria Dr (dra), adesinas afimbriais (afa) e Tsh (temperature-sensitive
haemagglutinin) sendo as trés primeiras, as mais estudadas 3. 40.

As fimbrias tipo 1 sdo expressas pela maioria dos isolados de E. coli,
além de outros membros da familia Enterobacteriaceae. Elas sao responsaveis
por mediar a hemaglutinacdo manose-sensivel em diferentes espécies de
animais, ja que seu receptor correspondente na célula hospedeira € uma
manose. Esta adesina € codificada por um conjunto de nove genes localizados
no operon fim, e sua expressao € controlada por um fenémeno conhecido como
variacdo de fase. A presenca de fimbrias tipo 1 esta relacionada a ligacao do
patogeno ao epitélio da bexiga e da uretra, por estes conterem receptores
manosilados, estando este fator de viruléncia muito associado a UPEC
isoladas de cistite 3.50. Porém, € dificil determinar o real papel da fimbria tipo 1
na patogénese de ExPEC, uma vez que ela é expressa tanto em isolados
comensais quanto patogénicos 6.

As fimbrias P sdo expressas por UPEC frequentemente associadas a
pielonefrite. Esta fimbria é codificada pelo operon pap que é composto por 11
genes. Estruturalmente é constituida por mais de mil copias de subunidades
de pilina (PapA) em uma conformacao helicoidal e apresenta as proteinas
PapE, PapF e PapG na porcao distal. Esta ultima apresenta propriedades de
ligar-se a digalactosideos [a-D-Gal-(1-4)-3-D-Gal] dos receptores glicolipidicos
do epitélio renal. Proteinas envolvidas na sintese e no papel funcional da
fimbria P tém sido estudadas como alvo de novos compostos no combate a
infeccoes por UPEC 3,31,

A fimbria S é predominantemente expressa em E. coli isoladas de
meningites em neonatos; entretanto foi encontrada, também, em E. coli
uropatogénica. A fimbria liga-se a receptores especificos presentes em
glicoproteinas (a-Sialyl-2,3-galactose), apresentando afinidade por receptores
presentes na bexiga e nos rins de hospedeiros humanos, e aos componentes
da matriz extracelular (fibronectina, laminina e sialoglicoproteinas) das células
endoteliais microvasculares cerebrais. A fimbria S é codificada pelos operon
sfal, quando relacionado a infeccoes uropatogénicas, e sfall, quando

relacionado a meningites em recém nascidos 10. Estudos mostraram que a
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presenca da fimbria S foi mais prevalente em isolados de E. coli provenientes
do fluido cérebro espinal quando comparadas com linhagens provenientes de

urina, sangue ou fezes 56.

3.2. Captacao de Ferro

O ferro € um cofator essencial para a multiplicacao bacteriana; mais de
100 enzimas que atuam no metabolismo primario e secundario, dependem
desse elemento para suas atividades 37. Ferro é também um carreador de
elétrons requerido em importantes processos biologicos como na producao de
energia e transporte do oxigénio 19. Este ion € principalmente encontrado
complexado as proteinas heme, transferrinas, lactoferrinas e ferritinas, e em
pequena quantidade no meio extracelular, o que limita a sua disposicao
durante um processo infeccioso3?’. Como resultado, a aquisicdo de ferro € uma
necessidade critica para patogenos que sobrevivem dentro de um hospedeiro.
Sendo assim, bactérias infecciosas desenvolveram diversos mecanismos
envolvidos na aquisicdo de ferro como a sintese de sideroforos, que
apresentam maior afinidade ao ferro do que transferrinas e lactoferrinas.

Os sideré6foros sdo moléculas pequenas sintetizadas no citoplasma e
requerem um sistema de exportacao extracelular especifico 43. De forma geral,
os sideréforos sao divididos em cinco classes: catecolatos, fenolatos,
hidroximatos, a-hidroxil-carboxilatos e sideroforos mistos. Essa classificacao é
baseada na natureza quimica do sitio de ligacdo ao ferro 19. Quase todas as
linhagens de E. coli produzem sideroforos do tipo catecolato chamado
enterobactina, também conhecido como enteroquelina, sem importante papel
na viruléncia. Além deste, elas, também, produzem sideréforos adicionais
como salmoquelinas (catecolato), aerobactinas (tipo hibrido, citrato-
hidroxamato) e yersiniabactina (fenolato); alguns isolados de ExXPEC podem
sintetizar até quatro diferentes tipos de sideroforos 19; 43,

A salmoquelina, forma glicosilada da enterobactina, € codificada pelos
genes iroNBCDEN, localizado no plasmidio ColV ou ColBM, embora também
tenha sido encontrado em ilhas de patogenicidade. Foi primeiramente
identificada por Hantke e colaboradores 22 em 2003, em Salmonella enterica,
mas tem sido associada a viruléncia de UPEC, NMEC e APEC 19. Uma vez
conjugada ao ferro, ela € internalizada através do receptor IroN e utiliza o

mesmo sistema de transporte ABC da enterobactina, FepCDG 43.



64

Os genes que codificam a aerobactina podem estar localizados tanto em
plasmidios (ColV ou ColBM) como no cromossomo bacteriano. O operon da
aerobactina € composto por cinco genes ucABCD e iutA, dos quais quatro
(iucABCD) codificam enzimas necessarias para a sintese da aerobactina e o
iutA, para o receptor de aerobactina. Este sideréforo frequentemente é
encontrado em ExXPECs isoladas de humanos com pielonefrite (73%), cistite
(49%) ou bacteremia (58%) e, também pode ser encontrada, em isolados de
pacientes com bacterituria assintomatica (38%) ou em isolados fecais (41%)),
denotando a maior participacdo deste fator de viruléncia nas infeccoes
extraintestinais, particularmente no trato wurinario 1!7. Comparado a
enterobactina, concentracoes bem inferiores de aerobactina sao suficientes
para estimular o crescimento bacteriano na auséncia de ferro 19.

A yersiniabactina, codificada pelo gene fyuA, foi originalmente descrita
em Yersinia sp. € posteriormente identificada em PAIs presentes em E. coli
Este sideroforo esta relacionado com o estabelecimento de infeccoes do trato
urinario devido a eficiente captacao de ferro !8. Yersiniabactina possui ainda
uma funcado importante na reducdao da formacdo de espécies reativas de
oxigénio por leucocitos polimorfonucleares, monocitos e macrofagos,
acentuando seu papel na viruléncial®.

A perda de tais sistemas de transporte de ferro resulta em expressiva
diminuicao na viruléncia, indicando o papel fundamental que desempenham
em muitas doencas infecciosas bacterianas. Em EXPEC, tem sido mostrado o
aumento na expressdo de sistemas de transporte de sideréforos in vivo 15, a
producdo de sider6foros em tecidos do hospedeiro 11, e a importancia destes

sistemas para a viruléncia extraintestinal 11, 15,

3.3. Fatores que contribuem para evasao das defesas do hospedeiro
Microrganismos que causam doencas e estdao hospedados em seres
humanos e animais, podem ser eliminados pela resposta imunologica inata, ja
pré-existente no hospedeiro. Essa resposta elimina o patéogeno em poucas
horas apos a infeccao26. Porém, alguns micro-organismos possuem fatores de
viruléncia que os capacitam a escapar do sistema imunolégico do hospedeiro,
nao sendo eliminado por ele. Essa capacidade é devida a presenca de alguns
fatores como antigeno capsular K1, e a presenca de plasmidios que codificam

para determinadas proteinas de membrana, tais como TraT e Iss 34.
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De modo geral, isolados de E. coli sdao capazes de produzir dois
antigenos especificos de superficie, de natureza polissacaridica: o antigeno O,
que faz parte do lipopolissacarideo (LPS) de membrana externa e o antigeno K,
presente na capsula. A variacao na estrutura desses polissacarideos geram
aproximadamente 170 tipos diferentes de antigeno O e aproximadamente 80
tipos diferentes de antigenos K. Diferencas nos antigenos capsulares
permitiram a classificacao de E. coli em quatro grupos capsulares distintos (1-
4); onde EXPECs pertencem aos grupos 2 e 3, tendo como principais exemplos
do grupo 2 os sorotipos K1 e K5 57,

A capsula pode ser compreendida como um envoltéorio formado por
polissacarideos de alto peso molecular e que sao fortemente ancorados a
célula. Em UPEC, utilizando mutantes isogénicos e complementacao genética
para capsula do grupo 2, constatou-se que esta € responsavel por conferir
resisténcia a acao do sistema complemento, sendo portanto um importante
fator de viruléncia °.

As capsulas produzidas pelos grupos 2 e 3 sao codificadas pelo locus
génico kps, descrito por Silver e colaboradores em 1981 5!, em um isolado de
E. coli pertencente ao grupo 2. Sao trés regioes génicas responsaveis pela
producao da capsula, sendo a regido 2 a responsavel pela caracterizacdo do
sorotipo especifico, produzindo polissacarideos especializados 57.

Os tipos capsulares K1 e K5 apresentam um mimetismo molecular, ou
seja, possuem grande semelhanca com constituintes de tecidos presentes no
organismo hospedeiro. Assim, isolados pertencentes a esses tipos capsulares
nao sao capazes de desencadear uma resposta imunologica efetiva no
hospedeiro. Estruturalmente, o antigeno K1 é um polimero do acido N-
acetilneuraminico (acido sialico), semelhante ao antigeno polissacaridico B
encontrado em Neisseria meningitidis. Além de nao desencadear uma resposta
imune, este antigeno protege contra a fagocitose e a acao do sistema
complemento. Além disso, parece ter um papel importante na passagem da
bactéria pela barreira hematoencefalica, alcancando as meninges, justificando
a elevada frequéncia do antigeno K1 em isolados MNEC 5. 6.

Determinadas proteinas de membrana externa também contribuem
para evasao dos mecanismos de defesa do hospedeiro, tais como TraT, Iss e
OmpT. TraT € encontrada em grande numero de copias na membrana externa
de E. coli, e € codificada pelo gene traT, presente no plasmidio conjugativo F e

plasmidio de resisténcia a antibiotico F-like. Esta proteina inibe a fagocitose e
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interfere no padrao de opsonizacao da via alternativa do sistema complemento,
impedindo a deposicdo do fator C3 na membrana celular bacteriana 1 39,

O plasmideo ColV apresenta grande importancia em se tratando de
resisténcia ao soro, pois, além de carregar genes relacionados com o sistema
de replicacdo e genes para a producao de colicinas, este, também, transporta
os genes iss (increased serum survival) e ompT. O gene iss codifica a proteina
Iss que, juntamente com a proteina TraT, confere resisténcia ao sistema
complemento do hospedeiro, fenomeno conhecido como resisténcia ao soro 7
12, Iss bloqueia a ligacdo dos componentes do sistema complemento a
superficie celular bacteriana, impedindo a morte da bactéria 7.

O gene ompT, codifica a protease OmpT capaz de degradar peptideos
com atividade antimicrobiana, e permitindo a colonizacdo e persisténcia de E.
coli, ao longo do trato urinario, apesar da presenca de defensinas e outros

peptideos cationicos produzidos pelos hospedeiros 21, 25,

3.4. Fatores de viruléncia secretados

Em ExXPEC, o mais importante fator de viruléncia secretado € uma
lipoproteina chamada alfa-hemolisina (HlyA), pertence a um grupo de toxinas
proteicas conhecidas como RTX 6 Esta toxina é codificada pelo gene hlyA,
presente em um operon que contem mais trés genes acessorios conhecidos
como hlyB, hlyC e hlyD, responsaveis pela ativacdo e exportacao dessa
proteina. O gene hlyA tem sido associado ao grupo filogenético B2 de isolados
de UPEC, com frequéncia ao redor de 34% 58. Os isolados hemoliticos
predominam em infeccoes extraintestinais, tais como ITU, peritonite,
apendicite, septicemia e meningite neonatal. Aproximadamente 50% dos casos
de pielonefrite com complicacdes renais tem a presenca de UPEC produtora de
HIyA. A toxina tem a capacidade de formar poros na membrana celular em
diferentes tipos de célula, levando assim a morte celular.

O gene hlyF é frequentemente encontrado em isolados de APEC, porém
ja foi descrito em NMEC 4!. Trabalhos, como o de Skyberg e colaboradores 52,
mostram uma alta expressdao da hlyF em isolados de E. coli quando
comparado a outros genes: iroN, iutA, cvaC e tsh.

Sat é wuma proteina pertencente a subfamilia serina protease

autotransportada, codificada pelo gene sat localizado em PAls. Essa proteina
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causa modificacées na estrutura celular do epitélio da bexiga e danos no
epitélio do trato urogenital 24.

O fator citotoxico necrosante 1 (CNF1) é uma toxina codificada pelo
gene cromossOmico cnf e promove a deamidacao de pequenas proteinas, como
a Rho-GTPase, que é responsavel por regular diversas funcoes celulares. A sua
deamidacao pode levar a formacao de fibras de estresse de actina resultando
na entrada de E. coli nas células. CNF1 é produzido por um terco de E. coli
isoladas de pielonefrite e pode estar envolvidas no processo de invasdo ao
tecido renal. Contudo, o real papel de CNF1 no processo de invasao durante a
pielonefrite ainda nao esta elucidado & 45.

Outra toxina de importancia descrita em E. coli € a hemaglutinina
termo-sensivel (Temperature-sensitive hemagglutinin — Tsh) codificada pelo
gene tsh. Esta proteina foi primeiramente descrita por Provence e Curtiss em
1994 44, quando observaram que quando uma linhagem de APEC era crescida
em temperatura de 26°C, em meio com baixa osmolaridade, ocorria a presenca
de um fenodtipo de hemaglutinacdo manose-resistente, para eritrocitos de
galinha. Seu papel em EXPEC é questionado. Rodriguez-Siek e colaboradores
46 comparando os fatores de viruléncia presentes em APEC e UPEC,
detectaram a presenca do gene tsh em 63% de APEC e 39,5% de UPEC.
Heimer e colaboradores 24, analisando isolados de amostras humanas
encontraram o gene tsh em 63% de UPEC e em 33% de E. coli isolada de fezes.
Esses dados sugerem que o gene tsh faz parte do conjunto de genes de
viruléncia presentes em ExPEC.

A patogenicidade de EXPEC se deve a uma combinacao multifatorial, na
qual, o produto de genes cromossomais e plasmidiais, juntamente com as
caracteristicas relacionadas ao hospedeiro e o ambiente, levam ao potencial
patogénico destes isolados 29. Esta miscelanea de fatores de viruléncia em uma
mesma bactéria vem acompanhada de frequente aquisicdo e perda de
informacao gendmica, assim como de altas taxas de recombinacao. Estes
fenomenos conduzem a elevada heterogeneidade genética e maior
adaptabilidade a diferentes nichos teciduais do hospedeiro.

Portanto, para que uma linhagem de E. coli comensal passe a ser
patogénica, requer a presenca de genes funcionais que contribuam na
viruléncia, colonizacao e adaptacdo a diferentes organismos ou até mesmo
diferentes sitios anatdmicos de um mesmo hospedeiro 42. Para um melhor

entendimento das bases biolégicas das infeccoes por EXPEC é necessario mais
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conhecimento quanto a filogenia, viruléncia e fatores do hospedeiro que

contribuam para a susceptibilidade a diferentes grupos de EXPEC 33.
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1. Introducao

Enterococcus € o género mais controverso do grupo de bactérias acido
lacticas (BALs). A tecnologia de muitos queijos europeus tém indicado que os
enterococos desempenham importante papel na maturacao desses produtos,
pelo processo de proteodlise, lipolise e ruptura do citrato, contribuindo com o
sabor caracteristico desses queijos. Os enterococos também desempenham
funcdes como biopreservadores, pela producao de bacteriocinas, em alimentos
fermentados, como salsichas, azeitonas, embutidos, defumados, entre outros.
Ainda, enterococos apresentam diversas caracteristicas que os tornam
potenciais probioticos.

No entanto, os enterococos tém sido associados a diversas infeccoes
humanas. Varios fatores de viruléncia tém sido descritos e o numero de
isolamento de enterococos resistentes a vancomicina tem aumentado. A
natureza controversa de enterococos resultou em um enorme aumento em
artigos cientificos e resenhas, onde pesquisadores se dividem entre os pros e
contras, sendo que os tracos negativos tém sido intensificamente focados. O
objetivo deste capitulo € dar uma visao equilibrada de recursos tanto benéficos
como de viruléncia deste grupo de micro-organismo divisionista, pois o
equilibrio de ambos conceitos permitira a exploracao segura dos enterococos

como probioticos ou co-culturas.
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O género Enterococcus consiste de cocos isolados, aos pares ou em
cadeias curtas, Gram positivos, catalase negativa, ndo formador de esporo,
embora algumas espécies resistam a 60°C por 30 minutos, anaerobio
facultativo e crescimento em ampla faixa de pH (4,6-9,9). Crescem na
presenca de 40% (p/v) de sais biliares, em 6,5% de NaCl e apresentam
homeostase a cation que contribui para a resisténcia a metais e dessecacao.
Sao produtores de reacao B-hemolise em agar Columbia ou tripticase de soja
acrescida de 5% (v/v) de sangue desfibrinado de cavalo ou humano31.37. 138,
Sao classificadas como BALs devido sua capacidade de converter glicose em
acido latico (homofermentativa) durante o metabolismo primario.

Considerando que o género Enterococcus nao ¢é filogenicamente
homogéneo, € comum o isolamento de espécies atipicas38. Assim, uma
identificacdo adequada se faz necessario e entre as técnicas aplicadas, as
técnicas moleculares tém sido amplamente utilizadas na identificacdo e/ou
confirmacdo das espécies.

Atualmente sao descritos mais de 40 espécies de Enterococcus sp. €
estas podem ser isoladas de uma vasta diversidade de nichos ecologicos, desde
matrizes alimentares, como produtos lacteos, carnes, vegetais, e bebidas, até
superficies de mucosas humanas, como cavidade oral, vagina e trato
gastrointestinal. Ainda podem ser encontradas em insetos, caracoéis, lama,
solo e plantas. Essa capacidade de sobreviver a varios ambientes & devido a
sua habilidade em utilizar diferentes substratos4*s. 58 121, As espécies mais
comumente isoladas de amostras clinicas, alimento e ambiente sdo E. faecium
e E. faecalis 3% 59, embora alguns estudos tem relatado o isolamento das
espécies E. mundtii e E. casseliflavus as quais sdo mais frequentes em fontes
vegetais’¢. E. faecium e E. faecalis sao espécies geneticamente distintas
baseados nas sequéncias de 16S do rRNA e do gene housekeeping atpAse9°.

Por muitas décadas, espécies do género Enterococcus foram
consideradas inofensivas aos seres humanos e sem importancia médica. Por
serem produtores de bacteriocinas, algumas espécies tém sido amplamente
utilizadas na industria de alimentos como probiéticos ou como cultura starter
em produtos fermentados3’. Nas ultimas décadas este micro-organismo
tornou-se um dos mais comuns patogenos, com taxa de mortalidade chegando
a 60% 28, O dramatico aumento dos casos de infeccdes hospitalares causados

por espécies de Enterococcus, bem como o potencial uso como cultura starter e
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probiotica, enfatiza a necessidade de conhecer a ecologia, epidemiologia e
viruléncia deste micro-organismo.

As infecgoes mais comumente relacionadas com esse género incluem
infeccoes do sistema nervoso central, intra-abdominal, infeccoes pélvicas 33. 40,
sepse hepatobiliar, infec¢oes cirtrgicas e sepse neonatal 19, infec¢des do trato
urinario 102, bacteremia 123,131 e endocardite 23, 60, 104,

Entre os fatores de viruléncia mais estudados em Enterococcus
destacam-se gelatinase (gelE), fatores relacionados a adesao e formacao de
biofilme (efa, ace, acm, asp e esp) e fatores com caracteristicas hidroliticas
(hemolisina e hialuronidase). Os genes responsaveis por estas caracteristicas
encontram-se em ilhas de patogenicidade, porém sua expressdao depende do
local de isolamento ©9.

Gelatinase € uma metalopeptidase capaz de hidrolisar insulina, caseina,
hemoglobina, fibrinogénio, colageno e gelatinal2?8. A citolisina € uma enzima
com bifuncionalidade de bacteriocina/hemolisina8”.

Hemolisina é capaz de lisar eritrocitos humanos, de cavalos e coelhos,
porém nao lisam sangue de carneiro. Em Enterococcus quando a hemolisina e
bacteriocina sdo expressos pelo mesmo determinante genético, passam a ser
denominados de citolisinal!2. Isolados produtores de hemolisina estao
associados infeccoes gravess!.

Substancia de agregacao (AS) contribui para a formacado de agregados
celulares e facilitam a troca de material genético via processo conjugativo 4°.

Esp sao proteinas de superficie envolvidos na formacao de biofilme e
infeccoes do trato urinario 69 8. MSCRAMM (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules) e Acm sao adesinas que se ligam ao
colageno e contribuem para a endocardite 89, 88, 61, 124 A proteina Efa e Ace,
presentes em E. faecalis, também sido responsaveis pela adesdo do micro-
organismo ao tecido hospedeiro (colageno)s2.

O gene hyl, que codifica uma proteina funcionalmente semelhante a
hialuronidase produzida por Streptococcus sp., € encontrado em diversos
isolados clinicos de Enterococcus, porém com menor frequéncia em E. faecium
105, Esta enzima causa lise de acido hialurénico, que faz parte da matriz
extracelular do tecido conjuntivo.

Enterococcus sp. tem desenvolvido resisténcia intrinseca ou extrinseca a
diversos antimicrobianos comumente utilizados na terapéutica clinica. A

resisténcia intrinseca pode ser observada a varios antimicrobianos como
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cefalosporinas, sulfonamidas, penicilinas, aminoglicosideos e lincosamidas. Ja
a resisténcia adquirida, baseado na aquisicdo de transposons e plasmideos, €
relevante aos antimicrobianos: eritromicina, cloranfenicol, clindamicina,
tetraciclinas, aminoglicosideos, B-lactamicos e glicopeptideos®. 35 38, 135, 136,
Contudo, a maior relevancia clinica de resisténcia de Enterococcus € ao
antimicrobiano vancomicina (cepas VRE: vancomycin resistant enterococci).

Diversos autores tem relatado um aumento no isolamento de
Enterococcus resistentes a antimicrobianos, provenientes de diversas fontes:
clinicas, alimento, agua e solo. Em trabalho recente desenvolvido pelo nosso
grupo, Rocha (2012) isolou e caracterizou a sensibilidade de Enterococcus
proveniente de queijo. Neste estudo, 30% dos isolados foram resistentes a
vancomicina, com concentracao inibitéria minima (CIM) superior a 64 ug/mkL.
Ainda, o mesmo autor relatou maior resisténcia ao antimicrobiano tetraciclina
quando comparado com Enterococcus provenientes de amostras clinicas 109,

A vancomicina tem sido o farmaco eleito no tratamento das infeccoes
causadas por enterococos. Contudo, nos ultimos anos se observou um
aumento no numero de VRE, o que tem agravado nao s6 no tratamento de
infeccoes por enterococos, mas também pelo fato desse micro-organismo
transferir horizontalmente esse determinante de resistencia a outras espécies
sensiveis a vancomicina 97. Até pouco tempo, VRE eram sensiveis a linezolida,
porém, cepas resistentes a este antimicrobiano estdo surgindo levantando
questoes sobre os fatores de viruléncia e mecanismos de sobrevivéncia de
Enterococcus sp. 86.

A resisténcia de Enterococcus sp. as temperaturas de pasteurizacdo e a
adaptacao a diferentes substratos e condicoes de crescimento (elevada e baixa
temperatura, pH extremo, salinidade) tem facilitado a sobrevivéncia desta
bactéria na matéria prima crua (leite e carne) até produtos processados. Em
contrapartida, essa capacidade de desenvolvimento em diversos substratos,
corroboram a importancia destas bactérias na microbiota de alimentos

fermentados.

2. Producao de bacteriocinas

A producao de bacteriocina tem despertado grande interesse no campo

pratico da microbiologia de alimentos. Bacteriocinas de BALs constituem um

subgrupo de peptideos com atividade antimicrobiana e tém sido sugeridas
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como bioconservadores de alimentos por causa da sua classificacdo como
Generally Recognized as Safe (GRAS). Estas sao consideradas uma alternativa
aos conservantes quimicos por serem tolerantes ao pH, calor, e facilmente
digeridas por enzimas proteoliticas do trato digestério, devido a sua natureza
proteical941,42,47,119  glém de sua utilizacdo veterinaria ou como substancias
fitossanitarias para a protecdo de plantas 3.

Baseado nas propriedades estruturais, fisico-quimicas e moleculares
das bacteriocinas, estas podem ser divididas em trés grandes classes 55,74 91,92,
embora esta classificacdo tem sido continuamente revisada 106, 110;
bacteriocinas classe I sado peptideos lantibidticos, catiénicos, hidrofébicos,
termoestaveis e modificada pos-traducao. Ja as bacteriocinas da classe II
assemelham-se as da classe I, porém nao apresentam modificacbes pos-
traducionais, com excecao da clivagem do peptideo lider da pré-bacteriocina
formada. Esta classe é subdividida em Ila, IIb e Ilc. Bacteriocinas da classe III
sdo grandes peptideos, hidrofobicos e termolabeis!40. Tais peptideos
antimicrobianos sdo ativos contra diversos patégenos como Listeria
monocytogenes, L. innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, e células
vegetativas e esporos de Clostridium botulinum?19. 49.

Embora a citolisina seja descrita como uma bacteriocina é também
considerada como um fator de viruléncia, pois genes que codificam citolisina
podem ser encontrados em isolados de pacientes e ambientes hospitalares,
bem como de alimentos e individuos saudaveis98. 115, 137,

A literatura reporta diversas citacoes sobre enterocinas produzidas por
isolados de E. faecium e E. faecalis. Embora, estudos recentes mostram a
necessidade de isolar e caracterizar tecnologicamente novos isolados
produtores de bacteriocinas, incluindo demais espécies.

Em E. faecium a producao de bacteriocina é regulada por peptideos
feromonios, que quando atingem um limiar de concentracado especifico se
ligam aos seus receptores proteina histidina quinase, seguidos da fosforilacao
de um regulador de resposta que por sua vez se liga a regido promotora do
gene da enterocina ativando sua expressao 92.

A maioria das bacteriocinas interage com lipideos anidnicos presentes
na membrana plasmatica das bactérias alvo, sendo ativas principalmente
contra bactérias Gram-positivas, devido ao elevado teor de lipideos anionicos
na membrana, formando poros e promovendo a dissipacdo da forca proton

motora (PMF) e inibindo diversos processos na membrana citoplasmatical.
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Outras bacteriocinas podem também inibir bactérias Gram-negativas.
Para tanto, estas transpdéem a membrana externa da parede celular e
alcancam a membrana plasmatica da célula alvo para atuarem. Em contato
com a membrana plasmatica sao capazes de interferir na sintese de DNA, RNA
€ proteinas2+.

Os alimentos podem ser suplementados com bacteriocina ex situ ou por
meio de inoculacao com a espécie produtora, a fim de obter bacteriocinas in
situ. No primeiro exemplo, as bacteriocinas sdo obtidas por cultivo da cepa
produtora em fermentador de escala industrial, podendo ser adicionadas nos
alimentos na forma parcialmente purificada ou ja purificadas, sendo
necessaria uma aprovacao legal de seu uso como conservante de alimentos “2.

A acdo da bacteriocina pode ser demonstrada em meio solidificado,
liquido e semi-solidificado pela inibicao do micro-organismo sensivel64 130, Os
métodos mais utilizados sao antagonismo por difusdo em pocos ou em discos
de papel, antagonismo direto ou sobrecamada, e pelo método de estrias

cruzadas (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. No antagonismo direto, a linhagem produtora de bacteriocina é inoculada
em meio de cultura solidificado seguida de incubacdo (A). Na sequéncia é depositado
cloroféormio na tampa para promover a morte celular (B). Sobre a cultura é depositada
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uma sobrecamada semi-solidificada pré-inoculada com a linhagem indicadora (C). A
inibicao celular sera observada pela formacdo do halo de inibicao (D). Ilustracéao:
Mayara Baptistucci Ogaki.
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Figura 2. No método de estrias cruzadas a linhagem produtora é inoculada com alca
no meio de cultura solidificado (A) e apdés crescimento o micro-organismo indicador é
inoculado, também por estria, perpendicularmente a linhagem produtora de
bacteriocina (B e C). A zona de inibicdo sera observada na interseccdo das duas
culturas (D). Ilustracao: Mayara Baptistucci Ogaki.

Diversos testes in vitro devem ser realizados a fim de comprovar a acao
de enterocinas, descartando a possibilidade de outros metabédlitos na inibicao
do micro-organismo alvo. Entre estes testes podemos citar: producao de acidos
organicos, peroxido de hidrogénio, radicais livres, diacetileno, acetaldeido e
isomeros D de aminoacidos 92 98.

Alguns fatores sdao muito importantes para a producao e deteccao de
enterocinas, como os constituintes do meio de cultura e condicdes de cultivo
11, 130, Variacoes nas condicoes de pH, temperatura e tempo de cultivo também
podem interferir na producao de bacteriocina. Dependendo do isolado, o

crescimento em determinadas temperaturas pode suprimir a producédo de



78

bacteriocina e muitas vezes levar a uma perda irreversivel da propriedade
antagonistall, 130,

Na linhagem de E. faecium CTC492, a producao de enterocina A foi
diminuida em pH baixo e concentracoes elevadas de sal, porém foi restaurada
por adicdo de um peptideo indutor?®3. Em E. faecalis, o peptideo CylLS induz
alto nivel de expressao dos genes estruturais da citolisina 57. No entanto, o
segundo componente, o peptideo CylLL, pode formar um complexo com CylLS
impedindo a inducdo da expressdao dessa enzima. Assim, este mecanismo
auto-regulador fornece as Dbactérias uma fina sintonia de producao de
citolisina em presenca da célula alvo (eritrocito) 20.

Uma caracteristica importante é a capacidade do micro-organismo
produtor de bacteriocina sobreviver a acao da sua propria bacteriocina por
mecanismo de imunidade especifica, que consiste na producdo de uma
proteina imunes3.19.68,

Os genes responsaveis pela producdao e imunidade de muitas
bacteriocinas estdo agrupados e organizados em um ou até dois operons e
geralmente o gene que codifica a imunidade especifica esta muito préximo do
gene de producaol?.7s.

Segundo Allison & Klaenhammer (1999) existem dois mecanismos
principais de imunidade: o fator de imunidade pode interagir com o receptor
da bacteriocina ou as bacteriocinas podem ser importadas e inativadas pela
célula3. Antes de serem liberadas, as bacteriocinas sao acumuladas no
citoplasma e transportadas na forma soltuvel. Contudo, o transporte das
bacteriocinas depende da expressdo de um gene que codifica a proteina de

liberacao de bacteriocina (BRP), também chamada de proteina de liseZ2¢.

3. Enterococcus como probidticos

Enterococcus sp. quando presentes em alimentos fermentados,
especialmente queijos 4, embutidos 132 e demais produtos fermentados 44, 50, 52,
contribuem para a ocorréncia de caracteristicas organolépticas desejaveis,
relacionadas a consisténcia, textura e aroma caracteristico 36 85 94, Estas
caracteristicas somadas a resisténcia ao suco gastrico, a sais biliares e
produtores de enterocina !13 tornam este género um potencial probiotico 9. 80

106, 114, 125, Ajnda, algumas linhagens probiéticos sdo resistentes a
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antimicrobianos. Esta caracteristica favorece sua utilizacdo em combinacao
com os agentes antimicrobianos.

Probidticos sao aditivos que afetam beneficamente o hospedeiro, com
diversas propriedades medicinais, incluindo o estimulo do sistema
imunolégico, reducao do colesterol sérico pela ativacdo do sistema enzimatico
hepatico; aumento da absorcao de minerais e vitamina, reducao de diarreias e
constipacao; alivio dos sintomas de intolerancia a lactose; contribuicao no
controle e reducao de inflamacodes, alergias e doencas como o cancer do célon
7,54, 112, 117 A influéncia benéfica dos probiéticos sobre a microbiota intestinal
inclui fatores como efeitos antagdnicos, competicdo e efeitos imunologicos,
resultando em um aumento da resisténcia contra patogenos. Assim, a
utilizacdo de culturas bacterianas probiodticas estimula a multiplicacdo de
bactérias benéficas, em detrimento a proliferacao de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro 103.

Diversas preparacoes farmacéuticas de enterococos probibdticos estdo no
mercado mundial, sendo os mais difundidos: E. faecium SF68® (Cerbios-
Pharma AS, Barbengo, Suica), E. faecalis Symbioflor 1 (SynbioPharm, Herbom,
Alemanha)39, BIOTHREE® (Toa Pharmaceutical Co), LEBENIN®-S POWDER
(Wakamoto Co., Ltda), Bioflorin® (Sanova Pharm GesmbH), Medilac®-D.S
(Hanmi  Pharmaceutical Co) BIOFERMIN®-R POWDER (Biofermin
Pharmaceutical Co) e Enteronon®-R (Ajinomoto Pharmaceuticals Co) 94.

Em animais, Enterococcus probioticos sao utilizados principalmente
para tratar ou prevenir a diarreia e melhorar o crescimento durante o manejo.
Estudos mostraram eficiéncia do uso de E. faecium (Cylactin ME 20 Plus ®
S50g/T) no controle e reducao de Salmonella Minessota quando administrados
em frangos. Isolados de E. faecium também foram responsaveis pela reducao
de Campylobacter jejunil®®, Listeria monocytogenes 18 em aves.

Em suinos, a linhagem E. faecium SF68 reduziu a taxa de infeccao por
Clamydia 80 101, Ja a linhagem E. faecium NCIMB 10415 reduziu patotipos de
Escherichia coli 8, virus influenza A 143, coronavirus 16 e virus entéricos 7°. E.
faecium também mostrou-se efetivo contra patogenos de peixes de agua
salgada em cativeiro 72.

Em humanos, estudos com linhagens probioticas de Enterococcus tém
sido conduzidos no tratamento de diarreia, diarreia associada ao uso de
antimicrobianos, sindrome do intestino irritado, reducdo nos niveis de

colesterol e melhora na imunidade do hospedeiros. Ainda, ha trabalhos
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relatando o uso concomitante de Enterococcus com outras BALs como
alternativa nas estratégias de bioprofilaxia e bio-terapia contra cancer de colon
133, Ainda, E. faecium € capaz de reduzir biofilme formado por Streptococcus
mutans 129,

Cepas probiéticas sao selecionadas de acordo com as propriedades
funcionais e fisiologicas as quais podem ser determinadas in vitro, como
resisténcia a sais biliares, baixo pH, producao de bacteriocinas, autoagregacao
e coagregacaols+,

Brandalize (2013) isolou e analisou cepas de Enterococcus sp.,
provenientes de queijo tipo minas frescal, quanto a sua capacidade probiotica
em comparacao com cepas probioticas comerciais. Esses isolados
apresentaram taxas de sobrevivéncia superior a cepa controle, quando
submetidos a condicées de stress de pH e enzimatico, semelhantes as
condicoes encontradas no trato digestorio. Neste estudo, os autores
mostraram o potencial probiotico de Enterococcus sp presentes em
alimentos!3.

Alguns testes in vitro podem ser usados para determinar a tolerancia ao
acido estomacal, porém, é importante ressaltar que os niveis de tolerancia a
diversos pH variam consideravelmente entre as bactérias probioticas?s. Para
que uma bactéria possa ser considerada probibtica, ela deve sobreviver entre
os pH 2,0 e 3,0, durante 3 horas53. 56, 9. A presenca de sais biliares e
pancreatina no intestino € outra barreira biolégica a sobrevivéncia e
colonizacao do probiotico. O tempo de permanéncia no transito intestinal deve
ser de 1 a 4 horas em pH por volta de 8,065.

Os mecanismos de resisténcia de Enterococcus ao baixo pH se da pela:
homeostase do pH intracellular pelo bomba de préton-ATPase; pelo sistema
glutato descarboxilase; alcalinizacdo do meio externo pela usease ou argina
desaminase; alteracdao na densidade celular e mudanca ao nivel de membrana
celulart+ 27,

Ainda, a auséncia de fatores de viruléncia e auséncia de genes
determinantes da resisténcia aos antimicrobianos estado entre os critérios mais
relevantes de selecdo de bactérias probiodticas para uso humano?22. 82, 113, 127,
Um critério definitivo para a selecido de cepas probidticas ira depender da
indicacao clinica, além de consideracdoes de seguranca biolégicas, como a
capacidade de sobreviver ao transito gastrintestinal e a tolerancia a acidez e a

bile. Adicionalmente, nao se pode aceitar o fato de que uma determinada cepa
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probidtica sera efetiva para todos os individuos ou mesmo para um mesmo
individuo em diferentes fases de uma doencal?2, por isso da necessidade de
estudar novos isolados com potenciais probioticos.

O potencial probiotico pode diferir até mesmo para diferentes cepas de
uma mesma espécie. Cepas de uma mesma espécie podem ser incomparaveis
por apresentar areas de aderéncia distintas, efeitos imunolégicos especificos e
mecanismos distintos de acdo sobre a mucosa saudavel ou com processo
inflamatorio67.

Para a utilizacao de culturas probiodticas na tecnologia de fabricacao de
produtos alimenticios, além da selecao de cepas probioticas para uso em
humanos, as culturas devem ser empregadas com base no seu desempenho
tecnologico. Culturas probidticas com boas propriedades tecnologicas devem
apresentar boa multiplicacdo no substrato, sobrevivéncia no alimento durante
a fabricacdo do produto e prazo de validade, além de propiciar propriedades
sensoriais adequadas no produto e ser estaveis e viaveis durante
armazenamento. Desta forma, podem ser manipuladas e incorporadas em
produtos alimenticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade, resultando
em produtos com textura e aroma adequados? 145, Esses alimentos devem
permanecer com algumas caracteristicas inalteradas apos a adicdo do micro-
organismo para serem considerados probidticos como, por exemplo, conter
pelo menos 107 UFC/g de bactérias probioticas viaveis!ll, 139, Entretanto,
varios autores propoem que a dose minima diaria da cultura probiética
considerada terapéutica seja de 108 e 109 UFC/g ou mL 63, 83,

Os mecanismos de acdo dos probioticos estdao relacionados a
competicdo por sitios de ligacdo ou a exclusdo competitiva, ou seja, as
bactérias probidticas ocupam o sitio de ligacdo na mucosa intestinal
formando, uma barreira fisica as bactérias patogénicas. Assim, as bactérias
seriam excluidas por competicdo de espaco, sendo, as fimbrias os elementos
de aderéncia bacteriana mais conhecidos e estudados. Sao estruturas
compostos por fosfoglicoproteinas que se projetam do corpo bacteriano, e seus
receptores sdo especificos e se diferem entre as por¢cdes anatomicas, ao longo
do trato intestinal73.

As ligacoes especificas entre o epitélio intestinal humano e Enterococcus
sdo vinculadas a substancia de agregacao (Agg). Essa substancia € uma
proteina de superficie codificada e expressa em resposta a inducao por

ferormonios. A Agg converte a superficie celular bacteriana em uma superficie
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aderente para as células, causando agregacdo ou aglutinacao, facilitando a
adesao na matriz das células eucarioticas®9 77, 87,

A auto-agregacao pode ser definida como a aderéncia de bactérias que
pertencem a mesma espécie e co-agregacao ocorrem quando duas ou mais
bactérias, de espécies diferentes, interagem formando um agregado composto
estavel e este ultimo € altamente especifico e pode ser considerado um fator de
viruléncia?l. A auto-agregacao de micro-organismos € um importante requisito
para que os mesmos possam fazer parte da microbiota intestinal 21,29, 141, 142,

Ainda, a tolerancia ao fenol € desejavel, ja que este composto pode ser
formado no intestino pela desaminacao de aminoacidos aromaticos
provenientes da dieta ou de proteinas endogenas 99:120,

Segundo Charteris et al (1998) as metodologias in vitro representam
uma importante forma de caracterizacdo dessa capacidade, pois, além de
garantir resultados confiaveis, sdo executadas com maior facilidade que os
estudos in vivol”. Contudo, os probioticos devem, necessariamente, resultar
em efeitos benéficos mensuraveis sobre a saude, substanciados por estudos
conduzidos no hospedeiro ao qual ele se destina. Em outras palavras,
probidticos destinados para o uso em humanos requerem comprovacdo da
eficacia em ensaios em humanos!ie.

Alguns autores relatam que o isolamento de Enterococcus de
determinados alimentos tem potencial uso probiotico naquele alimento, pelo
fato das células ja estarem adaptadas ao produto. As espécies mais
frequentemente isoladas em produtos lacteos sao E. faecalis, E. faecium e E.
durans. Estas sao capazes de crescer em ambientes restritos, de elevado teor
salino e baixo pH, como os encontrados em queijos, ao passo que demais BALs

dificilmente se desenvolveriam sob tais condicoes58.

4. Enterococcus como cultura starter

Diversas espécies de Enterococcus sao ubiquas e produzem uma
variedade de produtos como compostos aromaticos 15, enzimas 46 118 e
enterocinas 2 19. Nos ultimos anos tem aumentado os trabalhos mostrando a
importancia de Enterococcus sp. como cultura starter ou adjunta. Este micro-
organismo executa papel importante na maturacdo de queijos europeus,
resultando em protedlise, lipolise e degradacao de citrato contribuindo para a

obtencao do aroma e sabor caracteristicos destes queijos 45, 37, 118,
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Nos paises mediterraneos e na Alemanha, produtos carneos tradicionais
sdao fermentados pelas BALs, incluindo Enterococcus. Geralmente estes
produtos apresentam baixa acidez (pH> 5,3) e elevada concentracao de sal,
que favorece o crescimento desse micro-organimo com producao de
enterocinas. Ainda, Enterococcus sp. contribui para a aromatizacdo, proteolise,
lipolise e reducdo de metamioglobina da carne, levando as carateristicas
organolépticas do produto final2s. 6.

Em diversos paises da Europa, E. faecalis tem sido utilizado no preparo
de azeitonas em conserva 10, producao de pasta de arroz fermentado (Idli) 126,
fermentacao de bambu 70, e fermentado de sorgo 144.

Sendo assim, a capacidade de Enterococcus sp. em transformar matéria
prima em produto com caracteristicas desejaveis e qualidade diferenciada, o

torna um potencial micro-organismo com diversas aplicacoes tecnologicas.

5. Conclusoes

Os enterococos sao comuns na natureza e estdo presentes em produtos
fermentados em geral, principalmente nos produtos lacteos. Esta bactéria
contribui diretamente para o sabor e aroma tipicos desses alimentos, além da
acidificacdo de alguns embutidos. Ainda, possuem a capacidade de produzir
bacteriocinas ativas contra micro-organismos responsaveis pela deterioracao
e/ou Dbactérias patogénicas, sendo uma alternativa no processo de
bioconservacao de alimentos.

Linhagens de Enterococcus podem ser utilizadas como probidticos, com
diversos beneficios ao consumidor, a exemplo: reduzindo e/ou evitando a
incidéncia de diarreia, reduzindo o colesterol, estimulando o sistema
imunolégico, suprimindo células tumorais, protegendo contra o cancer de
colon, mantendo o balanceamento da microbiota intestinal e atuando como
antibiotico.

No entanto, alguns isolados de enterococos podem conter genes que
codificam fatores de viruléncia, ocasionando diversas patologias no homem.
Além disso, o niumero de VRE vem aumentando durante as ultimas décadas, o
que tem causado diversos debates e pesquisa na utilizacao de Enterococccus
em alimentos e na promocao da saude.

Novos isolados e técnicas modernas de analise devem ser utilizados

afim de assegurar ao consumidor o uso potencial de Enterococcus sp. como



84

probidticos ou cultura starter, garantindo ao consumidor os beneficios de uma

BAL.
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1. Introducao

O reconhecimento de que microrganismos sdo capazes de resistir a
agentes fisicos e quimicos origina-se do inicio da era antimicrobiana. Mesmo
antes da introducao da penicilina na pratica clinica, cepas resistentes haviam
sido detectadas3!. A emergéncia de resisténcia em enterobactérias por exemplo, €
um problema que requer imediata atencédo, considerando que fazem parte da
microbiota intestinal do ser humano e outros animais homeotérmicos e algumas
estdo também no meio ambiente. Muitas, sdo responsaveis por uma enorme
gama de infeccoes hospitalares e comunitarias. As bactérias de maior relevancia
clinica e epidemiolégica, isoladas em ambientes hospitalares sdo Escherichia coli,
Proteus spp., Serratia marcescens, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Morganella
spp., Providencia spp., Serratia spp., Enterobacter spp., as quais estao
relacionadas a origem de importantes infeccoes do trato urinario e respiratorio,
infeccoes intra-abdominais, sepse, entre outras 1. 2. 48,

A habilidade das bactérias em ampliar seu nicho ecologico na presenca
de determinados antibioticos € explicada pela aquisicdo de genes por
conjugacao, transformacao e transducdao e/ou pelo acumulo de mutacoes
pontuais em genes existentes. Varios mecanismos de resisténcia estao
envolvidos, entre eles: alteracdo conformacional e bioquimica do sitio alvo;
alteracdo da permeabilidade da membrana celular da bactéria ao
antimicrobiano; efluxo ativo e inativacdo enzimatica do antimicrobiano.
Resumidamente, resisténcia pode ser resultado da pressédo seletiva promovida

pelo uso inadequado de antimicrobianos, pela disseminacdo clonal de uma cepa
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resistente ou pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia“s.

A emergéncia e a disseminacdo de resisténcia entre as espécies de
Enterobacteriaceae tornam-se em complicacoes para o tratamento de infeccoes
hospitalares graves e contribuem para o aparecimento de espécies resistentes, as
vezes, a todos os antimicrobianos atualmente disponiveis*®. O principal
mecanismo de resisténcia a antimicrobianos em bactérias Gram-negativas € a
producao de [-lactamases, enzimas que inibem a acdo de compostos -

lactamicos?7.

2. Producao de B-lactamases em enterobactérias

A producao de p-lactamases, em enterobactérias, tem importancia
primordial. Estas enzimas protegem os microrganismos contra a acao de
antimicrobianos B-lactamicos, como penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos, clivando os anéis -lactamicos, convertendo-os em compostos
sem acado. Conforme a classificacdo de Ambler, baseado na identificacdo da
sequéncia de aminoacidos, as [-lactamases podem ser divididas em quatro
diferentes classes moleculares A, B, C e D. As classes A, C e D apresentam
residuos de serina no sitio catalitico, ja a classe molecular B inclui as chamadas
metalo-enzimas, que requerem zinco como cofator para sua acao cataliticasé. Em
2010, Bush e Jacoby® atualizaram sua prévia classificacao das P-lactamases,

resultando na distribuicao esquematica da tabela 1.

A pB-lactamase TEM-1, a enzima mais comumente encontrada em
bactérias Gram-negativas, foi detectada inicialmente em Atenas, em 1963. O
termo TEM deriva de “Temoniera”, nome da paciente de cuja hemocultura foi
isolada a primeira cepa de E. coli produtora desta enzima. TEM-2, a primeira
derivada de TEM-1, apresenta um unico aminoacido substituido na molécula da
B-lactamase original’”. Outra p-lactamase comumente encontrada em
enterobactérias, principalmente em Klebsiella pneumoniae € a enzima SHV-1.
Seu primeiro relato ocorreu em 1972 e foi assim denominada pela caracteristica
quimica de apresentar variacoes na ligacdo ao seu grupo sulfidrila 37. Estas -
lactamases, chamadas primordiais, tém a capacidade de hidrolisar penicilinas e

cefalosporinas de 1% geracao 7.
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Tabela 1. Esquema de classificacdo para B-lactamases bacterianas, de acordo com as
definicoes de Bush e Jacoby (2010)5

Grupo

Grupo Bush-

Inibicao por

Bush- Jacoby- m(fill:fs{lear Caracteristicas Enzimas
Jacoby Medeiros subcl:sse Substrato(s) distintivo(s) definidoras representativas
(2010) (1995) ( ) AC / 1ZB EDTA
Maior hidrolise de E. coli AmpC, P99,
. - - cefalosporinas em relacao ACT-1, CMY-2,
1 1 ¢ Cefalosporinas Nao Nao a benzilpenicilina; FOX-1, MIR-1
hidrolisa cefamicinas
Hidroélise aumentada de
le NI C Cefalosporinas Nao Nao ceftazidima ¢ GC1, CMY-37
frequentemente outros
oximino-f-lactamicos
Maior hidrélise de
2a 2a A Penicilinas Sim Nao benzilpenicilina em PC1
relacao a cefalosporinas
Penicilinas. cefalosporinas Hidrolise similar de TEM-1, TEM-2,
2b 2b A L o Sim Nao benzilpenicilina e SHV-1
primordiais .
cefalosporinas
Hidroélise aumentada de TEM-3, SHV-2,
Cefalosporinas de amplo oximino-f-lactamicos CTX-M-15,
2be 2be A P oD Sim Nzo (cefotaxima, ceftazidima, PER-1, VEB-1
espectro, monobactamicos . .
ceftriaxone, cefepime,
aztreonam)
Resisténcia ao acido
2br 2br A Penicilinas Nao Nao clavulanico, sulbactam e TEM-30, SHV-10
tazobactam
Hidrélise aumentada de
. oximino-fB-lactamicos
2ber NI A Cefalosporinas de %mplo Nao Nao combinada a resisténcia TEM-50
espectro, monobactamicos 20 acido clavulanico
sulbactam e tazobactam
2¢ 2¢ A Carbenicilina Sim Néo Hidrolise aumentada de PSE-1, CARB-3
carbenicilina
Hidrélise aumentada de
2d 2d D Cloxacilina Variavel Nao cloxacilina ou oxacilina OXA-1, OXA-10
. Hidrolisa cloxacilina ou
2de NI D Cefalosporinas de amplo Variavel Nao oxacilina e oximino-f- OXA-11, OXA-15
espectro lactami
actamicos
Hidrolisa cloxacilina ou
2df NI D Carbapenémicos Variavel Nao oxacilina e OXA-23, OXA-48
carbapenémicos
Hidrolisa cefalosporinas.
% 2 A Cefalosporinas de amplo Sim Nio Inll?lgao por ac1_do CepA
espectro clavulanico mas néao por
aztreonam
Hidrélise aumentada de KPC-2, IMI-1,
2f 2f A Carbapenémicos Variavel Nao carbapenémicos, oximino- SME-1
B-lactamicos, cefamicinas
oy IMP-1, VIM-1,
B(B1) Hldroilse 'de larp;():ilo CerA, IND-1
3a 3 Carbapenémicos Nao Sim carEZerclgr?lil?;sur;r;sonéo
A L1, CAU-1, GOB-
B(B3) monobactamicos 1, FEZ-1
3b 3 B (B2) Carbapenémicos Nao Sim CphA, Sth-1

Hidrdlise carbapenémicos

2.1 Producao de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL)

As ESBL (B-lactamases de espectro ampliado), englobam enzimas capazes

de hidrolisar quase todos os antimicrobianos B-lactamicos, com excecdo das

cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) e de carbapenémicos (ertapenem, imipenem e

meropenem). Estas enzimas tém como caracteristica fenotipica importante o fato

de permanecerem sensiveis a acdo de inibidores de p-lactamases,

como



94

sulbactam e acido clavulanico, descritos na década de 70, e tazobactam, na
década de 80. As espécies bacterianas produtoras de ESBL podem sobreviver por

longos periodos de tempo em hospitais, ocasionando surtos com frequéncia’.

As ESBL sao codificadas por genes presentes em grandes plasmidios, de
80 a 300 kb, os quais podem ser transferidos entre espécies bacterianas,
facilitando sua disseminacdo. Em diversos casos, esses plasmidios codificam
ainda outros genes de resisténcia antimicrobiana, sendo comum a ocorréncia
concomitantemente de ESBL e da resisténcia aos aminoglicosideos,

sulfonamidas, tetraciclina, cloranfenicol e quinolonas20.

Utilizando testes de hibridacdo ou analise de sequéncia de nucleotideos
dos genes que codificam ESBL, foi mostrado que mutacoes ocorridas nos genes
que codificam as enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1, em locais proximos aos seus
sitios ativos, resultam em alteracdes na sequéncia de aminoacidos, originando

as novas f5-lactamases de espectro ampliados. 28.

O primeiro relato de ESBL data de 1983, a partir de trés isolados de K.
pneumoniae e um de S. marcescens, no oeste da Alemanha, que apresentaram
resisténcia a cefotaxima e as demais cefalosporinas de terceira geracdo. Esta
nova [-lactamase plasmidial chamada SHV-2, derivou de uma mutacao de SHV-
128, Surtos ocasionados por espécies da familia Enterobacteriaceae, mas também
por Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. portadores de ESBL do tipo
SHV foram reportados em varias regides do mundo 24 St.

As ESBL, em enterobactérias, sdo representadas por diferentes familias,
destacando-se: Temoniera (TEM), Sulfidril variavel (SHV), Oxacilina (OXA) e as
Cefotaximases (CTX-M); estas enzimas pertencem a classe D de Ambler e ao
subgrupo 2d de Bush e a classe A e ao subgrupo 2e7 25. Enterobactérias
produtoras de ESBL sdo prevalentes em infeccoes hospitalares, no entanto, a
emergéncia e disseminacdo dessas bactérias na comunidade também tém sido
observadas, sendo o trato urinario o sitio clinico mais comumente acometido+’.
Atualmente, as ESBL estdo disseminadas entre todas as espécies de
enterobactérias de importancia clinica, sendo que ha relatos da identificacéo de
mais de 217 diferentes ESBLs do tipo TEM, 183 SHV e 151 CTX-M
(http:/ /www.lahey.org) 54.

No final da década de 90, a producao de ESBL por membros da familia
Enterobacteriaceae tornou-se endémica em hospitais da Ameérica Latina. Entre

1997 e 2002, em estudo realizado pelo programa de vigilancia aos


http://www.lahey.org/
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antimicrobianos SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program), constatou que a
prevaléncia de Klebsiella spp. produtoras de ESBL em culturas de sangue de
pacientes hospitalizados foi maior na América Latina do que na Europa e
Ameérica do Norte (43%, 22% e 6%, respectivamente)!?. Para isolados de urina,
aproximadamente 45% de Klebsiella spp. apresentavam fenotipo de ESBL em
2000 (em comparacdo com aproximadamente 30% durante 1997-1999) e 5% de
E. coli em ambos os periodos avaliados!8. O percentual de isolados de
enterobactérias produzindo ESBL também é elevado nos hospitais brasileiros.
Estudos do SENTRY, entre 1997-1999, mostraram que 50% dos isolados de K.
pneumoniae e 9% de E. coli eram produtores de ESBL 1944,

Embora o primeiro isolado bacteriano produtor de CTX-M tenha sido
relatado em 1989, a deteccdo destas enzimas foi significante somente a partir de
1995 47, As enzimas CTX-M estdo fortemente relacionadas com as B-lactamases
de Kluyvera spp. e se originaram, provavelmente, da transferéncia horizontal de
genes e subsequente mutacdao em diferentes espécies 8. Inicialmente, bactérias
produtoras desta enzima foram detectadas predominantemente em trés areas
geograficas: América do Sul, Extremo Oriente e Europa Oriental. Atualmente,
apesar de serem isoladas em todos os continentes, algumas enzimas CTX-M sao
predominantes em determinadas regidoes. Na América do Sul, CTX-M-2 é
predominante, sendo que na Argentina 75% das enterobactérias sao produtoras
de CTX-M-2 19,

3. Resisténcia a carbapenémicos

Os carbapenémicos atualmente representam os antimicrobianos de
escolha para o tratamento de infeccoes graves por isolados multirresistentes,
principalmente bactérias Gram-negativas que produzem ESBL e/ou apresentam
producdo aumentada da B-lactamase Amp-C. Os carbapenémicos mais comuns
e utilizados na pratica clinica sdo imipenem, meropenem e ertapenem.
Entretanto, a resisténcia a essa classe de antimicrobianos tem sido detectada,
principalmente associada a acao de enzimas do tipo carbapenemase, com grande
significancia em enterobactérias 3°. Além do mecanismo enzimatico, outros
fatores podem contribuir para a diminuicdo da eficacia dos carbapenémicos,

como a perda de proteinas de membrana externa (OMPs), também chamadas de
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porinas, ou diminuicao de expressao das mesmas. A seguir, serao descritos cada
um dos principais mecanismos responsaveis pela resisténcia aos antibioticos
carbapenémicos apresentados por enterobactérias: perda/alteracao de porinas e
inativacao enzimatica (producdo de carbapenemases). Determinados
mecanismos responsaveis pela resisténcia a esses antimicrobianos em alguns
microrganismos, nao sao muito frequentes na familia Enterobacteriaceae, como €
o caso da alteracao de PBP (proteinas ligadoras de penicilina), e sistemas de

efluxo.

3.1 Alteracao de canais de porinas

Este mecanismo de resisténcia tem se tornado cada vez mais frequente
em enterobactérias. Algumas cepas, embora sem atividade eficiente de
carbapenemase, podem apresentar resisténcia a carbapenémicos 30. As proteinas
de membrana externa (OMP) dos microrganismos Gram-negativos sao capazes
de formar canais constituidos por agua no seu interior, que permitem a difusao
de solutos hidrofilicos através da membrana externa e a extrusao de produtos
nao utilizados pela célula bacteriana. A alteracdo na sequéncia nucleotidica dos
genes, bem como a reducdo da expressao dos genes que codificam OMPK35 e
OMPK36 podem representar um importante papel na resisténcia a

carbapenémicos 27,30,

Alguns autores descreveram que a combinacdo da perda de porinas com
a producao da enzima KPC (K. pneumoniae carbapenemase) pode resultar em
aumento consideravel na Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para os
carbapenémicos 15 30, Muitas vezes, um mecanismo resisténcia somente, pode

nao ser suficiente para conferir a resisténcia a carbapenémicos 27.

3.2 Producao de carbapenemases

As carbapenemases conferem resisténcia a maioria dos agentes [-
lactamicos e sdao comumente codificadas por genes localizados em elementos
genéticos moveis, como plasmidios, o que facilita a transferéncia entre diferentes
isolados. Por essa razao, isolados produtores de carbapenemases tém sido
encontrados disseminados entre pacientes. Esses aspectos relevantes tornam as
espécies de enterobactérias produtoras de carbapenemases importante problema

no controle de infeccées em instituicoes de cuidados de saude 46,
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Conforme a classificacado molecular de Ambler, as carbapenemases sdo
B-lactamases pertencentes as classes moleculares A (penicilinases), B
(metaloenzimas) e D (oxacilinases). Essas enzimas tém a propriedade comum de
hidrolisar, ao menos parcialmente, os carbapenémicos, além de hidrolisar outras
penicilinas e cefalosporinas 5. A existéncia de enzimas capazes de inativar
carbapenémicos limita as opcoes de tratamento. A resisténcia a carbapenémicos
em enterobactérias tornou-se crescente nos ultimos anos, sendo as B-lactamases

da classe A as prevalentes entre essas bactérias 5.

3.2.1 Metalo-B-lactamases (MBL)

As enzimas pertencentes a classe B de Ambler denominadas metalo-f3-
lactamases (MBL) foram descobertas ha mais de 40 anos em um isolado de
Bacillus cereus. Possuem ions zinco no seu sitio ativo, e consequentemente,
sofrem inibicdo por quelantes idnicos, como o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), mas nao sao bloqueadas por inibidores de [-lactamases como
clavulanato, sulbactam e tazobactam. Estas enzimas sdo as Unicas da familia
das B-lactamases que nao hidrolisam monobactamicos, como o aztreonam 4.

As MBL mais frequentemente detectadas em bacilos Gram negativos sao
dos tipos IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), GIM (German
Imipenemase), SPM (Sao Paulo metalo B-lactamase) e SIM (Seoul Imipenemase).
A primeira MBL descrita foi a IMP-1, detectada inicialmente em uma amostra de
S. marcescens isolada no Japao em 1988. As enzimas VIM e IMP se encontram
disseminadas mundialmente, principalmente entre as espécies de P. aeruginosa
e membros da familia Enterobacteriaceae. Na América do Sul, segundo estudos
do SENTRY, os isolados produtores de MBL tém sido caracterizados pelo
predominio de VIM e SPM. No Brasil, em abril de 2003 foi identificada a primeira
metalo B-lactamase produzida por K. pneumoniae, e paralelamente, a descricao
de diversos isolados que apresentaram padrao de resisténcia similar, mostrando,
dessa forma, o surgimento de novo mecanismo de resisténcia em hospitais
brasileiros33.34,49,50,62,

Recentemente foi identificado um novo tipo de MBL, denominada NDM
(New Delhi metalo -lactamase) 29. Essa nova MBL apresenta caracteristicas
semelhantes aquelas das enzimas IMP-1 e VIM-2. Esta enzima foi inicialmente
identificada em cepas do norte europeu originadas de pacientes da India ou

pacientes que viajaram a India para procedimentos médicosé. Foi descrita em
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2008, pela primeira vez, em K. pneumoniae e E. coli. Essa nova MBL é capaz de
hidrolisar todas as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos43. Uma revisao
na literatura, realizada por Bushnell e colaboradores (2013)8, detectou 94
publicacoes com relatos de NDM-1, entre 2008 e 2011. De uma perspectiva
epidemiolégica, os casos descritos nesse periodo representam uma populacdo
heterogénea, com muitos fenotipos de resisténcia, indicativo da disseminacao do
gene por plasmidioss6l. NDM-1 ja foi relatada na India, Reino Unido, Estados
Unidos, Australia, Holanda, Quénia, Canada e Brasil. As espécies de
enterobactérias ja descritas portadoras desta enzima incluem: K. pneumoniae, E.
coli, Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii e Providencia
spp.23. Devido a facilidade de disseminacao desta enzima é necessario a
introducao de métodos confiaveis de deteccdo laboratorial, praticas eficazes de

controle de infeccao e sistemas de vigilancias.

3.2.2 Oxacilinases (OXA)

As oxacilinases sao enzimas pertencentes a classe molecular D e estao
inclusas no grupo 2d da classificacao de Bush. Trezentas e noventa e oito

oxacilinases foram descritas até o momento (http://www.lahey.org). Muitas

delas sao derivadas de OXA-2, OXA-3 e OXA-10 e sao produzidas principalmente
por P. aeruginosa e A. baumannii. As enzimas OXA tém mais de 50% de atividade
hidrolitica contra cloxacilina e oxacilina quando comparada aquela contra
benzilpenicilina e apresenta perfil variavel de inibicdo por inibidores de pB-
lactamase. Em K. pneumoniae, foi detectada a B-lactamase OXA-48, a qual tem
sido relatada em surtos na Turquia e Reino Unido. A descricdo de isolados
produzindo esta enzima tem ocorrido, também, no Libano, Bélgica, Franca,
Tunisia, Grécia, Israel, Marrocos, Espanha, Argentina e Indial3 55. O relato da
associacdo genética entre genes codificantes para ESBL e OXA-48 no mesmo
transposon indica que essa combinacao de genes de multirresisténcia pode se

disseminar amplamente no futuross.

3.2.3 Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

As trés principais familias de carbapenemases da classe A incluem a
SME (Serratia  marcescens enzyme), IMI/NMC-A (imipenemase/non-
metallocarbapenemase-A) e a KPC. Todas tém a habilidade de hidrolisar grande

variedade de B-lactamicos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas
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e aztreonam. Na classe A, KPC é clinicamente e epidemiologicamente a enzima
mais importante, comparada as dos tipos SME, IMI/NMC-A e GES (Guiana
espectro estendido)10. 54, Até o momento, foram descritos nove subtipos (KPC-2 a
KPC-10) da enzima KPC e pertencem a classe 2f de BushS5. Os genes que
codificam KPC-1 e KPC-2 sao idénticos*6. Os perfis hidroliticos de KPC-2 e KPC-
3 sao geralmente similares, tendo alta afinidade tanto por meropenem quanto
por imipenem. A KPC-3, no entanto, apresenta maior afinidade por
ceftazidima*¢. As enzimas do tipo KPC sao codificadas por plasmideos,
caracteristica que as diferencia daquelas codificadas em cromossomos, como
SME e NMC/IMI26. A analise genética dos genes blakec, evidencia que sua
mobilidade pode estar associada a plasmidios e transposons, facilitando a sua
transmissao entre as bactérias. Isto pode ser corroborado pela presenca desses
genes em varias espécies de bactérias e diferentes clones de K. pneumoniae 2.

A primeira descricido da enzima KPC ocorreu em uma cepa de K
pneumoniae na Carolina do Norte, EUA, em 1996 e reportada posteriormente em
outros isolados, em 2001, como publicacdo dos dados obtidos por meio do
projeto ICARE (Intensive Care Antimicrobial Resistance Epidemiology). Esse
isolado apresentava resisténcia total a meropenem e imipenem e a enzima ficou
mundialmente reconhecida como uma nova carbapenemase. Em 2003, foram
isoladas quatro cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC no nordeste dos
EUA. Essas B-lactamases foram denominadas KPC-2 e as cepas se mostraram
sensiveis ou com sensibilidade intermediaria ao imipenem e meropenem, em
contraste com a cepa produtora de KPC isolada na Carolina do Norte, que era
totalmente resistente ao ertapenem 38 60, No mesmo ano, foi descrito o
isolamento de Klebsiella oxytoca apresentando resisténcia ao imipenem,
meropenem, aztreonam e cefalosporinas de amplo espectro. Esse isolado
também apresentava a [3-lactamase KPC-2 e, ao contrario do primeiro isolado de
K. pneumoniae relatado, nao foram detectadas alteracoes de porinas 58.

Em 2004 houve o primeiro relato de um surto de K. pneumoniae
produtora de KPC-3, ocorrido em Nova York e outro no nordeste dos Estados
Unidos. Os surtos ocorreram entre 2000 e 2001 e infectaram ou colonizaram 24
pacientes de UTI (Unidades de Terapia Intensiva) 35. Os sitios das infeccoes
variavam de sistemas respiratoério, urinario e sangue, levantando a suspeita de
contaminacdo do cateter de Foley, fato confirmado posteriormente ¢3. No ano
seguinte, ocorreu primeiro o isolamento de uma cepa de E. coli produzinda

enzima KPC-3 durante monoterapia prolongada com meropenem e imipenem
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22,39,

A primeira descricao da enzima KPC fora dos EUA ocorreu em 2005, na
Franca, em um isolado clinico de K. pneumoniae identificada de um paciente que
havia sido submetido a nefrostomia bilateral, a qual foi realizada em dezembro
de 2004 em Nova York. Considerando esses dados é possivel que a bactéria
produtora da -lactamase KPC encontrada na Franca seja resultado da
transferéncia intercontinental a partir dos EUA3%9. Um segundo relato, no mesmo
ano na Franca, € de um homem de 31 anos, com sepse relacionada a supuracao
intra-abdominal. O paciente havia realizado uma gastrectomia durante uma
viagem a Nova York e permaneceu por 3 semanas na UTI de um hospital da
regiaols.

A partir deste momento varios estudos foram realizados para deteccao de
bactérias produtoras de KPC no mundo. Atualmente este gene de resisténcia
esta disseminado mundialmente, e ndo somente em Enterobacteriaceae, mas
também em bactérias nao-fermentadoras (P. aeruginosa e Acinetobacter

baumannii) 5657,

4. Contexto genético das carbapenemases

Os genes blaxpc tém sido identificados em muitos plasmidios, de
tamanho e estrutura diferentes. Esses plasmidios geralmente transportam
também, determinantes de resisténcia a aminoglicosideos, e tém sido associados
com genes de outras -lactamases, como de ESBL 42. O gene blaxec € identificado
com frequéncia dentro de um transposon do tipo Tn3 de 10 kb, o Tn4401, que
ocorre em quatro isoformas. Este possui uma transposase (tnpA) e uma
resolvase (tnpR) e duas sequéncias de insercao nao relacionadas, ISKpn6 e
ISKpn7. Este transposon pode ser responsavel pela disseminacao do gene “0.

As MBLs constituem uma classe de enzimas (molecular classe B) que,
apesar da sua diversidade significativa de sequéncia de aminoacidos, possui
propriedades  funcionais distintas, como capacidade de hidrolisar
carbapenémicos e sensibilidade a agentes quelantes, tais como EDTA. Esta
ultima propriedade indica que cations bivalentes, mais comumente Zn?2*, sao

essenciais para o ataque nucleofilico do anel B-lactamico. A analise filogenética
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sugere a existéncia de trés linhagens de MBL: B1, B2 e B3 3. O subgrupo Bl
inclui as enzimas adquiridas dos tipos VIM, IMP, GIM, SPM, SIM, AIM
(Australian imipenemase), DIM (para Holandés Imipenemase) e NDM, que
surpreendentemente, ainda sdo desconhecidas suas origens12,

As variantes blaviv e blamp, identificadas em K. pneumoniae, estdo
localizadas em cassetes génicos incorporados nas regides variaveis de integrons
da classe 1. No entanto, os genes blaxpm nao estao associados com este elemento
genético 57. A ampla variedade de plasmidios em K. pneumoniae codificando MBL
indica que os apresentam mecanismos de mobilizacado. Os elementos de insercao
(IS), como 1S26, ISEc33, ISSen4, e [ISAbal25, quer isoladamente ou como parte
de transposons (por exemplo, Tn3 e Tn1696), comumente flanqueiam as regioes
que codificam as MBL5¢6.57. As MBL VIM, IMP e NDM séao as mais frequentes em
K. pneumoniae e em outras espécies de enterobactérias, incluindo E. coli (VIM,
IMP e NDM) E. cloacae (principalmente VIM e IMP), S. marcescens
(principalmente IMP) e P. mirabilis (principalmente VIM), conforme mostra a
tabela 2. Nestas espécies, a maioria das bases genéticas dos genes das MBL sao
semelhantes ao encontrado em K. pneumoniae 8.

Tabela 2. Tipos, classificacao e distribuicao de carbapenemases plasmidiais em

Enterobacteriaceae 58.

Tipo Classe Grupo Variantes Espécies
molecular funcional
(sub-classe)
KPC A 2 f KPC-2 a-13 K. pneumoniae, E. coli, K. oxytoca, S.

VIM

IMP

NDM

OXA

B (B1)

B (B1)

B(B1)

D

3a

3a

3a

2df

VIM-1, -2, -4, -5, -6
VIM-11, -12, -13, -19, -23
VIM-24, -25, -26, -27, -32
IMP-1, -3, -4, -6, -8

IMP-11, -24, -27

NDM-1, -4, -5, -6

marcescens, Enterobacter spp., C.
freundii, Salmonella enterica, Raultella

Spp.

K. pneumoniae, E. coli, K. oxytoca, S.
marcescens

Serratia liquifaciens, Enterobacter spp.,
C. freundii

M. morganii, Proteus stuartii, P. mirabilis

K. pneumoniae, E. coli, K. oxytoca, S.
marcescens

Enterobacter spp., Citrobacter spp., P.
mirabilis, Proteus rettgeri, Shigella
flexneri, M. morganii

K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp.,
K. oxytoca, C. freundii, M. morganii,
Providencia spp.

K. pneumoniae, E. coli, C. freundii, P.

mirabilis

Fonte: Bush and Jacoby, 2010 5; Tzouvelekis et al., 2012 58.
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Os genes blaoxa-as sao transportados por plasmideos conjugativos
responsaveis pela sua disseminacdo entre K. pneumoniae e outras
enterobactérias, tais como E. coli e C. freundii, como mostra a tabela 2 9. Além
disso, os plasmideos que contém as sequéncias blaoxa4s estdao associados a
IS1999, um elemento da familia IS4 envolvido na mobilizacdo e expressdo de

genes de resisténcia aos 3 —lactamicos 52,53,

Tn4401
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Figura 1. Representacdo esquematica de sequéncias de plasmidios transportando
genes de MBL em isolados de enterobactérias. Mostrando as associacdoes de genes
codificadores de carbapenemases com varios elementos moveis 19 58, (I) Transposon
Tn4401 contendo blakpc-2 (pPNYC1!1). (II e III) Sequéncias codificando VIM (pNL194 e
pCC416, respectivamente3?). (IV) Sequéncia blamre (pFP10-258). (V e VI) Sequences
containing bla npm-1 em um plasmidio de K. pneumoniae 05-506 e plasmidio p271A,
respectivamentes2 . (VII e VIII) Transposon Tn1999 codificando o gene OXA-48 (pA-1 e
o segmento contendo blaoxa-163 do plasmidio p6299, respectivamente) 5253,

5. Tratamento de infeccoes causadas por enterobactérias resistentes a
carbapenémicos

O tratamento de infeccoes causadas por patogenos produtores de
carbapenemases ou resistentes a carbapenémicos por outros mecanismos é
considerado um desafio para o controle de infeccao hospitalar. Poucos dados

clinicos estdo disponiveis para a conduta de administracoes de antimicrobianos
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21, A utilizacdo de uma combinacdo de antibioticos para atingir a eficacia pode
ser necessaria. As combinacgoes de antimicrobianos sédo utilizadas algumas vezes
para prevenir ou adiar a emergéncia de subpopulacoes do micro-organismo em
questao. Além disso, utilizando um agente adicional, pode ser possivel a reducao
da dose de um antimicrobiano potencialmente téxico. Por outro lado,
administrar 2 antimicrobianos em alguns casos pode aumentar o risco de

toxicidade e custo do tratamento4s.

Alguns antimicrobianos ainda sao eficazes contra alguns isolados
produtores de carbapenemases, no entanto existem outros problemas envolvidos
neste cenario36. A polimixina B e a colistina, que sdo amplamente utilizadas,
apresentam nefrotoxicidade e eficacia duvidosa em infeccoes pulmonares,
embora parecam ser consistentemente efetivas em outros tipos de infeccdo. A
tigeciclina € um antimicrobiano recomendado apenas em casos de infeccoes
intra-abdominais e de pele e tecidos moles. Nao € apropriada para infeccoes
urinarias devido a baixas concentracoes que atinge neste sitio3¢. A fosfomicina é
um antimicrobiano “antigo” que inibe a primeira etapa da sintese de
peptideoglicano e mostra potente acdo bactericida contra muitos patégenos
Gram-negativos e Gram-positivos. Este antimicrobiano apresenta baixa
toxicidade, e atinge niveis muito elevados no soro e urina. A fosfomicina também
penetra rapidamente em tecidos, uma propriedade altamente desejavel no
tratamento de infeccoes graves. Infelizmente, a resisténcia se estabelece
rapidamente quando a fosfomicina é usada como monoterapia 16.

Por isso, diversos autores e manuais recomendam para o tratamento de
microrganimos resistentes aos carbapenémicos utilizar dois ou trés
antimicrobianos, sendo um deles a Polimixina B ou colistina em associacgoes com
aminoglicosideos (amicacina ou gentamicina), carbapenémicos (meropenem e
doripenem) ou tigeciclinat!. A escolha do(s) farmaco(s) de associacdo com
Polimixinas deve se basear, preferencialmente, na CIM e no perfil de
sensibilidade aos referidos antimicrobianos das enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos detectadas no hospital. Deve-se considerar igualmente o local
de infeccao e a sua penetracdo na escolha do antimicrobiano a ser utilizado na

Combinagao6,l6,36,4l,59.

6. Consideracoes finais
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Desde a producdo de novos antimicrobianos até sua utilizacdo € um
longo caminho a ser percorrido, varias etapas sdo necessarias até sua liberacao
para a utilizacao na rotina clinica. Ja, a emergéncia de novas cepas bacterianas
multirresistentes, avanca aceleradamente.

Diante desse panorama mundial, tdo grave, € preciso intensificar e
melhorar a aplicacao de medidas preventivas, como: programas rigorosos de
desinfeccao e esterilizacdo de materiais e ambientes hospitalares, deteccao
rapida e minuciosa de pacientes colonizados, controle constante da utilizacao de

antimicrobianos e associacdes com outros, ou com inibidores de - lactamases.
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1. Introducao

A resisténcia aos antimicrobianos € uma das ameacas mais graves para a
saude publica. Infeccoes por bactérias resistentes sao cada vez mais comuns, sendo
que alguns patogenos tornam-se resistentes a varios tipos ou classes de
antimicrobianos. O limitado numero de antimicrobianos disponiveis dificulta o
controle de doencas infecciosas, principalmente em pacientes imunossuprimidos.

Quando a primeira e a segunda linha de opcoes de antimicrobianos para o
tratamento sdo limitadas, por resisténcia ou indisponibilidade, os profissionais de
saude sao forcados a utilizar antimicrobianos que podem ser mais toxicos para o
paciente e frequentemente mais caros e menos eficazes. Algumas estratégias podem
ser propostas com a equipe de saude para o controle de infeccdes hospitalares, tais
como, imunizacdo, administracdo adequada de antimicrobianos, e reducao da
transmissao pessoa-a-pessoa.

Nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
publicou um documento em 2013 descrevendo os principais micro-organismos
resistentes no pais. Estima-se que neste pais mais de dois milhdes de pessoas
adoeceram todo ano com infeccoes resistentes aos antimicrobianos e pelo menos 23
mil morreram devido a estas infeccdes !.

Entre os micro-organismos classicamente descritos como agentes
etiologicos das infeccoes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS), destaca-se
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Methicilin-resistant Staphylococcus

aureus — MRSA).
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2. Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende bactérias Gram-positivas, em forma
de cocos, com diametro aproximado de 0,8-1,0 um. Sao resistentes ao
dessecamento, sendo facilmente disseminados pelas particulas de poeira presentes
no ar e superficies. Sdo micro-organismos imoveis, anaerobios facultativos e nao
formam esporos. Produzem catalase, enzima que converte H2O»> a H2O e O,, 0 que
diferencia estafilococos de estreptococos, que nao produzem catalase. As colonias
de S. aureus apresentam pigmentacdo amarela quando cultivadas em meio de
cultura 2.

S. aureus possui uma parede celular rigida externa a membrana celular,
caracteristica das bactérias Gram-positivas. O peptideoglicano é a estrutura que
confere rigidez e resisténcia a lise osmoética da parede celular € composto por dois
acucares alternados, o N-acetilglicosamina (NAC) e o N-acetilmuramico (NAM), uma
cadeia de quatro aminoacidos e uma ponte peptidica que entrecruza as cadeias. A
enzima transpeptidase € quem catalisa as ligacoes cruzadas e reconhece o polimero
vizinho a terminacao D-ala D-ala efetuando a ligacao intercadeia 2.

Esta espécie bacteriana é encontrada na microbiota normal do trato
respiratorio superior ou da pele. Geralmente causam infeccoes da pele e ferimentos,
sendo que a maioria dos casos a transmissado ocorre da microbiota de um individuo
assintomatico a um individuo suscetivel 2.

Podem causar varias doencas, como acne, furinculos, pustulas, impetigo,
pneumonia, osteomielite, cardites, meningites, artrite, infeccdes pos-cirurgicas e
bacteremia. Infeccoes severas ocorrem quando a resisténcia do hospedeiro
encontra-se diminuida devido a situacdes que comprometem o sistema imune 2. 3.

A maioria das cepas de S. aureus produz fatores de viruléncia. A producéao
de hemolisina, responsavel pela hemolise observada ao redor das colonias geradas
em placa de agar sangue, pode ser encontrada em S. aureus. Também pode ocorrer
a producdao de uma enterotoxina associada a intoxicagoes alimentares. Sao
coagulase positivos, produzindo uma enzima que provoca a coagulacao da fibrina e
formacao de coagulo. E algumas linhagens também podem produzir leucocidina,
proteina que provoca destruicaio dos leucocitos. Fatores de viruléncia
extracelulares, como enzimas proteoliticas, fibrinolisina, lipase, ribonuclease e

desoxirribonuclease também sao produzidos por S. aureus 2.
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Outro exemplo de exotoxina € a toxina da sindrome do choque toxico 1
(TSST-1), que € decorrente de infeccao estafilococcica e provoca febre alta, erupcoes,
vomito, diarreia e, ocasionalmente, morte 2.

Os fatores de viruléncia sdo importantes, principalmente, na interacao do
microrganismo com o hospedeiro, durante o processo inicial de colonizacao (adesao
e invasdo), nos mecanismos de evasdo das defesas do hospedeiro e na modulacao
da resposta imune. Além disso, esses micro-organismos podem secretar diversas
proteinas, conhecidas como exoproteinas. Essas podem apresentar algumas
funcdes, como as agressinas, que causam danos aos tecidos e oOrgaos do
hospedeiro; as evasinas que irao evadir da acdo das células de defesa do

hospedeiro; ou entao as modulinas, que vao modular a resposta imune *.

3. MRSA e medidas de prevencao

Nos Estados Unidos o CDC reportou que, durante o ano de 2011, o numero
de pacientes com infeccdo por MRSA foi de 80.461, sendo que 11.285 resultaram
em morte. Apesar dos elevados numeros, a incidéncia de MRSA vem diminuindo, e
de 2005 para 2011 observou-se 31% de declinio nas taxas globais de MRSA
invasivo. A maior queda (54%) foi observada nas infeccoes causadas em pacientes
durante a internacao, e isto ocorreu devido as medidas de prevencao!.

Porém durante a ultima década, entre a populacao em geral (pessoas que
nao tenham recebido, recentemente, cuidados em um ambiente de satude), as taxas
de infeccoes por MRSA aumentaram rapidamente!.

Nos Estados Unidos, o CDC preconiza algumas medidas para controlar a
propagacao das infeccoes, tais como (a) rastrear a doenca e identificar fatores de
risco para infeccoes resistentes aos antimicrobianos, utilizando dois sistemas,
National Healthcare Safety Network e Emerging Infections Program; (b) proporcionar
suporte como experiéncia pessoal, diretrizes de prevencao e assisténcia de
laboratoério; (c) desenvolver testes e recomendacoes de prevencao para controlar as
infeccoes resistentes aos medicamentos; (d) ajudar as instalacoes de saude a
melhorar as praticas de prescricao de antibioticos!?.

No Brasil ndo temos um 6rgao que abrange todo o pais, que fiscaliza e
controla as taxas de infeccao ocorrentes. Cada hospital, ou cada regidao reporta e
controla estas taxas, realizando medidas de prevencao, se necessario.

Alguns orgaos, como INCC (International Nosocomial Infection Control

Consortium) e CDC-NHSN (CDC’s National Healthcare Safety Network) realizam
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estudos de vigilancia que monitoram as taxas de infeccdo mundialmente 5 6.
Entretanto a melhor forma de prevencdo é a conscientizacdo de médicos,
assistentes de saude e até mesmo pacientes em evitar a propagacao da infeccao
com a lavagem adequada das maos, cuidado ao manipular alimentos, prescricao
adequada de antimicrobianos, limpeza e desinfeccdo adequada dos locais de
assisténcia a saude, e cuidado com o paciente também apés o periodo de
internacao.

Em 2011, os programas de vigilancia da América Latina (SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program e varios outros), a fim de avaliar a resisténcia a
antimicrobianos, realizaram teste de sensibilidade em isolados bacterianos
provenientes de 11 paises da América Latina (Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
Costa Rica, Equador, Guatemala, México, Panama, Peru e Venezuela). Um total de
4979 isolados foram avaliados, sendo que 1588 originarios de cinco diferentes
hospitais do Brasil. Do total, 48% eram MRSA e 14% VRE (Enterococcus resistente a
vancomicina), sendo que 29% dos isolados brasileiros eram resistentes a
meticilina’.

Alguns compostos naturais e derivados de outros micro-organismos vem
sendo pesquisados como alternativas aos antimicrobianos que nao apresentam
eficacia contra os MR. Um estudo realizado no Departamento de Microbiologia da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), a fenazina-carboxamida, um composto
derivado de Pseudomonas aeruginosa, apresentou efeito inibitorio contra amostras
de MRSA provenientes do Hospital Universitario, da UEL. Os resultados mostraram
que este composto pode ser uma boa alternativa no tratamento e controle de

infeccoes causadas por MRSA 8.

4. Resisténcia aos beta-lactamicos

Beta-lactamicos foram os primeiros antimicrobianos a serem inseridos na
pratica clinica e sdo até entdo uma das classes mais efetivas utilizadas na
medicina. Com a introducao da penicilina, em 1944, mais de 94% de S. aureus
eram sensiveis e em 1950 a metade ja se apresentava resistente. Em 1960 diversos
hospitais apresentaram focos de S. aureus MR. O primeiro caso de S. aureus
resistente a meticilina foi descoberto em 1961, quando chegou ao mercado a
meticilina, uma penicilina semi-sintética, especifica para o tratamento de infeccées
causadas por estafilococos produtores de beta-lactamase, enzimas capazes de

hidrolizar o anel beta-lactamico dessa classe de antimicrobiano 9 10, Desde entao,
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as epidemias devido a diferentes clones de MRSA ocorreram em diversas regides
geograficas. O resultado tem sido a persisténcia de MRSA como um importante
patogeno em todo o mundo 11,

Um dos mecanismos de resisténcia a meticilina em estafilococos ocorre
devido a presenca do gene mecA 12. Este gene codifica novas proteinas, a PBP2a ou
PBP2', que substitui as outras proteinas ligadoras de penicilina na membrana e tem
baixa afinidade néao s6 pela meticilina, como também para os outros
antimicrobianos beta-lactamicos. Dessa forma, a biossintese da parede celular é
restabelecida, mesmo na presenca do antimicrobiano. O gene mecA pertence a um
cassete cromossomico chamado SCCmec, que € um elemento genético movel e
também pode conter outros genes de resisténcia a antimicrobianos. O surgimento
de cepas resistentes € devido a aquisicdo e insercao do elemento SCCmec no
cromossomo de linhagens sensiveis 9 12, 13,

Elementos SCCmec sao altamente diversificados em sua estrutura e
contetido genético, podendo ser classificados em tipos e subtipos. Isto € comum na
pratica para definir clones de MRSA pela combinacdo do tipo de SCCmec e
“sequence type — ST”, definida pela técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) 9.

Algumas caracteristicas do SCCmec sdo: presenca do gene mecA, o qual &
responsavel por conferir resisténcia aos beta-lactamicos; presenca do complexo
génico ccr, que codificam uma ou mais recombinases responsaveis pela mobilidade
do SCCmec; sequéncia de insercao (ISS), o qual serve como um marcador para
recombinacdo mediada por ccr 9. O restante do DNA presente no SCCmec €
denominado como regido J, que contém varios genes ou pseudogenes que
aparentemente nao sao utilizados pela célula bacteriana, exceto os genes que
codificam resisténcia para antibiéticos nao beta-lactamicos e metais pesados,
alguns dos quais sao derivados de plasmidios ou de transposons 4. Cada tipo de
SCCmec pode ser classificado em subtipos com base nesta regido 15.

Os tipos de SCCmec sao definidos pelo tipo do complexo de genes ccr e gene
mec. Estes sao os elementos chave responsaveis pela a integracao e excisao do
cassete SCCmec; e pelo fenotipo de resisténcia aos beta-lactamicos °.

Até hoje foram descobertos 11 diferentes tipos de SCCmec 16. Os primeiros
foram designados como tipo I, II e III. Em seguida surgiram os tipos IV a VIII. Mais
recentemente os tipos IX, X e XI. Elementos SCCmec variam em tamanho de 20 kb
(tipo IV e VI) a 67 kb (tipo III), mas a regiao mecA (2 kb) representa apenas uma

pequena proporcao do elemento SCCmec 17, 18,
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Apoés o surgimento de isolados de MRSA associados a comunidade (CA-
MRSA) 19, 20] observou-se que estes apresentavam caracteristicas fenotipicas e
genéticas distintas, quando comparadas as cepas tipicas isoladas nos hospitais. A
presenca do SCCmec do tipo IV ou V, e na grande maioria apenas resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos, era caracteristico de isolados de CA-MRSA.
Enquanto MRSA isolados em infeccoes hospitalares eram na maioria
multirresistentes e apresentavam SCCmec I, II ou III 2! 22, Hoje os isolados
comunitarios ja se inseriram nos hospitais 23, sendo disseminados em diversas
regioes e adquirindo algumas caracteristicas hospitalares, como resisténcia nao s6
aos beta-lactamicos, como também as outras classes de antimicrobianos.

As cepas de MRSA geralmente tém como caracteristica a resisténcia a
multiplos antimicrobianos além dos beta-lactamicos, como os macrolideos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, rifampicina, cotrimoxazol e quinolonas, e
sensibilidade a linezolida 24.

A presenca de genes codificadores da exotoxina leucocidina de Panton-
Valentine (PVL) € outra importante caracteristica observada nos isolados
comunitarios. A presenca desta toxina aumenta a viruléncia em muitas cepas CA-
MRSA, causando necrose tecidual e destruicao de leucocitos pela formacao de poros
na membrana celular. A maioria dos isolados portadores deste gene esta associada
a infeccoes de pele e tecidos moles, principalmente furinculos e abscessos,
geralmente em individuos jovens saudaveis; e em infecgcoes mais graves, como
pneumonia necrotizante e sepse grave 25. A incidéncia de infeccoes por CA-MRSA

também esta aumentando rapidamente no mundo inteiro.

5. Sensibilidade diminuida e resisténcia aos glicopeptideos

Devido a resisténcia aos beta-lactamicos, os antimicrobianos da classe dos
glicopeptideos, vancomicina e teicoplanina, foram utilizados no tratamento de
infeccoes por MRSA, por mais de 40 anos, sem graves problemas com resisténcia ou
sensibilidade diminuida 26 27. Apesar do uso substancial de glicopeptideos durante
este periodo, isolados de S. aureus que apresentaram resisténcia a teicoplanina in
vivo durante falha na terapia antimicrobiana, foram primeiramente reportados nos
anos 1990 nos EUA e Europa, sem relatos posteriores, mostrando que nao houve
disseminacéao 28 29,

O primeiro relato de diminuicao da sensibilidade a vancomicina foi descrita

por Hiramatsu e colaboradores (1997). Estes autores descreveram o isolamento de
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cepas de S. aureus, a partir de materiais clinicos com o fenétipo de sensibilidade
intermediaria a vancomicina (VISA - Vancomycin-intermediate Staphylococcus
aureus), denominada MuS50, e fenétipo de heterorresisténcia a vancomicina (hVISA
— heteroresistant Vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus), denominada de
Mu3 30,

Posteriormente foi reportado, em 2002, nos EUA o primeiro isolado clinico
de VRSA (Vancomycin-resistance Staphylococcus aureus) devido a transferéncia
conjugativa do operon vanA de Enterococcus faecalis, com relatos subsequentes na
India e Ira. A partir de entdo, a investigacdo de VISA em outros paises ao redor do
mundo ganhou forca e como consequéncia outros relatos tem ocorrido, como nos
EUA, Coréia do Sul, China e Reino Unido 3!. Com isso, a reducao na sensibilidade
tem prejudicado o uso da vancomicina como antimicrobiano de escolha para o
tratamento de infec¢cdes graves por MRSA 32,

A maioria dos VISA e hVISA é reportada a partir de isolados clinicos de
MRSA, presumivelmente devido a pressao seletiva sofrida no ambiente hospitalar,
diferentemente dos isolados de MRSA e MSSA (Methicilin-susceptible Staphylococcus
aureus) oriundos da comunidade 33. Embora se aceite que hVISA seja
fenotipicamente sensivel a vancomicina por métodos laboratoriais de rotina, mesmo
que contenha subpopulacoes de células com sensibilidade intermediaria, ndo existe
uma definicdo precisa de hVISA. Estas subpopulacoes estdo tipicamente presentes
em uma frequéncia de 106 a 10-4 células 34.

De fato, hVISA e, em particular, VISA, parecem surgir por evolucao in vivo
durante falha na terapia com vancomicina em infec¢cées por MRSA aparentemente
sensiveis a mesma. Isto corrobora com a alta taxa de isolamento de hVISA e VISA
de pacientes com infeccao prévia por MRSA e que fizeram tratamento com
vancomicina 35 36, Varios fatores levam a evolucdo de um VSSA (Vancomycin-
susceptible Staphylococcus aureus) a hVISA e VISA, sendo a exposicao a
vancomicina o mais evidente. Entretanto, estudos vem mostrando que outras
classes de antimicrobianos também podem contribuir para esta evolucao. O beta-
lactamico imipenem, por exemplo, levou a geracao in vitro de um hVISA com perfil
fenotipico muito similar a um hVISA induzido por vancomicina 37.

Testes de clonalidade inicialmente utilizando PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) e MLST mostraram que isolados de VISA nao sao clonais 34 38,
Entretanto, recentemente foram descritos isolados de VISA e hVISA pertencentes
aos complexos clonais (CC) 5 ou 8, em particular STS (CC5) e ST239 (CCS8),

refletindo o sucesso de adaptacdo ao ambiente hospitalar. Estes isolados
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apresentam CIM (Concentracao Inibitoria Minima) aumentada de vancomicina,
quando comparados com outros clones de MRSA, assim como altas taxas de
isolados de VISA e hVISA, relacionados a estes clones 26, Em outro estudo em um
hospital onde MRSA ST239 (CC8) permaneceu dominante por muitos anos, quando
testado todos os isolados de MRSA por analise populacional, foi detectado alta taxa
de hVISA (quase 50%), sugerindo que a subpopulacdo de hVISA faca parte da
populacao de MRSA 39.

6. Dificuldades laboratoriais de deteccao de VISA e hVISA

A deteccao de hVISA e VISA no laboratorio clinico ainda permanece incerta.
Varios métodos foram desenvolvidos, porém, mostram-se muitas vezes ineficientes
ou laboriosos para aplica-los na rotina do laboratorio clinico. Dentre eles o E-TEST®
com incubacao de 48 horas, E-TEST® macrométodo com alto inéculo e incubacao
por 48 horas e o E-TEST® GRD sao utilizados para triagem de hVISA. Entretanto, o
padrao ouro utilizado para deteccao de hVISA é o PAP (Population Analysis Profile),
que utiliza a cepa Mu3 ATCC® 700698 como controle do método, mas dificilmente é
aplicado na rotina 27.

Determinantes moleculares de resisténcia em S. aureus sao geralmente bem
compreendidos. Entretanto, determinantes moleculares de resisténcia em hVISA e
VISA ainda desafiam os pesquisadores. Avancos nessa area mostram que mutacoes
sequenciais, predominantemente em genes que expressam reguladores celulares
globais, alteram parcial ou totalmente funcoes responsaveis pela emergéncia da
resisténcia. Recentes estudos indicam que genes regulatérios walKR, vraRS e
graRS, bem como gene que codifica RNA polimerase subunidade B (rpoB) estao
fortemente associados ao fenétipo VISA 40, 41, 42,

Essas mutacoes implicam em mudancas na espessura e composicao da
parede celular de hVISA e VISA, bem como, muitas vezes, estas células crescem em
agregados multicelulares. A parede celular contém, frequentemente, aumento de
terminacoes livres de residuos de D-ala-D-ala, bem como niveis reduzidos de
peptideoglicano. O espessamento da parede dificulta a difusdo da vancomicina para
o septo de divisao celular, local de acao do antimicrobiano 31, 43, 44,

Alteracoes na expressao da coagulase, e demais fatores morfofisiolégicos,
sdo observados em hVISA e VISA. Além do espessamento da parede, eles também
apresentam crescimento lento, colonias pequenas, diminuicao da formacao de

pigmento e reducdo da atividade da coagulase, sendo esta o maior determinante
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fenotipico de S. aureus. Assim, esta bactéria pode ser erroneamente identificada
como Staphylococcus coagulase negativo (CoNS) no laboratoério clinico de rotinas3?. 45,

Assim como a deteccdo, as implicacoes clinicas de VISA e hVISA também
permanecem obscuras. Embora um estudo recente de meta-analise ndo associe
infeccoes por hVISA e VISA com aumento na taxa de mortalidade, outros estudos
mostram que estas mesmas infeccoes prolongam o tempo de internacdo, assim
como aumentam o tempo de tratamento e os gastos com o mesmo 46 47. Falha no
tratamento com vancomicina (bacteremia persistente, por exemplo) ocorre mais
frequentemente em pacientes com infeccoes por MRSA e até mesmo VSSA exibindo
CIM de vancomicina elevada, possivelmente devido a existéncia de hVISA nao

detectados 27.

7. Opcoes terapéuticas para tratamento de infeccoes por VISA e hVISA

Com o advento da sensibilidade reduzida a vancomicina e até mesmo da
resisténcia a este farmaco, bem como relatos de falhas terapéuticas mesmo com
isolados de VSSA, outros antimicrobianos sao utilizados como alternativas para o
tratamento de infeccoes por S. aureus refratarios ao uso de vancomicina. Dentre
eles, a daptomicina foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration — EUA)
para tratamento de bacteremia e endocardite, embora existam relatos de isolados
de S. aureus com diminuicao da sensibilidade e resisténcia a este farmaco 48 49,

Outros antimicrobianos utilizados sao a linezolida, sobretudo para
tratamento de pneumonias, porém apresenta toxicidade e induz alteracoes
hematologicas; e novas cefalosporinas como ceftobiprole e ceftarolina, ainda nao
aprovadas para uso no Brasil, que visam ampliar o espectro de acao das
cefalosporinas de 3% e 4% geracdo. A nova diaminopirimidina denominada iclaprim
estd sendo desenvolvida para o tratamento de infeccoes complicadas de pele e

partes moles causadas por MRSA e VRSA 27,48, 50,
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1.Introducao

1.1. Aspectos biologicos e patogénicos de Candida albicans

A incidéncia das doencas fungicas aumentou nas ultimas trés décadas,
principalmente devido a populacao de individuos imunocomprometidos, incluindo
pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV: Human
Immunodeficiency Virus), transplantados e portadores de cancer 15184447, Qutras
condicbes tais como: o uso de antibiéticos de amplo espectro por tempos
prolongados e internacao hospitalar por doencas severas ou procedimentos
cirargicos, nutricao parenteral, uso de cateteres arteriais ou endovenosos,
ventilacdo artificial podem predispor o paciente a candidiases que podem variar
desde infeccoes superficiais de pele e mucosas até formas sistémicas, podendo
atingir orgaos profundos 6,12.31,38,42,45,

A convivéncia de C. albicans com o homem é antiga e Hipocrates, Galeno e
Samuel Pepys descreveram sintomas semelhantes aos das infec¢oes por este fungo.
Porém nao existia em nenhuma lingua um termo técnico que definisse a candidiase
e havia incerteza se os sintomas da candidiase ndo seriam inatos. A questao foi
resolvida em 1840, quando lesdes orais foram atribuidas a infec¢cdes pelo fungo.
Depois de varios anos, a confusdo taxondmica foi resolvida pelo projeto de
classificacao codificado em 1923, nomeando Candida albicans. O nome deriva de

Toga Candida, do latim, a designacdo do manto branco que identificava os
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candidatos ao senado romano, e albicans devido a cor branca das lesoes
provocadas pelo fungo 2.

Fungos do género Candida sdo microrganismos integrantes da microbiota
bucal do homem desde o seu nascimento. Diante da manutencao da integridade
das barreiras teciduais, da relacdo harmoénica da microbiota autéctone e
funcionamento adequado do sistema imunolégico humano, as leveduras de
Candida comportam-se como comensais sem causar dano, porém, mantém a sua
capacidade de aderéncia e de producdo de toxinas e enzimas, e, se houver
distirbios na microbiota ou nas funcées imunes do hospedeiro havera transicao de
comensal para patogeno 6.12,28,29,45,47,

A limitacao de nutrientes no tecido hospedeiro € um fator importante para a
atividade do patégeno. O microrganismo deve estar apto a realizar suas reacoes de
catabolismo e anabolismo, para poder sobreviver como um saprofita ou como um
patogeno, nos tecidos do hospedeiro. Quanto maior for o seu repertorio genético,
que regula estas duas vias, mais competente sera o patéogeno 6. C. albicans
manifesta fatores de viruléncia tais como moléculas de aderéncia do fungo a
moléculas da matriz extracelular do tecido hospedeiro, a producao de fosfolipases,
aspartil proteases e elastases, que podem lesar e impedir as defesas do
hospedeiro??. A aderéncia as células do hospedeiro € um pré-requisito para a
colonizacdo e um passo essencial no estabelecimento de infeccées. C. albicans pode
usar a ferritina como fonte de ferro para seu crescimento por intermédio de adesina
Als3. Como a ferritina esta dentro das células epiteliais orais, o patégeno usa Als3
presente na forma de hifa para invadir as células epiteliais causando danos as
mesmas 2.

A parede celular de C. albicans € uma estrutura complexa, formada por
varias camadas e compoe-se de 47-60% de beta glucanas (f1-3; f1-6) e 10% de
quitina, imersas em matriz amorfa de polimeros de manose, as mananas,
associadas covalentemente a proteinas em ligacoes N e O glicosidicas. Além disso, a
parede celular contém proteinas (6 a 25%) e uma porcentagem de lipidios (1 a
7%)8:29.50, Com relacao as hifas, estas induzem danos celulares devido a alteracoes
de parede celular que ativam inflamasoma e induzem o recrutamento de neutrofilos
que operam para conter sua posterior ramificacao no sitio de infeccao. Proteinas de
parede fangica podem representar atributos de viruléncia (adesinas, invasinas,
hidrolases), contudo, podem ser reconhecidas pelo hospedeiro 282943, As moléculas
de carboidratos agem como padroes moleculares associados ao patogeno (PAMPS)

que induzem imunidade protetora ou potencialmente patogénica superestimulando
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uma resposta inflamatéria 2947. Em todos esses processos dinamicos a parede
celular desempenha um papel central para definir o equilibrio entre comensalismo e
doenca 28.29.39,

A producao de aspartil proteinases (SAPs: secreted aspartyl proteinases)
constitui um importante fator de viruléncia. Estas enzimas sao codificadas por um
grupo de dez genes, sendo que cada enzima SAP é codificada por um par de genes
desta familia génica. As diferentes SAPs sao expressas em diferentes condicoes de
crescimento em laboratério e durante infeccoes experimentais in vivo e in vitro31.32,40,
A contribuicao das SAPs para a patogénese por C. albicans tem sido mostrada
claramente pela utilizacao de mutantes deficientes nestas enzimas e pela utilizacao
de inibidores de proteinases 31.53. O fungo utiliza estas enzimas para obtencao de
nutrientes, degradando estruturas do hospedeiro (imunoglobulinas, colageno,
albumina, queratina e proteinas de matriz extracelular), além de utiliza-las na
evasao da resposta imune #16.20,28,

A delecao de genes que codificam SAP1, SAP2 ou SAP3 em isolados de C.
albicans resultou em menor dano ao organismo do hospedeiro, menor aderéncia as
células epiteliais bucais e menor viruléncia no modelo de vaginite em ratos, sendo
que cepas com o gene para SAP2 deletado foram avirulentas dentro do mesmo
modelo. A degradacao do tecido do hospedeiro pelas SAPs 1 e 3 esta relacionada a
capacidade de se aderirem a superficie das células do hospedeiro e a colonizacao.
Nas infeccoes de mucosas, a SAP3 foi considerada a mais importante, sendo que em

infeccoes profundas este papel € desempenhado pelas SAPs 4 e 6 441,

1.2. Aspectos clinicos

A maior frequéncia das infeccoes por C. albicans ocorre no tegumento, tais
como: da pele, das unhas e das mucosas oral, vaginal e do trato gastrintestinal 44.
Aproximadamente 85% dos pacientes portadores de HIV terdo pelo menos um
episodio de candidiase orofaringea 10. Cerca de 75 % das mulheres saudaveis terao
algum caso de candidiase vaginal durante a vida, e 5% terdao infeccoes
recorrentes>2. Porém, nos individuos com resposta imune deprimida por cancer, por
transplantes ou com procedimentos cirurgicos, este fungo podera causar candidiase
sistémica contribuindo para a gravidade do caso clinico 1°.

Pacientes com candidiase mucocutanea, que tiveram seus leucécitos
expostos a antigenos de Candida in vitro, manifestaram um padrao alterado na
producao de citocinas. Assim, houve baixa producao de IFN-y e alta producao de IL-

10 na maioria desses pacientes, o que poderia explicar a sua incapacidade em
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montar uma resposta Thl, e falha na eliminacado de C. albicans, com persistente
infeccdo em unhas, pele e mucosas 36. Um estudo realizado no Peru mostrou que
dos 106 pacientes com AIDS cuja populacao de células TCD4 foi menor que 200
células/ul houve prevaléncia de candidiase oral (42,5%) e onicomicose (50,9%)
entre as lesdes mucocutaneas 56

A Diabetes mellitus € uma das doencas autoimunes mais prevalentes no
mundo, cuja incidéncia tem sido globalmente crescente nas ultimas décadas de
acordo com Van Belle, 2011, 58 e alguns trabalhos mostram que esses individuos
sdo mais susceptiveis a infecgoes constantes, especialmente por C. albicans devido
a alteracdes na producao de IL-17 33,

Nas criancas e adolescentes com sindrome de Down, além das alteracoes
anatomo-fisiologicas bucais, macroglossia, estagnacao salivar decorrente da
incompeténcia muscular da boca e dificuldades motoras, as constantes doencas
respiratorias e o comprometimento simultaneo das respostas imunologica inata e
adquirida, fazem com que estes fatores adicionais as tornem mais suscetiveis a
processos infecciosos, inclusive fangicos, onde as espécies de Candida sao os
agentes etiologicos mais preponderantes 46.

Outro aspecto relevante € que em alguns pacientes as complicacoes
infecciosas, observadas em visceras, aparecem semanas ou meses apos o episodio
de candidemia como o que acontece na meningite causada por Candida spp. %11
Quando presente, a disseminacdo aguda da candidemia para 6rgaos (figado, rim e
pulmoes) pode também acometer pele e globo ocular. O padrao clinico mais
freqiente de apresentacdo da candidemia em adultos é a ocorréncia de febre em
pacientes com antibioticoterapia. A febre pode ter inicio insidioso, ou apresentar-se
de forma subita, acompanhada de calafrios, mialgia, taquicardia e hipotensao 19.

Endoftalmites podem ocorrer em cerca de 10 a 30% dos casos, sendo esta
variacdo dependente das condicdes dos hospedeiros 19. C. albicans pode infectar as
estruturas oculares por disseminacdo hematogénica ou por inoculacao direta,
durante cirurgia ocular. Os sintomas incluem perturbacdes visuais, escotomas e
dor bulbar. As anormalidades sdo caracterizadas por lesbes na retina e no humor
vitreo, manchas de Roth e uveite. Todas as estruturas oculares podem ser afetadas,
porém quando ocorre endoftalmites a terapia € dificil e a incidéncia de sequelas €
alta 18.

A antibioticoterapia prolongada e a quimioterapia podem causar
modificacdes na microbiota das mucosas, além de diminuir o namero de leucocitos

circulantes levando a proliferacao de C. albicans 1531. Os corticoterapicos promovem
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modificacbes na rede de citocinas podendo afetar polimorfonucleares (PMN),
macrofagos e principais atividades das células T, prejudicando assim a atividade
antifungica 15.

O cateterismo pode promover lesdes no tegumento e também fornecer um
substrato para o desenvolvimento do fungo. Uma vez dentro do vaso sanguineo, o
patogeno pode ser rapidamente coberto por fibronectina, plaquetas e outros
constituintes do sangue, que suportam a colonizacdo e proliferacao de
microrganismos. Ocorre ainda formacdo de biofilmes sobre superficies plasticas
como proteses dentarias, cateteres e sondas urinarias, tornando-os mais resistentes

e impedindo a acao dos antifingicos 11.44,54.57,

2. Resposta imune a Candida albicans

2.1 Imunidade inata

Os mecanismos de defesa do hospedeiro podem influenciar tanto na
manifestacdo quanto na severidade das infecgcoes flingicas, e deste modo a forma
clinica da doenca dependera da resposta imune do paciente. Os mecanismos e a
capacidade de defesa dos organismos multicelulares contra o fungo evoluiram de
sistema mais simples (imunidade inata), até mecanismos mais sofisticados
(imunidade adaptativa) de defesa dos hospedeiros vertebrados 7.

As defesas antifungicas inatas dos mamiferos sdao mediadas por células,
receptores celulares e varios fatores humorais. Fagocitos profissionais como
neutroéfilos, macréfagos e células dendriticas possuem papel fundamental nesta
defesa, porém células NK, linfocitos T e células ndo hematopoiéticas, tais como
células endoteliais e epiteliais, também participam no combate ao fungo 47. Esta
resposta possui dois papéis principais: acdo antifingica efetora levando a
destruicdo do patoégeno, por uma resposta imediata as particulas fungicas
ingeridas, ou pela secrecao de mediadores pro-inflamatoérios, influenciando a
resposta imune adaptativa 747. A atividade das células do sistema imune inato pode
ser ampliada por quimiocinas e citocinas ou anticorpos 147,

A ativacao dos mecanismos de defesa do hospedeiro ocorre apos a infeccao e
depende de moléculas expressas constitutivamente pelo patégeno (PAMPS), que sao
reconhecidas por receptores que incluem os receptores de manose, receptores
semelhantes a “Toll” e receptores Dectina-152534354855 Apos as interagcdes com as

moléculas padroes do patégeno, as células do sistema imune do hospedeiro iniciam
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um amplo espectro de mecanismos de defesa, tais como a producao de peptideos
antimicrobianos e a ativacdo de uma rede de citocinas e quimiocinas, o que resulta
no desenvolvimento de resposta inflamatéria e resisténcia a infeccdo 1.7,28,29,30,48,
Carvalho et al. 7 mostraram que a fagocitose de levedura através do receptor de
manose e dectina-1 resulta na producao de citocinas pro-inflamatérias como IL-1§,
IL-6, TGF-B com resposta celular protetora Thl e Thl7. Receptores tipo “Toll”
(TLRs) estao envolvidos no reconhecimento de C. albicans sendo que os receptores
TLR2 e TLR4 reconhecem residuos de manana e sao os principais TLRs envolvidos
no reconhecimento deste fungo 2841, 48,

Estudo recente mostrou que quatro mulheres de uma familia foram
afetadas por candidiase vaginal e onicomicoses recorrente devido mutacdo no
receptor dectina-1. Além de pouco expresso, os receptores dectina-1 nao faziam
ligacdo com beta—glucana e também nao induziam a producao de interleucina 17
(IL-17, Fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina - 6 2223, Loyola et al. 37
mostraram que ArtinM extraido da semente de Artocarpus integrifolia aumentou a
expressao de receptores de manose e dectina-1 e a producdo de TNF-a os quais

foram efetivos contra C. albicans.

2.2. Células fagociticas

A localizacdo estratégica das células dendriticas nos tecidos, superficie de
mucosas e pele sugerem que estas células sao as primeiras a iniciar uma resposta
imune contra C. albicans. Estas células possuem uma atividade de apresentacao de
antigenos maior que as dos macrofagos 49. Quando imaturas, capturam moléculas
estranhas e migram ao 6rgdo linfoide secundario mais proximo onde fazem a
apresentacao do antigeno ao linfécito especifico, influenciando na diferenciacao de
células precursoras em linfécitos Th1l e Th17 47.48.49,

Neutrofilos desempenham um importante papel na prevencado de doencas
fingicas em hospedeiros vertebrados 45. Reducdes no numero ou nas funcoes deste
fagocito facilitam a disseminacdo de C. albicans 2¢. A mieloperoxidase (MPO), uma
enzima produzida por neutroéfilos, catalisa reacoes do peroxido de hidrogénio com o
ion cloro para produzir o acido hipocloroso, que € utilizado pelos fagocitos para
matar microrganismos 4551, Animais nocaute em MPO (MPO-KO) apresentaram
uma reducao significativa na sua atividade candidacida, mostrando que o sistema
oxidativo dependente da MPO é um importante mecanismo de defesa. Custodio et
al. 1 demonstraram que neutrofilos migraram para a cavidade peritoneal apos 6

horas de administracdo de ArtinM, e foram eficientes para reduzir o inéculo de C.
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albicans administrado intraperitonealmente ou quando retiradas estas células e co-
incubados com C. albicans in vitro. Entretanto, a importancia da MPO comparada a
outros mecanismos oxidativos como a NADPH né&o esta totalmente esclarecida, uma
vez que individuos deficientes em MPO sao saudaveis, enquanto que individuos com
doenca granulomatosa crénica apresentam sinais clinicos precoces de candidiase 3.
Neutrofilos possuem ainda mecanismos microbicidas ndo dependentes de oxigénio.
Estes mecanismos envolvem as enzimas lisossomais, que sao muito importantes
nos tecidos onde a concentracdo de oxigénio € baixa e a cadeia respiratoria nao
pode funcionar efetivamente. Dentre as hidrolases lisossomais podemos citar as
peroxidases como a lactoperoxidase 45,51,

As respostas antifingicas pelas células efetoras incluem a morte e inibicao
de crescimento do fungo, acdées que se contrapoem aos fatores de viruléncia de C.
albicans, tais como o dimorfismo. Em geral, as células fagociticas possuem
atividade antifingica intrinseca que pode ser potencializada por opsoninas
(anticorpos, C3b, iC3b) ou citocinas derivadas de células T, o que indica que as
respostas imune inata e adaptativa ndo funcionam de forma independente, mas sao
reciprocamente reguladas 47.

A ativacdo dos macrofagos residentes confere ao hospedeiro maior
resisténcia a infeccoes. O macrofago ativado difere do residente em varios aspectos,
como mudancas morfolégicas, expressdo de receptores na superficie celular,
aumento de reagentes oxidativos (H202, Oz, OH-) e nitrogenados (NO-), aumento da
atividade microbicida e aumento na producao de citocinas 9. In vivo, a ativacdo de
macrofagos ocorre principalmente pela interacdo com linfécitos T e € mediada por
citocinas tais como interleucinas 1p (IL-1f), 6 (IL-6) e 8 (IL-8), fator estimulador de
colonias de macrofagos e granulocitos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral o (TNF-
a), que podem estimular outras células ou os proprios macrofagos em uma
atividade autécrina 13,14.26,37,

A concanavalina-A (Con-A) e ArtinM atuam sobre linfocitos aumentando
sua secrecao de IFN-y 71437 e o pré-tratamento com Con-A e ArtinM aumentaram
significativamente o nimero de fagocitos na cavidade peritoneal de camundongos, a
expressao de receptores de manose e a atividade fagocitica e
candidacida?.13.21,26,27.37, Conchon-Costa et al. 13 mostraram que camundongos pré-
tratados com Con-A tiveram um aumento na producdo de TNF-a. Os macréfagos
ativados além de fagocitarem mais do que os de camundongos controle foram
efetivos em conter a transicdo de levedura para hifa. Esta ativacao resultou na taxa

de sobrevivéncia de 100% dos animais pré-tratados em relacdo aos controles,
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quando expostos a um inoculo letal, e diminuiu a concentracdo de C. albicans nos

orgaos (baco, figado e rins) no decorrer da infeccao 1314,

2.3.Imunidade adaptativa

Dados experimentais e evidéncias clinicas indicam que tanto a imunidade
inata quanto a adaptativa regula a resisténcia do hospedeiro em infeccoes com C.
albicans. Os linfocitos T auxiliares (Th1l) produzem citocinas pro-inflamatorias como
interleucina-2 (IL-2) e IFN-y, e os linfocitos com fenotipo 2 (Th2) produzem citocinas
anti-inflamatoérias como interleucinas-4, 5, 10 e 13 747, Recentemente foi
evidenciado o fenotipo Th17 que produz IL-17 e IL-22 e confere protecao e
inflamacdo nas infeccoes fungicas 3047. Nas infeccoes por C. albicans os
componentes do inflamasoma tais como caspase-1 e asc 1 sdo necessarios para
ativar caspase-1 que cliva Interleucina-1p (IL-1p) em citocina bioativa que direciona
resposta Th17 de acordo com van de Veerdonk e colaboradores 59

O tratamento com Con-A ou Artin-M promove ativacdo da resposta imune
por receptores de manose e dectina-1 que induzem uma resposta Thl7 com
producédo de IL-17, uma citocina eficaz para aumentar o influxo de neutrofilos para
o sitio de infeccdo como mostrado por Carvalho et al. 7 e Custodio et al. 14
Interessantemente, a IL-10 produzida por células dendriticas pode imunoregular
células T reguladoras (Treg) que também produzem IL-10 e causam regulacao
negativa de reatividade Th1l antifiungica e imunidade protetora de memoria 48.
Trabalhos de Zelante et al. ¢! mostram que indolamina 2,3 dioxigenase 1 (IDOI 1)
faz o balanco entre células Th17 e Treg contribuindo para homeostase imune e
reduzindo a viruléncia de Candida. A capacidade para tolerar C. albicans, um
comensal humano do trato gastrointestinal e vagina, implica que os mecanismos de
defesa de resisténcia e tolerdncia cooperem para limitar a carga fangica e
inflamacao. IDO1 regula a tolerancia ao fungo a nivel vaginal e melhora a
imunopatologia que positivamente correlaciona com a magnitude da resposta
imune gerando células Treg IL-10+ que negativamente suprimem as células Thl e
Th17 limitando assim os danos teciduais. Em adicao, a interleucina-22 (IL-22) foi
positivamente regulada em condicoes de deficiéncia de IDO1. A IL-22 contribui para

integridade do epitélio da mucosal’.
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1. Introducao

O evento de switching fenotipico, ou seja, mudanca de fenoétipo ocorre em
populacoes de micro-organismos procariotos e eucariotos, incluindo fungos
patogénicos. Este evento € caracterizado pela emergéncia espontanea de coldnias
com morfologia alterada, a qual ocorre em taxas superiores as de mutacao.
Switching fenotipico ocorre de forma randdémica e reversivel, com taxas
significativas de interconvertibilidade, sendo sua ocorréncia atribuida a
mecanismos epigenéticos!: 2. 3. Tais mecanismos sao caracterizados pela ocorréncia
de mudancas estaveis na expressao génica, que ocorrem durante a proliferacao
celular, sem que haja alteracao na sequéncia do DNA3. 4.

Em fungos, o evento de switching difere de outras alteracoes fenotipicas, como
a transicao levedura-hifa, uma vez que ocorre em apenas uma parcela da
populacado. Além disso, fenétipos provenientes de switching sdao estaveis por
algumas geracoes podendo proporcionar vantagens seletivas para determinados
tipos morfologicos?. Assim, tem sido proposto que o switching fenotipico permite
uma rapida micro-evolucdo, o que pode conferir melhor adaptacdo do micro-
organismo a diferentes condicoes ambientais, incluindo as proporcionadas pelo
organismo hospedeiros 6. 7.

A ocorréncia de variantes morfologicos derivados de switching ja foi descrita
para diversas espécies fungicas, incluindo Candida albicans, espécies de Candida
nao-albicans, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gatti e Histoplasma

capsulatum? 8. 9. Switching fenotipico foi primeiramente descrito para C. albicans e
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seu sistema denominado White-opaque tem sido o principal modelo para estudos de

switching em fungos 1.

2. Switching fenotipico em Candida albicans

C. albicans, como fungo oportunista, normalmente nao estabelece infeccoes
em individuos imunocompetentes, sendo comumente encontrado na microbiota de
individuos saudaveis. No entanto, hospedeiros imunocomprometidos sao
suscetiveis a diversos tipos de infec¢cdes provocadas por essa levedura, que podem
variar desde superficiais a sistémicas 1011,

Esta espécie € polimorfica, sendo capaz de realizar transicao entre os estados
morfologicos blastoconidio, pseudo-hifa e hifa, o que pode estar associado ao seu
potencial de invasao aos tecidos do hospedeiro bem como de outras caracteristicas
de sua viruléncia !2. 13, Em termos epidemiologicos C. albicans € a principal espécie
do género relacionada a casos de infeccoes em humanos em diversas partes do
mundo, sendo responsavel por elevados indices de morbidade e mortalidade 14 15.

A partir da década de 80 a capacidade de C. albicans realizar switching
fenotipico passou a ser extensivamente estudada. Em 1985, Pomes e
colaboradores!6 submeteram células da cepa 1001 de C. albicans a radiacao
ultravioleta e observaram que apos o tratamento mutagénico as coldnias, que
anteriormente apresentavam fenoétipo liso, tornavam-se rugosas. Em
plaqueamentos posteriores, ou seja, semeadura de células em meio solidificado, os
autores notaram que células provenientes das colonias rugosas poderiam originar
colonias setoriadas (apresentando porcoes de fenétipo liso) em frequéncias
superiores as esperadas para mutacdo. Ainda, estes autores constataram que
células das porcoes lisas de colonias setoriadas poderiam originar novas colonias
rugosas, também em frequéncias elevadas.

No mesmo ano, uma nova observacao de variacao fenotipica em coldnias foi
relatada para outra cepa de C. albicans 7. Neste trabalho os autores relataram alta
frequéncia de variacdo da cepa 3153A, tendo sido observado pelo menos sete
morfologias distintas de colonia. Ainda na década de 80, switching fenotipico foi
relatado em diversas outras cepas de C. albicans e foram constatados diferentes
sistemas de switching, que diferiam entre si quanto ao repertorio de variantes

fenotipicos observados 1819,
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Em 1987 foi identificado em C. albicans aquele que seria o sistema de
switching mais amplamente estudado no género Candida até os dias de hoje -o
sistema White-opaque 20 21,

O sistema White-opaque foi primeiramente evidenciado apdés o plaqueamento
de células do isolado clinico WO-1, que originou colonias de dois fenotipos
distintos, um predominante caracterizado pela coloracdo branca e pelo formato
semi-esférico (white) e outro menos frequente, de coloracéao opaca e formato plano
(opaque). Tanto células de colonias white quanto as de colonias opaque apos serem
plaqueadas isoladamente apresentavam uma minoria de fenotipos opostos,
caracterizando um sistema reversivel e interconversivel 20. A representacao
esquematica de evidenciacao do sistema White-opaque de C. albicans € mostrada na
Figura 1.

Embora inicialmente caracterizado por mudancas reversiveis na morfologia de
colonia, variacoes morfologicas nos fenotipos variantes do sistema white-opaque
também sdo manifestados em nivel celular. Enquanto as células na fase white
possuem formato arredondado como a maioria dos outros isolados de C. albicans,
as da fase opaque sao duas vezes mais largas e alongadas, apresentando pequenas
pontuacdes na parede celular e exibem padroes de brotamento particulares 20, 21,

Além disso, os tipos celulares white e opaque também exibem diferencas
marcantes com relacao ao potencial de filamentacao. Células white se diferenciam
em formas filamentosas em resposta a uma variedade de condicées ambientais, tais
como presenca de soro, temperaturas elevadas (proximas a 37°C), pH proximo a
neutralidade e limitacao nutricional. Células na fase opaque, ao contrario, ndo sao
estimuladas a filamentacdo em nenhuma dessas condicdes 20 22, No entanto a
formacao de hifas e pseudo-hifas a partir de células opaque pode ser induzida por
condicoes distintas, como limitacdo de fosfato, meio sorbitol e temperaturas nao

superiores a 25°C 22,
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Células White Células Opaque

\ i Plagueamento de células White < '

Plagueamento de células Opaque

Figura 1. Sistema de Switching White-opaque de Candida albicans. Células provenientes de
uma Unica colonia white sdo plaqueadas a uma baixa densidade em agar nutriente. A
maioria das colénias formadas exibe o fenoétipo white enquanto a minoria (cerca de 10-3)
exibe o fenétipo opaque. Quando células de uma Unica colonia opaque sao semeadas a baixa
densidade, a maior parte das colonias formadas sdo opaque, enquanto cerca de 10-3 exibem
fenotipo white. A morfologia das células formadoras das colonias white ou opaque diferem
amplamente. As células componentes de colonias white sao arredondadas a ovéides com
superficies relativamente lisas enquanto as formadoras das colonias opaque sdo cerca de
duas vezes maiores e possuem diversas pontuacoes elevadas exclusivas em sua parede.
Ilustracao: Alane Tatiana Pereira Moralez.

As diferencas marcantes entre células ou colonias white e opaque levantavam
suspeitas de ocorréncia de expressao génica diferencial entre estas fases. No inicio
da década de 90 foi identificado o primeiro gene opaque especifico — o gene
SAPI(Secreted Aspartic Proteases 1). Estudos subsequentes identificaram diversos
genes fase-especificos, bem como o efeito da transicao white-opaque na expressao
de um amplo nuimero de genes. Atualmente € reconhecido que o gene WOR-I
(White-Opaque Regulator 1) tem um papel fundamental na transicdo white-opaque,
sendo que sua delecao suprime o evento de switching e sua superexpressao em
células da fase white leva a uma conversao em massa para a fase opaque .

Recentemente também foi constatado que além dos estimulos fisico-quimicos
relacionados a filamentacao serem diferenciados entre as fases white e opaque os
perfis de expressao génica durante a filamentacao também diferem expressivamente
entre essas duas fases. Si e colaboradores (2013) 22 verificaram que apenas 11
genes compartilhados pelos dois tipos celulares sao induzidos durante a
filamentacao, enquanto 44 genes sao induzidos especificamente nas células hifais

do tipo white e 37 genes sao induzidos especificamente nas células filamentosas de
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opaque. No entanto, estes mesmos autores constataram que muitas das vias
regulatérias que controlam a filamentacdo nesses dois tipos celulares sao as
mesmas.

A transicao white-opaque também €& uma etapa fundamental no processo de
mating sexual em C. albicans, sendo que apenas células da fase opaque sao mating-
competentes. Tem sido sugerido que células da fase opaque liberam feromonios
capazes de sinalizar e estimular células da fase white a formacao de biofilme, o que
facilitaria o mating uma vez que proporcionaria protecao do fragil gradiente de
feromonios que direcionam o quimiotropismo, necessario para a ocorréncia de
fusaoe.

Além de regular o mating, o sistema de switching White-opaque também regula
varias outras caracteristicas biologicas em C. albicans. Estudos revelaram que
células white sao mais virulentas em modelo animal de infeccoes sistémicas
comparativamente as células opaque 23. Contrariamente, em modelo animal de
infeccao cutanea as células opaque apresentam-se mais virulentas em relacdo as
white?*. Ainda, células da fase opaque apresentam menor suscetibilidade a
fagocitose por células do sistema imune inato em comparacao as células white, o

que pode representar um papel do sistema White-opaque na evasao a fagocitose 25.

3. Switching fenotipico em Candida nao-albicans

Além de C. albicans existem no género Candida cerca de outras 20 espécies
patogénicas. Dentre estas, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida krusei e Candida lusitaniae se destacam por estarem entre as
mais comumente associadas a infeccoes humanas em diferentes regides do
mundo!426, Apesar do sistema white-opaque de C. albicans ser extensivamente
estudado tanto em nivel celular quanto molecular, a maioria dos sistemas de
switching em espécies nao-albicans ainda ndo sao tdo bem caracterizados. No
entanto, varios sao os relatos de alteracoes celulares e fisiologicas promovidas pelos
sistemas de switching emCandida nao-albicans. Na Tabela 1 estdo sumarizadas as
principais modificacoes associadas a switching em Candida spp.

O primeiro sistema de switching fenotipico descrito para C. glabrata,
denominado sistema central, foi evidenciado pela emergéncia espontanea de
colonias de coloracao variavel entre branco e marrom escuro em meio de cultivo

adicionado de ions cobre (CuSO4). O repertorio de switching exibido nesse sistema
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compreende os fenotipos White (Wh), Light brown (LB), Dark Brown (DB), Very dark
brown (vDB), sendo Wh o mais instavel e vDB o mais estavel. Além do gradiente de
coloracao evidenciado em presenca de CuSQO4, os fenotipos do sistema central de
switching também podem ser distinguidos em presenca do corante floxina B, sendo
nesse caso formadas coldonias com coloracao variavel entre rosa escuro e branco. Os
diferentes fenotipos desse sistema de switching nao diferem quanto a morfologia
celular e proporcao de pseudo-hifas e tubos germinativos que constituem as
colonias variantes 3840,

O sistema central de switching de C. glabrata esta relacionado com a
regulacao diferencial da expressdo do gene MT-II, que codifica uma proteina
metalotioneina — responsavel pela regulacdo da concentracao celular de elementos
traco - e do gene HLP, que codifica uma molécula capaz de promover a lise de
eritrocitos. Para o gene MT-II foi constatado um gradiente de transcrito
inversamente proporcional ao gradiente de coloracao em presenca de CuSOs, sendo
os maiores niveis de transcrito constatados em células formadoras de colonias vDB
e os menores em células de colonias Wh. Os niveis de transcrito para o gene HLP
também sao mais elevados em células de colonias DB comparativamente a Wh 38,40,

Um segundo sistema de switching em C. glabrata foi denominado irregular
wrinkle. Esse sistema € caracterizado pelo surgimento espontaneo de colonias de
morfologia altamente enrugada, morfotipo denominado IWr, a partir de coléonias DB
ou LB. Ao contrario dos morfotipos do sistema central, IWr difere expressivamente
de seus parentais com relacao a proporcao de formas filamentosas componentes da
colonia. Colonias IWr sao formadas predominantemente por pseudo-hifas desde as
fases iniciais de desenvolvimento da colénia até colonias maduras de seis dias e
apOs esse periodo inicia-se um acumulo de células blastoconidiais e tubos
germinativos. As coldonias parentais, ao contrario, sadao formadas quase
exclusivamente por células blastoconidiais no inicio de seu desenvolvimento,
ocorrendo acumulo de pseudo-hifas e tubos germinativos apds trés dias de
desenvolvimento?0.

Posteriormente foi mostrado que C. glabrata pode desenvolver switching
fenotipico in vivo nos sitios de infeccao em humanos, sendo que neste sistema o
fenoétipo Dark Brown (DB) foi predominante 49. Em modelos animais de infeccao
sistémica também foi verificado que DB é o fenotipo mais virulento dentre os
variantes fenotipicos dos sistemas de switching central e irregular wrinkle. Quando
células DB sao injetadas nas veias caudais de camundongos sao observados niveis

de colonizacdo dos principais 6rgdos muito superiores aos verificados quando
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células de outros variantes fenotipicos sao injetadas. Além disso, células DB
mantém a vantagem de colonizacdo em modelos de infeccoes mistas, quando os
camundongos sao infectados com mais de um variante fenotipico, mostrando uma

vantagem de DB com relacado aos demais variantes 39.

Tabela 1. Principais modificacoes fisiolégicas e estruturais relacionadas a ocorréncia de switching

fenotipico em diferentes espécies do género Candida

Espécie / Sistema de Modificacoes relacionadas ao evento de

switching switching Referéncias
Variacoées no potencial de filamentacao 20; 22
Diferenca na capacidade de reproducao por mating 27; 6
Evasao a mecanismos celulares de defesa do 08
Sistema hospedeiro
White- Expressao génica diferencial 5; 29; 30
Opaque Diferencas morfolégicas a nivel celular 31; 20
Diferencas na suscetibilidade a Anfotericina B, 39
Candida Flucitosina, Nitrato de miconazol e Nistatina
albicans Variacodes no potencial de filamentacao 17; 33
Variac¢des no potencial de formacéo de biofilme 33
Demais _— ~ .
. Variagoes na producéo de proteases asparticas 34; 35
sistemas de Vg — P - id cf de aderé p'
switchin ariacoes na capacidade de aderéncia e o
J hidrofobicidade 36; 37; 35
Diferencas na suscetibilidade a fluconazol, 34
voriconazol e flucitosina
Sistema Expressao génica diferencial 38
Central de ) . .
Candida Switching Variacéo na viruléncia 39
glabrata Sistema Variagdes no potencial de filamentacéo 40
Irregular o o
Wrinkle Variacao na viruléncia 39
SI;?;Leiga Diferenca na capacidade de reproducao por mating 41
Opaque Expressao génica diferencial 41
Variacédo no potencial de filamentacao 42
Candida Diferencas no potencial de formacao de biofilme 43; 42
tropicalis Demais = .
. Producéo de material extracelular
sistemas de N . 43
o (colénia tipo-biofilme)
switching
Diferencas na producao de fator hemolitico 42
Diferencas na suscetibilidade a Itraconazol 42
Diferencas morfolégicas a nivel celular 44
. o Variacao no potencial de filamentacao 45; 44
Candida parapsilosis . . .
Diferencas no potencial de formacao de biofilme 44
Diferencas no potencial de invasao do agar 44
Diferencas morfolégicas a nivel celular 46
Candida lusitaniae Variac¢oes no potencial de filamentacao 47
Diferencas na suscetibilidade a Anfotericina B 46; 47
Diferencas morfolégicas a nivel celular 48
Candida krusei Variacdes na capacidade de aderéncia 48
Diferencas na suscetibilidade a Clorexidina 48
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Para C. parapsilosis a primeira descricao de ocorréncia de switching fenotipico
ocorreu em 1993 50, no entanto, somente anos depois, os efeitos de variacdes
fenotipicasassociados ao evento de switching foram pesquisados mais
detalhadamente. Laffey e Butler (2005) 44 analisaram o fendmeno de switching
fenotipico em 20 isolados de C. parapsilosis, identificando quatro fenoétipos estaveis
os quais foram denominados crepe, concentric, crater e smooth. Além das diferencas
na morfologia da colonia, esses variantes também diferem quanto aos tipos
celulares que compodem as colonias, sendo que colonias crepe e concentric sao quase
exclusivamente compostas por pseudo-hifas, enquanto blastoconidios séao
predominantes em colonias smooth e crater. Ainda, as células componentes das
colonias smooth sdo menores que as dos trés outros variantes fenotipicos e o
crescimento deste variante € significativamente mais rapido que dos demais.

Analisando um unico isolado capaz de variar entre os quatro fenoétipos, os
autores notaram diferencas entre os variantes quanto a capacidade de formacao de
biofilme e invasao do agar. Células do fenotipo concentric foram capazes de formar
quase duas vezes mais biofilme que as dos fenoétipos crepe e crater, enquanto o
menor potencial de formacado de biofilme foi atribuido ao fenotipo smooth. Da
mesma forma, células do fenotipo concentric apresentaram maior potencial de
invasao do agar que crepe e crater, enquanto smooth nao foi invasivo. Assim, foi
demonstrado que o switching fenotipico em C. parapsilosis pode afetar atributos de
viruléncia nesta espécie.

O switching fenotipico também esta associado a alteracdes em propriedades
biologicas de C. krusei e C. lusitaniae. Variantes fenotipicos de C. krusei apresentam
maior potencial de adesdo a superficies abidticas, menor suscetibilidade ao
antimicrobiano clorexidina além de diferencas na morfologia celular em relacao a
seus parentais (cepas originais) 48. Ja os variantes fenotipicos de C. lusitaniae
apresentaram diferencas significativas na suscetibilidade a anfotericina B, além de
diferencas no potencial de filamentacdo comparativamente a cepa original 4647

(Tabela 1).

3.1 Switching fenotipico em Candida tropicalis

Estudos epidemiologicos apontam C. tropicalis como uma das principais
espécies do género responsaveis por infeccoes em regides de clima tropical, como
paises da América Latina e Asia, sendo em alguns casos associada a niveis de
incidéncia superiores aos registrados para C. albicans. Como fungo polimoérfico, C.

tropicalis tem capacidade de formar hifas verdadeiras, uma habilidade partilhada
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com apenas duas espécies clinicamente relevantes do género — C. albicans e
Candida dublinensis. Essa caracteristica € provavelmente decorrente da
proximidade filogenética entre essas trés espécies 51.

Alguns estudos com modelo de infeccao in vivo sugerem que a patogenicidade
de C. tropicalis seja equivalente ou superior a de C. albicans. No entanto estudos
acerca dos fatores de viruléncia de C. tropicalis, incluindo switching fenotipico,
ocorrem em extensao muito inferior quando comparado a C. albicans5!.

A primeira descricao de ocorréncia de switching fenotipico em C. tropicalis
ocorreu ainda nos anos 1980, quando a variacao fenotipica foi verificada em
isolados recuperados de infeccoes sistémicas de pacientes 19. No entanto novos
estudos abordando a ocorréncia desse fenéomeno em C. tropicalis s6 foram
realizados mais de 20 anos depois.

Em 2011 nosso grupo relatou pela primeira vez efeitos fisiologicos e alteracoes
ultraestruturais em variantes fenotipicos de C. tropicalis. Nesse estudo foi avaliado
um uUnico isolado clinico (49/07) que apresenta um repertério de switching
composto por quatro morfotipos — o parental smooth e os variantes semi-smooth,
ring e rough. Além das diferencas marcantes com relacado a morfologia de colénia, os
morfotipos de 49/07 também diferem quanto a composicdo dos tipos celulares,
sendo a quantidade de formas filamentosas presentes em colonias ring e rough
significativamente superior as presentes em smooth e semi-smooth 42, 43,

Avaliacoes ultraestruturais de colonias inteiras permitiram evidenciar a
caracteristica mais marcante dos variantes fenotipicos desse isolado - a presenca
abundante de matriz extracelular nas colénias de morfologia mais complexa.
Colonias de ring e rough sao caracterizadas pela presenca de profundas depressoes
centrais e periféricas e apresentam no interior dessas depressdoes intensa
quantidade de material extracelular em forma de uma rede de filamentos ou de
fibras espessas, recobrindo as células e conectando células préoximas ou distantes
(Figura 2). Esse material extracelular ndo € observado sob as células das colonias
smooth e semi-smooth, estruturalmente mais simples.

Essa observacao nos levou a hipétese de que o material extracelular teria
participacao na formacao e manutencao da estrutura das colonias ring e rough. De
fato, analises ultraestruturais posteriores realizadas em diferentes estagios do
desenvolvimento das colonias evidenciaram um acumulo gradual de material
extracelular a medida que o desenvolvimento e complexidade da colonia

progridem43. Mais investigacoes estdo em andamento a fim de esclarecer o papel
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desse material extracelular na estruturacdo de colbnias variantes derivadas de
switching fenotipico.

Apbés essas observacbes pioneiras nosso grupo buscou expandir o
conhecimento acerca do evento de switching em C. tropicalis. Inicialmente
investigamos uma possivel associacao entre variantes morfologicos de switching
fenotipico e modificacoes de expressédo fenotipica de caracteristicas relacionadas a
outros fatores de viruléncia da espécie. Para isso foram utilizados cinco isolados
clinicos com um repertorio de switching variado para cada isolado, sendo os
morfotipos obtidos denominados smooth, rough, crater, irregular center, mycelial e

diffuse 42.

Figura 2. Morfotipos Ring e Rough do isolado 49/07 de C. tropicalis. (A) Microscopia de luz
de colénia Rough; (B) Microscopia de luz de colénia Ring; (C e D) Ultraestrutura de colonias
rough (C) e ring (D) evidenciando matriz extracelular (setas) no interior das depressdes
presentes nas colonias. (E) Ultraestrutura de colonia rough evidenciando matriz extracelular
em forma de rede de filamentos conectando células vizinhas (cabeca de seta); (F)
Ultraestrutura de colonia rough evidenciando matriz extracelular na forma de fibras
espessas conectando células proximas e distantes (seta). As barras representam (C) 500 um;
(D) 200 um; (E) S pm; (F) SO pm. Fotografia: Emanuele Julio Galvao de Franca.
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Os morfotipos de todos os isolados apresentaram atividade hemolitica e para a
maioria dos variantes fenotipicos foram verificadas diferencas quanto ao potencial
hemolitico comparativamente aos seus parentais.

Tendo em vista que a capacidade de formacao de biofilme € um dos principais
fatores de viruléncia de C. tropicalis 51 52 nos também avaliamos o potencial de
formacdo de biofilme dos diferentes morfotipos exibidos pelos isolados. Com essa
avaliacao constatamos que o switching fenotipico pode afetar a capacidade de
formacao de biofilme de C. tropicalis, sendo que dos oito variantes fenotipicos
avaliados trés produziram significativamente mais biofilme que seus parentais.

Ainda, o aprofundamento dos estudos de switching em C. tropicalis nos
permitiu constatar novamente a presenca de grande quantidade de material
extracelular em variantes fenotipicos de morfologia de colonia complexa, dessa vez
para um maior numero de isolados e morfotipos. No entanto, a presenca de matriz
extracelular ndo € uma caracteristica comum a todos os repertorios de switching da
espécie pois algumas colénias altamente estruturadas nao exibem grandes
quantidades de matriz extracelular em sua composicao. Por outro lado, temos
verificado uma correlacdo positiva entre a complexidade estrutural de colbénias de
diferentes morfotipos de C. tropicalis e a quantidade de formas filamentosas
presentes em sua constituicao 53, conforme ilustra a Figura 3.

E reconhecido que células filamentosas de fungos dimérficos tém participacio
na invasao de tecidos do hospedeiro durante episédios infecciosos!3. Assim,
também temos investigado o potencial de invasao de diferentes morfotipos de C.
tropicalis empregando a metodologia de invasdo de agar denominada footprints*.
Para isso, colonias crescidas na superficie de meio solidificado (meio suplementado
com agar) foram cuidadosamente removidas da superficie, seguido de coloracao de
células remanescentes presentes no interior do meio de cultivo. Essa metodologia
permitiu verificar os principais pontos nos quais ocorreu invasao das células
fingicas, conforme ilustra a Figura 4. Com isso constatamos que a capacidade de
invasao do agar de colonias de morfologia mais estruturada & superior a de seus
pares morfologicamente mais simples (Figura 4). Avaliacoes ultraestruturais de
células no interior do agar também revelarama presenca abundante de formas

filamentosas em suas camadas superficiais e profundas 5.
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Porcentagem de formas filamentosas

Figura 3. Microscopia de luz de morfotipos de diferentes isolados de C. tropicalis mostrando
correlacdo diretamente proporcional entre complexidade estrutural das colénias e
quantidade de formas filamentosas em sua composicdo. Isolado 49.07-(Al) smooth, (A2)
rough, (A3) crepe; Isolado 335.07-(Bl) smooth, (B2) irregular center, (B3) crater; Isolado

100.10-(C1) smooth, (C2) rough e (C3) crepe. Fotografia e ilustracdo: Alane Tatiana Pereira
Moralez.

Figura 4.Perfil de invasao do meio de cultivo solidificado por morfotipos do isolado 335.07
de C. tropicalis. (A) Colonia do morfotipo parental smooth; (B) footprint da colénia smooth
apo6s sua remocao do agar; (C) Colonia do morfotipo variante irregular center; (D) footprint da
colénia irregular center apés sua remocao do agar. Fotografia: Alane Tatiana Pereira Moralez.
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Além dessas caracteristicas relacionadas a viruléncia, em nossos estudos
também constatamos uma suscetibilidade diferenciada entre morfotipos de C.
tropicalis ao antifingico itraconazol. A ocorréncia de associacdo entre switching
fenotipico e variagcoes na suscetibilidade a antifingicos ja foi constatada para
outras espécies do género, conforme mencionamos anteriormente 46, 47, 48, Estes
dados sugerem que o evento de switching pode representar uma vantagem
adaptativa do fungo em casos de infeccao.

Recentemente um sistema de switching white-opaque também foi descrito para
C. tropicalis. Assim como ocorre para C. albicans, esse sistema envolve modificacoes
em nivel celular, sendo as células opaque mais alongadas que as células white.
Outra caracteristica compartilhada entre os sistemas de switching white-opaque de
C. albicans e C. tropicalis € sua regulacao por um fator de transcricio denominado
Worl. Além disso, analises do perfil transcricional demonstraram que 87 genes
relacionados a transicdo white-opaque sao compartilhados entre essas duas
espécies’® (Figura 5).

No entanto, a regulacado transcricional dos sistemas white-opaque também
apresenta diferencas marcantes entre estas duas espécies. Um exemplo € a atuacao
de outros fatores de transcricdao (Czf 1, Wor2 e Efgl) juntamente com Worl na
regulacao da transicdo white-opaque em C. albicans, o que nao ocorre em C.
tropicalis tendo em vista que a regulacao white-opaque nessa espécie aparentemente
nao envolve a associacao de fatores transcricionais diferentes do Worl 56,

Conforme mencionado anteriormente, a conversdo white-opaque tem papel
central na regulacdo do mating sexual em C. albicans, tendo em vista que apenas
células opaque sdao mating competentes. Além disso, nessa espécie o switching
white-opaque € controlado pelo locus MTL (mating-type-like) e apenas células
homozigotas para este locus sdo capazes de realizar a conversdo do estado white
para opaque. Diferentemente, a conversao white-opaque em C. tropicalis independe
do controle de MTL e células white homozigotas (a/a; a/a) ou heterozigotas (a/aq)
sdo capazes de realizar a conversao para o estado opaque. Além disso, as células
white de C. tropicalis sao mating competentes, embora em eficiéncia inferioras

opaque 41,
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C. tropicalis 87 C. albicans

Figura 5. Compartilhamento de genes relacionados a conversado white-opaque entre C.
tropicalis e C. albicans. Ilustracédo: Alane Tatiana Pereira Moralez.

Para C. albicans é reconhecido que uma série de variacées ambientais
influenciam na conversdo white-opaque, incluindo o aminoagucar N-
acetilglicosamina. A presenca desse aclucar também induz a formacdo de células
opaque em C. tropicalis, similarmente ao que ocorre em C. albicans. Outros
experimentos revelaram que N-acetilglicosamina atua de modo negativo em C.
tropicalis inibindo a filamentacao de células White-opaque, um efeito oposto ao que
acontece no sistema White-opaque de C. albicans’. Assim, até o momento tem sido
demonstrado que apesar das caracteristicas compartilhadas entre os sistemas
white-opaque de C. albicans e C. tropicalis, diversas caracteristicas desses sistemas
de switching diferem substancialmente entre essas duas espécies.

Um resumo das principais informacoes relativas aos estudos de switching
fenotipico em C. tropicalis € mostrado na Figura 6.

Até o momento as investigacdoes concernentes a ocorréncia de switching
fenotipico em Candida spp. demonstram que este evento pode influenciar de forma
variavel caracteristicas morfologicas e fisiologicas de importantes espécies
patogénicas do género. Nossos estudos tem buscado expandir o conhecimento sobre
as alteracoes provocadas pela ocorréncia de switching em isolados clinicos de C.

tropicalis.
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Figura 6. Principais eventos relacionados ao switching em C. tropicalis desde sua primeira
descricao até o presente momento (referéncias no texto). Ilustracdo: Alane Tatiana Pereira

Moralez.
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1. A Familia Trypanosomatidae

A Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1951) pertence ao Filo Euglenozoa
(Cavalier-Smith, 1981), Classe Kinetoplastea (Konigberg, 1963) Ordem
Trypanosomatida (Kent, 1880) e Subordem Trypanosomatina 72. Esta familia
compreende um grande numero de protozoarios flagelados agrupados nos géneros
Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas, Rhynchoidomonas,
Endotrypanum, Leishmania, Phytomonas, Trypanosoma 57. Posteriormente foram
incluidos os géneros, Wallaceina 105 e Sergeia 127, e outros dois Angomonas e
Strigomonas, os quais agrupam espécies que apresentam betaproteobactérias como
endossimbiontes  intracitoplasmaticos 128, Estes géneros compartilham
caracteristicas peculiares, porém, nem sempre exclusivas da familia
Trypanosomatidae, tais como: presenca de um uUnico flagelo que emerge de uma

abertura conhecida como bolsa flagelar; compartimentalizacdo das primeiras
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reacoes da via glicolitica em organelas conhecidas como glicossomas; organizacao
do genoma em longas unidades policistronicas; presenca do cinetoplasto que
consiste de uma rede de DNA (kDNA) organizada em mini e maxicirculos, localizado
em uma mitocéndria Unica; edicao de RNA mensageiro 26, 32, 56,

Outra caracteristica peculiar da familia Trypanosomatidae é que seus
membros utilizam diferentes vias metabélicas para a interconversdo dos
aminoacidos ornitina-citrulina-arginina. As enzimas envolvidas nesta via exibem um
padrao relacionado aos diferentes géneros, apresentando um valor taxondémico
confiavel 7. 11, 60, Assim, arginase que converte arginina em ornitina, CO, e ureia &
observada nos géneros Crithidia e Leishmania, e também em algumas espécies de
Leptomonas; arginina-deiminase converte arginina em citrulina e amoénia, cuja
atividade foi detectada no género Herpetomonas e algumas espécies de Leptomonas e
Phytomonas; citrulina hidrolase converte citrulina em ornitina, CO, e amodnia e foi
detectada nos géneros Phytomonas, Herpetomonas, Leptomonas e Crithidia; ornitina
carbamoil transferase catalisa a biossintese de citrulina a partir de ornitina e
carbamoil fosfato, e esta atividade enzimatica, embora tenha sido definida como
caracteristica do género Herpetomonas, ja foi detectada também em Phytomonas;
argininosuccinato sintetase catalisa a biossintese de argininosuccinato a partir de
citrulina e aspartato; argininosuccinato liase catalisa a biossintese de arginina e
fumarato pela conversao de argininosuccinato, e foi detectada em Herpetomonas e
Leptomonas 7> 11, 13, 17, 60,

A maioria dos tripanossomatideos apresenta um ciclo de vida complexo,
exibindo uma variedade de estagios que refletem transformacdes morfolégicas,
ultraestruturais, funcionais e bioquimicas !19. Esses protozoarios podem
desenvolver seu ciclo de vida parcial (heteroxénicos) ou exclusivamente
(monoxénicos) em um hospedeiro invertebrado, insetos principalmente das ordens
Diptera, Heteroptera ou Siphonaptera 8!. Tripanossomatideos monoxénicos
pertencem aos géneros Angomonas, Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas,
Leptomonas, Rhynchoidomonas, Sergeia, Strigomonas e Wallaceina. Os
tripanossomatideos heteroxénicos alternam seu ciclo de vida em um vertebrado
(Endotrypanum, Leishmania e Trypanosoma) ou um vegetal (Phytomonas), além do
inseto (vetor). Contudo, em contraste aos fortes efeitos que provocam em
hospedeiros vertebrados ou vegetais, na maioria das associacoes estes parasitos
nao afetam o seu vetor 4 87,

O estudo preferencial de alguns tripanossomatideos heteroxénicos se

justifica pelo fato de serem agentes etiologicos de doencas importantes em humanos
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e animais domésticos (Leishmania, agente etiologico de leishmanioses e
Trypanosoma, agente de tripanossomiases), e plantas (Phytomonas) 11. 23, 34, 96,
Phytomonas, juntamente com as espécies monoxénicas sao denominados
tripanossomatideos inferiores 83. Esses protozoarios constituem-se em modelos
experimentais uteis que auxiliam na compreensdo da biologia, fisiologia e relacao

parasita-hospedeiro de espécies patogénicas ao homem.

2. O géneroPhytomonas

O género Phytomonas engloba parasitas heteroxénicos isolados do floema,
dos tubos lactiferos, frutos ou sementes de varias familias de plantas com ampla
distribuicao geografica e de grande importancia econdémica. Formas promastigotas
(formas alongadas apresentando flagelo livre na extremidade anterior da célula e
com cinetoplasto localizado na regidao anterior ao nucleo) do parasita podem ser
transmitidas por insetos fitofagos, infectados pertencentes as Familias Coreidae,
Lygaeidae, Pyrrhocoridae e Pentatomidae presentes na saliva no momento da
picada?, 104,

A primeira descricao de um protozoario em vegetais ocorreu em 1909 quando
Alexandre Lafont 62 observou que vasos lactiferos de plantas pertencentes a Familia
Euphorbiaceae abrigavam protozoarios flagelados e alongados. Ainda em 1909,
Donovan 3% detectou a presenca desses microrganismos em Euphorbia pilulifera e
sugeriu a utilizacdo de um novo género, Phytomonas, para descrever e diferenciar
protozoarios parasitas de vegetais, daqueles encontrados em insetos e
vertebrados!!.

Em um periodo de aproximadamente 20 anos a partir da descricao de
Lafont®9, inUmeras publicacdes relataram a presenca de protozoarios flagelados em
vegetais. No entanto, as descobertas nessa época referiam-se apenas a
microrganismos encontrados no latex. Em 1931, Stahel 122 descreveu pela primeira
vez a presenca de tripanossomatideos (Phytomonas leptovasorum) no floema do
cafeeiro. Estes sdo responsaveis pela fitopatologia conhecida como necrose do
floema do cafeeiro ou murcha do cafeeiro. A doenca caracteriza-se por
amarelamento e queda das folhas e reducao da quantidade e tamanho das folhas
novas. A planta pode morrer no periodo de trés a doze meses apos o surgimento dos
sintomas. Outras fitopatologias causadas por tripanossomatideos foram definidas

somente 40 anos mais tarde, com o isolamento e identificacdo de Phytomonas
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staheli no floema de coqueiros e de dendezeiros, sendo associados a sindromes
conhecidas como Hartrot 9 ou Marchitez sorpresiva 36, respectivamente. Estas
doencas sao caracterizadas pelo amarelamento e queda parcial ou total das folhas e
frutos imaturos, necrose das inflorescéncias e raizes, e murchamento pela presenca
dos parasitos nas placas crivadas do floema das palmas. Em 1986, Kitajima e
colaboradores 6 descreveram uma nova patologia na mandioca, conhecida como
chochamento das raizes, que € desencadeada por Phytomonas francai encontrado
no latex. Esta doenca € caracterizada pela atrofia do sistema radicular e clorose das
partes aéreas, além de perda significativa no teor de amido.

A presenca de tripanossomatideos em frutos também tem sido relatada por
varios autores e esses protozoarios multiplicam-se somente no local da picada 62. A
Tabela 1 mostra diferentes tipos de hospedeiros infectados por Phytomonas spp.

O isolamento de formas promastigotas a partir de plantas e insetos fitofagos
nao é um critério suficiente para classificacdo como Phytomonas, uma vez que esta
morfologia pode ser encontrada em outros géneros, como Herpetomonas e
Leptomonas, e que também podem ser isolados dos mesmos hospedeiros. Além
disso, infeccoes mistas e presenca de outros géneros de tripanossomatideos em
plantas também tém sido relatadas na literatura 17.27.

Varios critérios tém sido utilizados para classificar os tripanossomatideos
isolados de plantas, entre eles: analise do DNA ribossomall2.76.130; gglutinacdo com
lectinas102,111;  perfil de  izoenzimas4*55589; reatividade com  anticorpos
monoclonais!29.131; analise do kDNA2:45,124; utilizacdo da sequéncia do mini exon ou
spliced leader RNA (SL-RNA) em reacoes de hibridacdo de DNA gendmicol32 ou
amplificacdo em cadeia pela polimerasel!l6.117,125; perfil enzimatico do ciclo da
ureia”.17; atividade da enzima mitocondrial isopropil alcool dehidrogenase86.134
regiao ITS (internal transcribed spacer) do DNA ribossomal3”.

Espécies de Phytomonas sao capazes de converter amido e celulose em
monossacarideos que sao utilizados como nutrientes. Durante o crescimento
exponencial, esses microrganismos utilizam preferencialmente glicose como fonte
de carbono e energia, gerando etanol e acetato como principais produtos finais do
catabolismo 25. Evidéncias filogenéticas obtidas a partir do estudo de genes que
potencialmente codificam piruvato/indolpiruvato descarboxilases (enzimas chave
para fermentacado alcodlica e biossintese de acidos, respectivamente) sugerem a
ocorréncia de eventos de transferéncia horizontal de genes de gama-proteobactéria
para o ancestral de tripanossomatideos de plantas. Estas enzimas, cujos genes sao

bastante conservados entre as espécies de Phytomonas, apresentam alta
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similaridade de sequéncia de aminoacidos com proteinas ortologas dessas

bactérias59, 106,

Tabela 1. Deteccao e isolamento de tripanossomatideos em plantas.

Hospedeiro

Referéncias

Amora (Morus sp.)

Bergamota (Citrus bergamia)
Café (Coffea arabica)

Caju (Anacardium occidentale)
Carambola (Averhoa carambola)
Caruru (Amaranthus retroflexus)
Cherimolia (Annona cherimolia)
Coqueiro (Cocos nucifera)
Espécies de Euphorbia

Feijao guandu (Cajanus flavus)
Jilé (Solanum gilo)

Laranja (Citrus aurantium)
Leguminosas

Maca (Malus sp.)

Mandioca (Manihot palmata; M.
esculenta)

Manga (Mangifera indica)
Milho (Zea mays)

Palmeira

Péssego (Prunus persica)
Pitanga (Eugenia spp.)
Roma (Punica granatum)
Tangerina (Citrus reticulata)

Tomate (Solanum lycopersicum)

Trifolium glomeratum
Urucum (Bixa orellana)

Uva (Vitis vinifera)

Cavazzana et al. 19

Conchon et al. 27

Stahel 122; Felts 44

Conchon et al. 27

Conchon et al. 27
Sanchez-Moreno et al. 199
Sanchez-Moreno et al. 110
Parthasarathy et al. 99

Attias e De Souza ¢; Fiorini et al. 49
Cavazzana et al. 19

Fiorini et al. 47

Fiorini et al. 48, Carrara et al. 16
Itow-Jankevicius et al. 61
Cavazzana et al. 20

Aragdo 5, Vainstein et al. 135

Sanchez-Moreno et al. 199
Itow-Jankevicius et al. 58
Dollet et al. 35

Conchon et al. 27
Cavazzana et al. 21
Catarino et al. 18
Conchon et al. 27

Gibbs 51; Fiorini et al. 47, 49; Jankevicius et al.%?;
Sanchez-Moreno et al. 110

Sanchez-Moreno et al. 109
Almeida et al. 3

Carrara et al. 1©

Um grande numero de genes correspondentes a enzimas do metabolismo de

carboidratos foi detectado no genoma de Phytomonas spp.77: 78 98, 106 Corroborando
esses dados, altas taxas de transporte de glicose e frutose foram detectadas em
Phytomonas Jma isolada do latex de Jatropha macrantha (Euphorbiaceae) 4.
Entretanto, somente uma ORF (Open Reading Frame) com homologia ao gene que

codifica GT2, uma proteina transportadora de acucar, de tripanossomatideos de
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mamiferos foi detectado nos genomas de Phytomonas HART1 isolada de coqueiro
com Hartrot e Phytomonas EM1 isolada do latex de Euphorbia sp. 1. Como em
outros tripanossomatideos, a glicose é degradada pela via de Embden-Meyerhof, na
qual as primeiras reacoes ocorrem nos glicossomas !12. A mitocondria de
Phytomonas spp. nao contém um ciclo de Krebs funcional 25 112 e genes que
codificam citocromo c oxidase e redutase, e citocromo b (CyB) ndo foram detectados
nos maxicirculos do kDNA desse tripanossomatideo 89 91, 106, Contudo, o consumo
de oxigénio € inibido por acido salicil hidroxamico (SHAM), indicando a presenca de
uma ubiquinol-oxigénio oxiredutase, também conhecida como terminal oxidase
alternativa 112, 136, Dessa forma, espécies de Phytomonas, assim como formas
sanguineas de Trypanosoma brucei (agente etiologico da tripanossomiase africana),
utilizam a via glicolitica para suprir suas necessidades energéticas e o NADH pode
ser oxidado na mitocondria por mecanismo dependente das enzimas glicerol-3-
fosfato  desidrogenase  NAD-dependente  glicossomal e  glicerol-3-fosfato
desidrogenase FAD-dependente mitocondrial 1°.

O genoma de Phytomonas sp. pode variar de 18,7 a 27,5 Mb de DNA
distribuidas entre 7 a 21 cromossomas com tamanhos variando entre 0,3 e 3
Mb77.78,106, Poucos genes parecem ser exclusivos de determinadas espécies, apesar
da grande variabilidade de hospedeiros. Além disso, a sintenia da maioria desses
genes € bastante conservada, e aqueles que codificam enzimas do metabolismo
apresentam-se como coOpia Unica. No genoma dos tripanossomatideos patogénicos
para mamiferos, foi observada uma grande unidade policistronica central que
contém genes bastante conservados em sintenia. Nestes parasitos, genes paralogos
e componentes de familias génicas sdo predominantes, e genes copia Unica parecem
ocorrer em frequéncia relativamente pequena 43, 106,

Como mencionado anteriormente, o genoma dos tripanossomatideos é
organizado em longas unidades policistronicas, contendo varios genes em tandem
separados por regides intergénicas curtas ¢+ 97. Com poucas excecoes, esses genes
nao contém intron 100. 106 Apgs a transcricao, os pré-RNAs mensageiros (mRNAs)
policistronicos sdao processados por duas reacoes de clivagem, uma associada ao
trans-splicing e outra a poliadenilacao, originando mRNAs monocistronicos. Embora
haja certa controvérsia com relacao a hierarquia desses eventos, varias evidéncias
sugerem que ambas as reacoes estdo acopladas 8 71, 82, O processamento da
extremidade 5’ do mRNA é realizado pela reacao de trans-splicing 73. 93, 126, Este
mecanismo envolve a transferéncia de uma sequéncia contendo 39 nucleotideos,

denominada spliced leader (SL) ou mini-exon, presente na extremidade 5’ do SL-
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RNA (que em Phytomonas spp. corresponde a um transcrito de aproximadamente
100 nucleotideos 93). Como no cis-splicing, o dinucleotideo AG, o qual é precedido
por um motivo rico em polipirimidina (com cerca de 8 a 25 nucleotideos), € o sitio
aceptor do trans-splicing 58 73.

O mini-exon, com propriedades similares ao “cap” encontrado em mRNAs de
outros eucariotos, contém uma modificacdo na extremidade 5’ que consiste de um
residuo de 7-metilguanosina seguido dos quatro nucleotideos metilados (“cap4”:
m’GpppAmMAMCmUm - 7-metil-guanosina-ppp-Né, N¢, 2’ - O-trimetiladenosina -p-
2’-O-metil-adenosina —p-2’-O-metilcitosina -p-N3,2’-O-dimetiluridina) 101.

A adicao da cauda poliadenilada é essencial para o processamento completo
do mRNA. Em tripanossomatideos nao ha uma sequéncia sinal consenso conhecida
para poliadenilacdo. Evidéncias sugerem que a reacao ocorra dentro de uma regiao
curta localizada a montante (cerca de 100 a 400 nucleotideos) do motivo de
polipirimidinas 82.

O kDNA representa aproximadamente 30% do total de DNA de Phytomonas
spp. 198 e € constituido por moléculas organizadas em mini (1,45 kb) e maxicirculos
(31 kb) concatenados e associados as proteinas 79. Os maxicirculos assemelham-se
em funcdo ao DNA mitocondrial encontrado em outros organismos, ou seja,
codificam para RNA ribossomais e um pequeno numero de proteinas que estao
envolvidas principalmente no metabolismo energético da mitocondria !18. Em
Phytomonas spp., genes que codificam varias subunidades de NADH desidrogenase,
subunidade 6 de ATPase, RNA ribossomais e varias proteinas com funcoes
desconhecidas estdo presentes e sao ativamente transcritos. Contudo, como
mencionado anteriormente, os genes que codificam para citocromo c oxidase e
redutase, e citocromo b estdo ausentes dos maxicirculos desses parasitas 80,91, 106,

A expressao dos genes presentes nos maxicirculos é um processo complexo.
A maturacdo do mRNA ocorre por um processo poés-transcricional denominado
edicio do RNA e em tripanossomatideos envolve a insercdo e, com menor
frequéncia, delecao de uridinas em uma determinada posicdo nos transcritos
primarios 123. A reacao de edicdo do RNA conduz a formacao de cédons de iniciacdo
e terminacdo da traducao, a correcao da fase aberta de leitura, ou mesmo a criacao
de uma fase de leitura completa, garantindo a producao de uma proteina funcional.
Os minicirculos, por sua vez, codificam para pequenos RNAs guias, que controlam a

especificidade do processo de edicao do RNA 118,

2.1 Phytomonas serpens
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P. serpens é um parasito isolado do tomate 62 e facilmente cultivado em meio
complexo GYPMI (Glucose Yeast Phosphate Meat Infusion) 0. Diferente de outros
tripanossomatideos2428, estes parasitos ndo requerem heme para sua
sobrevivéncia®’. Esta molécula é um importante cofator de proteinas essenciais
para diversos processos celulares 84. De fato, P. serpens 9T nao apresenta a maioria
das hemeproteinas, ndo requerendo heme para o transporte de elétrons na cadeia
respiratoria, resposta ao estresse oxidativo e dessaturacdo de acidos graxos.
Embora apresente a enzima lanosterol 14-alfa demetilase, uma hemeproteina
envolvida na biossintese do ergosterol, em auséncia de heme no meio de
crescimento, estes parasitos sdo capazes de incorporar o precursor lanosterol
exogeno em suas membranas celulares 67.

Esses tripanossomatideos de plantas podem apresentar tamanhos variados
de acordo com o local do parasitismo no hospedeiro. Assim, formas promastigotas
isoladas do intestino do inseto vetor apresentam tamanho entre 4,1 e 16 um de
comprimento; dos tibulos de Malpighi, 5,6 um e das glandulas salivares entre 5,7,
24 e 80 um. Na fase de crescimento exponencial em cultura axénica foram
observadas, predominantemente, formas com 10 um de comprimento, alongadas e
sem torcoes no corpo, € na fase estacionaria, formas promastigotas de 60 um (sem
levar em consideracao o flagelo) exibindo tor¢coes do corpo 4 62.

Jankevicius e colaboradores 62 determinaram o ciclo biolégico de P. serpens
utilizando tomate (Solanum lycopersicum) experimentalmente infectado e os insetos
fitofagos Phthia picta e Nezara viridula. Os insetos alimentam-se dos frutos
parasitados, tornando-se infectados pela via digestiva. Formas promastigotas do
parasito colonizam o trato digestivo dos insetos, atravessam a barreira intestinal e
atingem a face externa das glandulas salivares pela hemolinfa. Uma vez ligados a
essa superficie, esses tripanossomatideos atravessam o epitélio, alcancam o limen
da glandula e sao inoculados em frutos maduros através da saliva no momento da
picada. Nestes hospedeiros, os tripanossomatideos permanecem concentrados no
local de inoculacao.

A infeccao induz a ativacao da resposta celular do inseto Oncopeltus fasciatus
(um modelo experimental de P. serpens), caracterizada pelo aumento no nuimero de
hemocitos circulantes. Estas células formam nodulos (multiplos agregados
celulares) que envolvem as formas promastigotas. Os parasitos sao fagocitados
pelos hemocitos, localizando-se no interior de vacuolos do tipo-parasitoforo e se
multiplicam ativamente. Aproximadamente 6 horas pos-infeccdo, formas

promastigotas podem ser detectadas na face externa das glandulas salivares 4.
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A ligacao de P. serpens com a glandula salivar do inseto constitui-se em um
evento importante para a transmissdo do tripanossomatideo para a planta
hospedeira. Uma metaloprotease [polipeptideo de 63 kDa que apresenta
similaridade antigénica com a glicoproteina 63 (gp63) de Leishmania spp.] 2° e duas
cisteina-proteases 41, 113 (polipeptideos de 38 e 40 kDa que apresentam similaridade
antigénica com cruzipaina, a principal cisteina protease de Trypanosoma cruzi 22:115,
o agente etiologico da doenca de Chagas 23) presentes na superficie de formas
promastigostas de P. serpens parecem ser importantes para o processo de adesao a
glandula salivar do inseto. Anticorpos anti-gp63 de Leishmania amazonensis, bem
como inibidores de cisteina-proteases ou anticorpos anti-cruzipaina inibem
parcialmente a ligacdo do parasito a glandula salivar de O. fasciatus 29 41, 113, Por
outro lado, um polipeptideo com cerca de 130 kDa (apresenta similaridade com a
subunidade beta3 da laminina de humanos) presente na glandula salivar deste
inseto parece mediar a ligacdo com P. serpens 3!.

Monossacarideos como arabinose, manose e galactose, assim como D-N-
acetilglucosamina e D-N-acetilgalactose estdo presentes na superficie celular do
parasito 1. 99, podendo ter um efetivo papel na interacdo com a planta hospedeira 50.
Sialoglicomoléculas também ja foram detectadas na superficie de Phytomonas (P.
serpens 9T, P. francgai, P. mcgheei, Phytomonas spp.) !20. A presenca destas
moléculas tem sido correlacionada a importantes processos biologicos e patogénicos
que envolvem interacdo célula-célula em diferentes organismos. Quando expostas
na superficie celular, sialoglicomoléculas podem mascarar ou servir de sitios de
reconhecimento/ligacdo entre células 65.

Os estudos sobre a biologia molecular de Phytomonas spp. tém sido
direcionados para taxonomia e identificacdo das espécies 12, 45, 76, 116, 117, 125, 130, 132,
Dessa forma, poucos genes desses tripanossomatideos tém sido caracterizados até o
momento. Pappas e colaboradores 98 obtiveram 2190 sequéncias nucleotidicas a
partir de uma biblioteca de cDNA de P. serpens 10T isolada de tomate. Essas
sequéncias resultaram em 697 grupamentos, sendo 452 singletons (sequéncias
unicas) e 245 contigs (sequéncias multiplas) que foram categorizadas de acordo com
a funcao, baseando-se no banco de dados KOG (eukaryotic orthologous groups).
Assim, 39,6% das sequéncias geradas mostraram similaridade as proteinas que
participam do processo de traducdo e biogénese, bem como na formacao dos
ribossomas.

Sequéncias nucleotidicas similares ao gene que codifica uma proteina ligante

de Ca2* flagelar (FCaBP - flagellar calcium-binding protein) com massa molecular de
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24 kDa de T. cruzi foram detectadas em varios tripanossomatideos, inclusive P.
serpens 75. Esta proteina € altamente imunogénica e tem sido utilizada como
antigeno para reacoes imunologicas visando diagnostico 52 133 e monitorar pacientes
em tratamento da doenca de Chagas ¢8.

Arginina quinase de P. serpens, um polipeptideo de cerca de 40 kDa,
apresenta 72% de similaridade na sequéncia de aminoacidos com a proteina
homoéloga de T. cruzi 5. Este polipeptideo catalisa a reacdo reversivel de trans-
fosforilacao entre N-fosfo-L-arginina e ATP na via de biossintese de fosfoarginina.
Embora amplamente distribuida entre diferentes organismos, esta enzima nao foi

detectada em vertebrados 42 e em espécies dos géneros Leishmania e Crithidia 15.

3. Reatividade imunoldgica cruzada entre Phytomonas serpens e

Trypanosoma cruzi

Em 1926, Noguchi 92 realizou testes sorologicos com o objetivo de diferenciar
tripanossomatideos de insetos, do género Herpetomonas, e varias espécies de
Leishmania. Os resultados mostraram uma série de reacdes cruzadas entre os
diferentes isolados analisados. Desde entdo, varios autores tém mostrado a
presenca de reatividade antigénica cruzada entre diferentes espécies de
tripanossomatideos 9. 29, 39, 41, 46, 53, 54, 74, 103, 113, 114, 121,

Souza e colaboradores 121 imunizaram camundongos com
tripanossomatideos de insetos do género Leptomonas e posteriormente infectaram
com doses letais de tripomastigotas de T. cruzi. Foi observada uma protecao parcial
dos animais imunizados com reducao de tripomastigotas sanguineos e um aumento
significativo da sobrevida quando comparados aos controles nao imunizados.

A presenca das cisteina-proteases de 38 e 40 kDa de P. serpens foi detectada
utilizando-se anticorpos policlonais contra cruzipaina 113 114, Em estratégia similar,
D’Avila-Levy e colaboradores 29 114 detectaram, por meio de anticorpos policlonais
contra a gp63 de L. amazonensis, opolipeptideo de 60 kDa com atividade de
metalopeptidase no sobrenadante de formas promastigotas de P. serpens tratadas
com fosfolipase C.

Varios autores utilizaram soro de pacientes com doenca de Chagas para
detectar antigenos comuns entre T. cruzi e tripanossomatideos monoxénicos 39 74, 88,
Lopes e colaboradores 74 mostraram por meio de reacées de imunofluorescéncia,

fixacao de complemento e aglutinacdo direta que antigenos provenientes de
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diferentes tripanossomatideos inferiores reagem com soro desses pacientes.
Antigenos de Herpetomonas muscarum muscarum apresentaram 100% de
reatividade. Monteon e colaboradores 8 mostraram por meio de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) que antigenos de Crithidia luciliae apresentam alta
reatividade com soro de pacientes com doenca de Chagas. Elias e colaboradores 40
mostraram por meio de ELISA e citometria de fluxo que anticorpos presentes no
soro de pacientes com Doenca de Chagas também reconhecem as cisteina-
proteases de 38 e 40 kDa presentes tanto na superficie quanto no citoplasma de
formas promastigotas de P. serpens.

A ocorréncia de antigenos comuns entre T. cruzi e P. serpens 15T, um isolado
do tomate, tem sido alvo de estudo por nosso grupo de pesquisa. Linfécitos de
camundongos BALB/c previamente imunizados com P. serpens 15T mostraram um
elevado indice de linfoproliferacdo quando incubados em presenca de antigenos de
T. cruzi 53. Também foi mostrado, por meio de imunofluorescéncia indireta, que soro
de pacientes com doenca de Chagas apresenta uma forte reatividade com P. serpens
15T. Camundongos BALB/c imunizados previamente com P. serpens, por via oral, e
posteriormente desafiados com um inoculo letal de formas sanguineas de T. cruzi,
apresentaram aumento da sobrevida e diminuicdo de tripomastigotas sanguineos
significativos quando comparados com os controles ndo imunizados 9. Essa
protecao parece ser dependente da producdo de oxido nitrico, uma vez que
camundongos deficientes de o6xido nitrico sintase indutivel apresentaram maior
parasitemia e elevada taxa de mortalidade quando comparados com animais
normais. A imunizacido com P. serpens nao foi capaz de gerar qualquer tipo de
reacdo inflamatéria no tecido cardiaco, como ocorre com a inoculacado de proteinas
isoladas de T. cruzi 103. Além disso, previne a trombocitopenia e leucopenia
resultantes da infeccao experimental de camundongos C57BL/6 com T. cruzi 30.

Uma analise proteémica de P. serpens 15T utilizando soro de pacientes
cronicos com a doenca de Chagas foi realizada pelo nosso grupo de pesquisa com o
objetivo de selecionar proteinas que podem participar da reatividade antigénica com
T. cruzi. Neste sentido foi realizada uma eletroforese em gel bidimensional (2-DE) de
extrato proteico total de P. serpens 15T e trinta e um peptideos do parasito
reconhecidos pelo soro foram analisados por espectrometria de massa (MS/MS). Os
peptideos identificados foram agrupados em categorias funcionais e a maioria
participa do metabolismo celular 54.

Calmodulina (CAM), uma proteina ligante de Ca?2+*, foi identificada entre os

peptideos analisados. Este polipeptideo de aproximadamente 17 kDa apresenta
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95% de similaridade na sequéncia de aminoacidos com a proteina homoéloga de T.
cruzi 33. CAM é uma molécula sensora de calcio multifuncional, que participa de
diversos processos celulares, modulando a atividade de diferentes proteinas. Em T.
cruzi, essa proteina parece estar envolvida no movimento flagelar 9% 107 e
diferenciacao celular 70, 95,

A ocorréncia de relacdo antigénica, bem como presenca de vias metabodlicas
comuns entre T. cruzi e P. serpens, aliado ao fato de que esses parasitas de vegetais
nao se desenvolvem a 37 °C, multiplicam-se rapidamente e sao facilmente
cultivados in vitro 34, sdo lisados pelo sistema complemento e induzem uma
resposta imune especifica implica em varios aspectos de interesse pratico, tais
como: obtencao e utilizacdo de antigenos de microrganismos inécuos ao homem
para diagnostico imunologico da doenca de Chagas, bem como o desenvolvimento
de novas estratégias de imunizacao contra a infeccao por T. cruzi; estudos de novos
alvos para desenvolvimento de antimicrobianos para o tratamento de doencas
humanas e de plantas; utilizacdo como sistema de expressao heterdloga de
proteinas funcionais de tripanossomatideos; e estudos da biologia e fisiologia de

tripanossomatideos 63, 85,
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1. Introducao

Os rotavirus (RV) sao os mais importantes agentes virais causadores de
gastroenterite em criancas e animais jovens. Estima-se que sejam responsaveis por
440.000 mortes de criancas anualmente, especialmente nos paises em
desenvolvimento 38.Foram descritos, inicialmente, no principio da década de 60 por
Adams e Kraft ! que observaram, por microscopia eletronica (ME), particulas virais
em biopsia intestinal de camundongos jovens com diarreia, denominando-as de
EDIM (Epizootic Diarrhea of Infant Mice). Durante as décadas de 60 e 70 varios virus
semelhantes foram descritos em outros animais e em humanos. Foi observado que
todos estes agentes, até entdo descritos, possuiam o mesmo aspecto morfologico a
ME e compartilhavam as mesmas caracteristicas antigénicas. O nome rotavirus
(rota do latim, roda) foi proposto por Flewett et al. 19, devido ao aspecto de roda de
carroca da particula viral (Figura 1). Em 1979, o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus classificou estes virus como pertencentes ao entao novo género

Rotavirus dentro da familia Reoviridae 34.

Figura 1. Eletromicrografia de particulas de RV
humanos (amostra HL141) por contraste negativo 37.

Barra: 100 nm.
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Os RV sao virus nao envelopados, de duplo capsideo e que tém cerca de 70
nm de diametro (Figura 2). O genoma viral é constituido de 11 segmentos de RNA
de fita-dupla (RNAfd). Cada segmento genémico € monocistronico, exceto o décimo

primeiro que codifica duas proteinas “!.

— VB2 s
e VP4 \
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g N
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida do genoma RNAdf dos rotavirus, suas
respectivas proteinas e representacao esquematica do virus 15.

A replicacdao viral ocorre exclusivamente no citoplasma e ao todo sao
transcritas 12 proteinas, sendo 6 estruturais (VP1, 2, 3, 4, 6 e 7) e seis nao
estruturais (NSP 1 a 6). O cerne viral é formado pelas proteinas VP1, uma
transcriptase com massa molecular (MM) de 125 kDa, VP2, que tem atividade de
ligacao inespecifica ao RNA com 94 kDa e VP3, com atividade de guanililtransferase
com 88 kDa 15. A camada mais externa do cerne € recoberta pela VP6 com 41 kDa,
que constitui 51% das proteinas virais, e € antigeno determinante de grupo e
subgrupo sorologico 35. O capsideo externo é formado pelas proteinas VP4 e VP7. A
VP4 se projeta na superficie do virus sob a forma de 60 espiculas e com 88 kDa, é
clivada por proteases, como a tripsina, dando origem a VP5* e VP8*, com 60 kDa e
28 kDa, respectivamente. A VP4 ainda é determinante de sorotipo P (Protease
sensivel) e esta envolvida em diversas propriedades como restricao do crescimento
em cultura de células, aumento da infecciosidade pelo tratamento com protease,
formacao do plaque, hemaglutinacdo em algumas cepas e ligacdo a célula
hospedeira 31. A VP7 € uma proteina glicosilada de 38 kDa, que forma a superficie
lisa da particula; é determinante de sorotipo G (Glicosilada); foi demonstrado que
ela pode modular a VP4 na ligacao a receptores, além de interagir com moléculas da

superficie celular apos ligacdo inicial da VP4 5. 15,25,
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2. Ciclo replicativo

Os RV tém um tropismo celular muito especifico, eles infectam somente
enterocitos do topo da vilosidade intestinal e, in vitro, ligam-se a varias linhagens
celulares, mas infectam somente as de origem intestinal ou epitelial 5. A replicacao
ocorre exclusivamente no citoplasma e esta representada abaixo (Figura 3). Os
primeiros estudos demonstraram, pela ME, que a entrada do RV ocorria através de
vesiculas, por endocitose. Entretanto, esta hipotese nao foi sustentada porque o uso
de substancias que bloqueiam a endocitose nao interferia na infeccao e somente
particulas tratadas com tripsina eram infecciosas 15. A tripsina aumenta a
infecciosidade e provavelmente a maioria das cepas de RV é dependente de tripsina.
A tripsina nao interfere na ligacdo do virus, mas aumenta a capacidade de
penetracao na célula 15.

A entrada do virus na célula € mediada pelas proteinas do capsideo externo
VP4 e VP7 e os receptores celulares ainda sao pouco conhecidos. Em geral, é aceito
que o acido N-acetilneuraminico ou, simplesmente, acido sialico (Sia) € o receptor
celular para algumas cepas de RV. Sugere-se que a porcao VP8* da VP4 interaja
primeiro com um receptor que contenha Sia. Alternativamente, os gangliosideos
GM1, GM2 e GM3 sao implicados como possiveis receptores 23. Apos interacao
inicial da VP8*, a VP5* se ligaria a um pos-receptor independente de Sia,
provavelmente, as integrinas asp: e a4p:. Muitas cepas animais e a maioria das
cepas isoladas de humanos sao independentes de Sia, e, provavelmente, utilizam
estas integrinas como receptores celulares 5 30. Foi demonstrado que a VP7 também
medeia a interacdo dos RV com integrinas avfs e ax323%49. A Hsc 70, um membro
da familia Hsp70 (Heat shock protein) das chaperonas, também é implicada como
pos-receptor para os RV. Anticorpos contra Hsc 70 ou a incubacao do RV com esta
proteina inibem a infeccdo do virus sem alterar a sua ligacdo nas células
susceptiveis. Os gangliosideos, integrinas e Hsc 70 sdo organizados na membrana
da célula em microdominios lipidicos 30. Estes microdominios lipidicos seriam
“plataformas” para os RV entrarem nas células. O tratamento de células com
substancias que sequestram colesterol da membrana torna a célula refrataria a
infeccao pelos RV 32. Independente dos receptores usados, a interacdo virus-
receptor promove alteracdes conformacionais nas proteinas virais que levam a

entrada na célula e a perda do capsideo externo.
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Figura 3. Ciclo replicativo do rotavirus mostrando as vias propostas de entrada do virus na
célula. a) desnudamendo da particula de tripla camada; b) particula subviral onde é
transcrito o RNAm; c) traducao das proteinas; d) montagem das particulas no viroplasma; e)
transporte para o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) com aquisicdo transitéria de
envelope; f) liberacao da progénie viral 15.

Durante a penetracdo do RV na célula hospedeira, o capsideo externo é
perdido, e o cerne permanece intacto como uma particula ativa que sintetiza RNA
mensageiro viral (RNAm). Os RNAm sao traduzidos por ribossomos livres no
citoplasma, exceto os RNAm das proteinas VP7 e NSP4 que sao glicosiladas e, por
isso, sao traduzidos no reticulo endoplasmatico rugoso (RER). As proteinas virais
VP1, 2, 3, 6, NSP2, 5, 6 e o RNAm sdo transportados para o interior de vesiculas,
conhecidas como viroplasma, onde as particulas virais sdao montadas e ocorre a
transcricdo da fita complementar do genoma RNAdf. As particulas migram do
viroplasma para o RER, momento em que ganham um envelope transitorio que é
perdido depois que a VP4 e VP7 sao “montadas”, com o auxilio da NSP4, na camada
externa do virus e a progénie liberada por lise celular ou por vesiculas através da

membrana 15.
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3. Classificacao

Os RV possuem trés importantes especificidades antigénicas: grupo,
subgrupo e sorotipo. Os grupos sao determinados por especificidade sorologica da
VP6, sendo sete os grupos, nomeados de A até G. O grupo A ainda pode ser
subdividido em dois subgrupos, I e II, também determinados pela VP6 15,

Os RV do grupo A, os mais frequentes em humanos, possuem um sistema de
classificacao binario, semelhante ao do virus influenza. As proteinas do capsideo
externo, VP7 e VP4, induzem a formacado de anticorpos neutralizantes e permitem
diferenciar sorotipos de VP7, ou sorotipos G (Glicoproteina), e da VP4, ou sorotipos
P (Protease sensivel). Sdo 16 sorotipos G e 15 sorotipos P. Os loci gendémicos de VP7
e VP4, ainda permitem classificar os RV em genotipos G e P. Sdao 16 genétipos G
completamente relacionados com os sorotipos G, e por outro lado, existem 28
genotipos P nao relacionados com os sorotipos P13, 15,22,

Além da sorologia e genotipagem, a eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) do RNAfd gendmico, também €& usada para caracterizar os RV. Os 11
segmentos tém MM que variam de 667 pares de base (pb) a 3.3 kpb e sao
enumerados de 1 a 11, segundo a ordem de migracao no gel (Figura 2). Estes
segmentos migram em quatro grupos, sendo o primeiro que contém os quatro
primeiros segmentos de maior MM, o segundo grupo, com os segmentos 5 e 6, o
terceiro grupo com os segmentos 7 a 9, e o quarto grupo, com os segmentos 10 e
11, de menor MM. A maioria das cepas de RV do grupo A tem perfil eletroforético
4:2:3:2 e ainda pode ser subdividida em dois perfis, curto e longo, que sao
determinados pela velocidade de migracdo dos segmentos 10 e 11, em relacao aos
demais segmentos. A maioria das cepas do subgrupo sorologico I tem perfil
eletroforético curto e do subgrupo II € de perfil longo 15.

Pela eletroferotipagem é possivel fazer o diagnostico, detectar infeccoes

mistas, infeccoes interespécie, recombinacoes e rearranjos no genoma viral 27, 42,

4. Epidemiologia

A gastroenterite por RV é mais comum em criancas com idade entre seis e
vinte quatro meses. No mundo, estima-se que 95 % das criancas até os cinco anos
de idade serao infectadas, pelo menos uma vez 38. Abaixo dos seis meses as
criancas estdo menos sujeitas a desenvolver diarreia, provavelmente, pela protecao

conferida pela amamentacdo ou pelo epitélio intestinal ainda imaturo 8. Infeccoes
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subsequentes conferem protecdo aos sintomas da diarreia, por este motivo, a
diarreia por RV é menos frequente em criancas maiores que cinco anos 48. As
infeccoes em adultos sado geralmente subclinicas, ocasionalmente, ocorre diarreia
em pais de criancas infectadas, pacientes imunocomprometidos, idosos e
viajantes40.

Uma das propriedades epidemiolégicas mais salientes da diarreia por RV € a
sazonalidade. Nos paises de clima temperado sao observados picos durante o
inverno, enquanto que no verdao, os casos sao menos frequentes. Nos paises de
clima tropical, a doenca ocorre quase o ano todo, embora possam ocorrer picos nos
meses de clima mais frio em determinadas regides 4.

A via de transmissado é fecal-oral, porém, mesmo em paises com padrao
s6cioeconomico elevado os rotavirus ainda sdo a maior causa de hospitalizacdo
infantil associada a diarreia. Por isso, outras vias de transmissdo podem estar
envolvidas 18.

Durante a fase aguda, as criancas infectadas excretam mais de 100 bilhdes
de particulas por grama de fezes. A excrecao do virus pode comecar antes do inicio
dos sintomas e persistir por até 10 dias 6. O virus é altamente contagioso e
infeccioso em baixas doses, além de ser estavel nas fezes por meses 18 43. Todas
essas propriedades conferem ao virus uma alta taxa de morbidade mundial.

A maioria das infeccoes em humanos € causada pelos RV do grupo A. Os RV
do grupo B causaram grandes epidemias de diarreia em adultos na China na
década de 80, acometendo mais de um milhédo de pessoas e foi detectado em casos
esporadicos de diarreia aguda em adultos e criancas na India, durante 1997 a
200145. O grupo C foi detectado, inicialmente, em suinos em 1980 e hoje €
encontrado em surtos esporadicos de diarreia em adultos e criancas em varios
paises do mundo, inclusive no Brasil, onde ja foi detectado no Rio de Janeiro,
Belém, Sao Paulo, Goidania e Londrina 47. Os demais grupos foram encontrados
somente em animais 25.

Ainda com relacao ao grupo A, onze sorotipos P e dez sorotipos G tém sido
detectados em humanos. Entretanto, no mundo, 96% das infeccoes sao provocadas
por quatro cepas: G1, G3 e G4, combinados com P1A[8] e G2, combinado com
P1BJ4]. A distribuicdo das cepas pode variar a cada ano de acordo com os aspectos
temporais e locais. A cepa mais frequentemente detectada mundialmente é P[8]G1,

mas, na India, por exemplo, os sorotipos G9 e G2 sdo os mais prevalentes 2:24.36,
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5. Diagnoéstico laboratorial

As fezes do primeiro ao quarto dia de diarreia sao ideais para deteccdo do
virus, mas em alguns casos a eliminacao de particulas virais pode persistir por até
trés semanas. A ME foi a primeira técnica usada para diagnoéstico e ainda € muito
empregada devido a sua especificidade e rapidez. Com o auxilio da ME é possivel
detectar os RV em 80% a 90% das fezes de individuos infectados 25.

A deteccao de antigenos virais nas fezes por imunoensaio enzimatico (IE) é
uma das técnicas mais difundidas. E altamente sensivel e nido necessita de
equipamentos especializados, além de possuir controle interno contra reacoes
cruzadas. Atualmente existem kits de IE para deteccao de RV dos Grupos B e C 25.
Outras técnicas como a aglutinacdo de latex e imunocromatografia também sao
usadas no diagnoéstico; elas permitem a deteccao de cepas circulantes, do grupo A,
e possuem sensibilidade semelhante ao IE, além de serem rapidas e de simples
execucao 3640, A deteccao do RNA viral por EGPA, hibridacdo do RNA viral com
sondas e a reacao em cadeia da polimerase associada a trancriptase reversa (RT-
PCR) sao provas moleculares também empregadas para o diagnostico e
caracterizacao dos rotavirus. A hibridacdo € 10 a 100 vezes mais sensivel que o IE.
A RT-PCR é 5.000 e 100.000 vezes mais sensivel que a hibridacdo e a EGPA,
respectivamente 25.

Também € possivel isolar os RV em culturas de células. O isolamento permite
desde a sorotipagem, utilizando testes de neutralizacdo, a adaptacdao de cepa para
varios estudos. As linhagens celulares mais empregadas sdao as de origem renais de
macaco, MA-104 e LLC-MKj3, e de carcinoma de célon intestinal humano, Caco-2. O
efeito citopatico do virus em MA-104 é bem caracteristico, com aumento de
refringéncia, seguido de reducao do volume citoplasmatico, com formacao de

grumos celulares e células repuxadas, com distribuicao focal 16, 29,

6. Imunidade

Os anticorpos do soro e do lumen intestinal desempenham um papel
importante tanto na protecao a infeccdo quanto no desenvolvimento de diarreia por
RV. Em criancas menores de 18 meses, a pré-existéncia de IgA anti-RV nas fezes
em titulo maior que 1:20 e 1:80, confere protecao contra diarreia e a infeccao,
respectivamente 33. Da mesma maneira, anticorpos IgA e IgG anti-rotavirus no soro

também estao relacionados com a protecdo a infeccao e doenca 33.
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A infeccao natural ou a vacinacao conferem protecdo cruzada a outras cepas
de RV. Voluntarios infectados com o RV humano sorotipo G1 foram protegidos da
diarreia pela pré-existéncia de anticorpos contra o sorotipo G2. Ainda neste estudo,
os pacientes que tiveram diarreia desenvolveram anticorpos neutralizantes séricos
contra a cepa administrada e também contra os sorotipos G2 e G6 26. A protecao
contra a reinfeccao é conferida, principalmente, por anticorpos anti-VP4 e VP7. As
cepas homologas sao mais potentes que as cepas heterologas para induzir resposta
humoral local contra a reinfeccdo. A importancia dos anticorpos homologos e
heterdlogos também é sustentada por estudos em suinos, camundongos, coelhos e
bois 25.

As VP4 e VP7 induzem, de maneira independente, a formacado de anticorpos
neutralizantes. Como consequéncia, cada uma dessas proteinas do capsideo
externo desempenha um papel na protecao a doenca. Até o momento, nao se sabe
qual a proteina de superficie e que regiao desta proteina € mais eficiente na inducao
de imunidade protetora. Anticorpos IgA anti-VP6 também inativam os RV
intracelulares, durante o processo de transcitose da IgA 25.

A imunidade celular também tem sido estudada na infeccdo pelo RV, em
modelos animais e humanos. A maioria dos estudos é desenvolvida em
camundongos e aponta para a importancia dos linfécitos T CD8* e resposta MHC
classe 1. Apos a primeira infeccao, os linfécitos T CD8* conferem protecao contra a
reinfeccao por duas semanas. Esta protecao vai diminuindo com o passar do tempo

e pode durar até oito meses 25.

7. Vacina

A infeccao natural por RV nao confere protecdo completa contra a reinfeccao
ou diarreia leve, portanto, a vacina € fundamental para protecdo. O objetivo de uma
vacina deve ser a prevencao da diarreia por RV durante os dois primeiros anos de
vida, periodo que esse quadro clinico € mais sério 25. As primeiras cepas candidatas
a vacina, derivadas do RV bovino (RIT 4237 e WC3), atenuadas em cultura de
células, foram desenvolvidas e testadas na década de 80. Estas vacinas,
administradas por via oral, foram testadas em varios paises, e apresentaram
modesta eficacia contra a diarreia leve, porém, eficazes na diarreia severa. Apesar
dos esforcos, estas vacinas foram abandonadas apds insucessos em varios
paises8?21.38, Seguiu-se ao desenvolvimento de outra vacina, semelhante a RIT e

WC3, derivada da cepa de RV simio, RRV, também atenuada em cultura de células.
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A RRV também apresentou resultados variaveis dependendo, em parte, dos
sorotipos circulantes nos locais de testes. Esta foi, posteriormente, modificada por
recombinacdo (Figura 4), com a adicdo de outros trés sorotipos humanos mais

comuns, G1, G2 e G4, criando a RRV-TV (Rhesus Rotavirus Tetravalent Vacine) 38.

Figura 4. Desenvolvimento da vacina

recombinante RRV-TV. O RV simio cepa RRV

, sorotipo G3 é cultivado com os RV humanos (HRV)
@ HU-GZH‘, TR cepas: D sorotipo G1, DS1 sorotipo G2 e ST3
" 4 sorotipo G4, produzindo recombinantes RRV x

HRV. Cada particula recombinante possui o gene

' . . . da VP 7 dos respectivos HRV e os outros 10
RRY G1 RRY G20 RRY G3 RRV G4
- segmentos do RRV. Modificado de Parashar et al.s6

A RRV-TV foi eficaz em testes em varios paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, demonstrando alto nivel de protecdo (>90%) contra diarreia
several8. Finalmente, em 1998, foi licenciada nos EUA, com o nome de Rotashield.
Esta vacina chegou a ser testada no Brasil, mas um ano apés o licenciamento nos
EUA, a vacina foi associada a 15 casos de intussuscepcdo tendo sido reprovada e
nao mais recomendada !1. 28, Atualmente, pretende-se reintroduzir a vacina 8 21, 38,
Em 2000, foi licenciada na China uma vacina monovalente derivada de RV de
carneiro cepa LLR sorotipo G10. Embora nao faca parte do calendario chinés de
imunizacoes, esta vacina € usada em varias regidoes daquele pais 21.

Duas novas vacinas foram recentemente desenvolvidas com metodologias
diferentes. A Rotateq, uma vacina oral constituida de cinco cepas recombinantes do
RV bovino, WC3, com RV humanos sorotipos G1 a G4 e G6 P 1A. Estes sdo os
sorotipos mais comuns no mundo e testes demonstraram seguranca e alta
eficiéncia, protegendo contra 74% dos casos de diarreia 14 21. A outra vacina
desenvolvida foi a Rotarix, uma vacina monovalente de RV humano sorotipo G1, o
mais frequente no mundo. Esta vacina apresentou boa seguranca e eficacia de 85%
na protecdo contra diarreia severa, inclusive contra os sorotipos G2 e G9. A vacina
foi testada em varios paises, inclusive no Brasil, onde foi licenciada em 2005 e
adotada no calendario de imunizacoes desde 2006 7. Outros trés candidatos a

vacina estao em triagem clinica ou processo de licenciamento 21.
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Vacinas experimentais estdo sendo desenvolvidas com a utilizacao de
metodologias alternativas, tais como: o uso de virus inativado, proteinas virais

recombinantes, particulas semelhantes a virus e DNA que expressa genes de RV.

8. Patogenia e citopatogenia

A patofisiologia da diarreia por RV tem sido estudada, primariamente, em
modelos animais. As maiores alteracdes sado observadas na porcdo superior do
intestino delgado e sao, geralmente, discretas ou imperceptiveis 42. Os RV infectam
enterocitos maduros no topo das vilosidades intestinais. Estas células nao sao
proliferativas e tém as funcdées de secrecdo e absorcdo. Durante a infeccdo, o
epitélio colunar se torna cuboide, com encurtamento e achatamento das
microvilosidades (Figura 4), ocorre aumento na permeabilidade do epitélio,
diminuicado da atividade da Na, K ATPase e co-transporte de sodio-glicose. Ocorre
ainda diminuicao da atividade de dissacaridases como maltase, lactase e sacarase e
ainda, inversao do transporte de fluidos do tecido para a luz intestinal. Todas essas
alteracoes promovem diarreia profusa 3!. Embora a ma absorcao seja geralmente
aceita como mecanismo da diarreia induzida pelo RV, outros fatores também estéo
sendo considerados. A administracao oral em camundongos de NSP4 purificada
promove aumento da secrecdo de Cl-dependente de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e diminuicao da absorcao de Na* e agua. Este efeito € semelhante a
enterotoxina termoestavel (ST) de Escherichia coli. Suspeita-se que a NSP4 e a
inflamacdo promovida pela infeccdo estimulem o sistema nervoso entérico
aumentando a motilidade e diminuindo o tempo de transito intestinal 31.

A patogenia dos RV depende de multiplos fatores virais e do hospedeiro.
Varios fatores do hospedeiro afetam a severidade da diarreia. A ma nutricao agrava
a diarreia, retarda a recuperacao do intestino e modifica a resposta inflamatoéria 0.
A idade é um fator preponderante na diarreia por RV. Em neonatos, até os seis
meses, as infeccoes geralmente sao assintomaticas, provavelmente devido a
anticorpos maternos adquiridos durante a amamentacao, imaturidade do epitélio
intestinal e baixa secrecao de proteases intestinais, importantes para ativacao da
infecciosidade do virus pela clivagem de VP4 8 9. Apés o periodo de maior incidéncia
da doenca, entre seis meses e dois anos de idade, as infeccoes sintomaticas

diminuem em frequéncia, devido a imunidade e outros fatores do hospedeiro. A
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secrecao intestinal de mucinas, taxa de reposicao do epitélio intestinal e absorcao

de fluidos sédo todos dependentes da idade e afetam a severidade da diarreia “2.

Figura 5. Micrografia eletronica de varredura do tecido intestinal de bezerro nao infectado
(A), cujas vilosidades, em condi¢cdes normais, se apresentam com células epiteliais
arredondadas e ressaltadas e (B), 30 minutos apés o inicio da diarreia por RV, com
vilosidades encurtadas e desnudadas 25.

Ja foram relatados casos de disseminacdo extraintestinal apés infeccao por
RV em humanos e animais infectados experimentalmente 42. Os RV foram
encontrados no figado de uma crianca imunodeficiente e apdés casos de diarreia
fatal 20. Os RV do grupo C foram associados a atresia biliar em criancas 4. Embora
a replicacado do virus tenha sido mostrada no figado de uma crianca
imunodeficiente, a disseminacado extraintestinal € rara e é provavel que estes
achados sejam em decorréncia da viremia 42.

Alguns genes do RV tém sido associados com a habilidade de causar doenca
ou serem patogénicos em cultura de células. As proteinas nao estruturais NSP1,
NSP2 e NSP4 estdo envolvidas na viruléncia em camundongos e as proteinas
estruturais VP3 e VP7 em suinos. A VP4 esta envolvida com intumeras propriedades
in vitro, incluindo restricdo do crescimento em cultura de células, infecciosidade
aumentada pelo tratamento com protease, formacado do plaque, ligacdo a célula, e
viruléncia e patogenicidade em camundongos. Entretanto, ndo ha um unico gene
responsavel pela viruléncia, aparentemente, o(s) gene(s) responsavel(eis) varia(m)
entre as cepas e entre os hospedeiros 9.

Embora muitos aspectos da citopatogenia dos RV tenham sido estudados e

estabelecidos, o0 mecanismo de morte celular induzida pelo virus permanece incerto.
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Neste aspecto, a morte celular é discutida de maneira dicotomica entre apoptose e
necrose. A apoptose é um processo ativo e programado de desmantelamento da
célula que evita a inflamacao. Por outro lado, a necrose € um processo passivo e
acidental, resultante de perturbacdo no meio, com liberacao descontrolada de
conteudo celular pro-inflamatorio 17. Na infeccdo experimental em cultura de
células foram demonstrados, além de arredondamento celular e desorganizacao do
citoesqueleto, os seguintes aspectos: formacao de vacuolos citoplasmaticos, perda
da integridade da membrana para cations e macromoléculas, aumento da
concentracao de Ca** intracelular, consumo de ATP e liberacdo do contetido da
célula. Estes achados sugerem que a morte celular, apos infeccao por RV, ocorre
por necrosel®42. Entretanto, alteracdes citopatologicas que sao proprias de
apoptose, como condensacdo da cromatina, formacdo de fragmentos do DNA
associados a histonas e dano na membrana da mitocondria com liberacdo de
citocromo C, também foram demonstrados em células de carcinoma de coélon
intestinal humano Caco-2 e HT-29, infectadas com RV 12, 46,

Embora os trabalhos com RV e outros patégenos descrevam os mecanismos
de morte como processos separados e independentes, observacoes recentes nao
sustentam esse paradigma. Dependendo da intensidade do estimulo, estado de
diferenciacdo ou ativacao da célula, varios tipos de morte podem ser observados
simultaneamente 3. 17. Uma pequena porcentagem de células com fragmentacao
nuclear sugestiva de apoptose foi demonstrada durante a necrose de células MA-
104 infectadas com RV 10. O aumento do Ca** intracelular durante a infeccao por
RV esta relacionado com a necrose em células MA-104 e também com apoptose em
Caco2 12, 39, Portanto, o mecanismo de morte da célula na infeccao por RV ainda
permanece controverso. A compreensao destes mecanismos tem papel fundamental

na patogénese da diarreia causada por RV.
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1. Introducao

Os seres humanos sempre contaram com produtos naturais (PNs), e tém
explorado continuamente sua aplicacdo para melhorar varios aspectos de nossas
vidas. Durante séculos, PNs, tais como especiarias, aromatizantes, perfumes,
cosméticos e corantes foram utilizados para controlar e/ou curar doencas. Alguns
foram reconhecidos como venenos e outros, foram usados como inseticidas e
pesticidas. Esta area de pesquisa continua atraindo a cada dia mais interesse como
fonte de novos compostos naturais bioativos1!.

Mais de 60% de produtos de uso animal aprovados sdo PNs ou derivados,
nao incluindo produtos biolégicos, tais como vacinas e/ou anticorpos. Seis por
cento sao PNs, 27% sao derivados de PNs, 5% sao farmacoéforos, e 22% sao mimicos
sintéticos de PNs. Os PNs e seus derivados representam mais de US$ 40 bilhées em
vendas 11.

Por muitos anos, a maioria dos pesquisadores em PNs estavam mais
preocupados com o isolamento e elucidacao estrutural dos metabélitos secundarios
do que com a sua bioatividade!!l. Os modernos avancos nas técnicas de isolamento
de compostos tém fornecido ferramentas para a purificacdo e analise estrutural que
atingiu niveis extraordinarios de sensibilidade e sofisticacdo. Armado com essas
ferramentas, os pesquisadores se aventuraram em isolamentos biomonitorados de
metabolitos, e agora eles estao voltando sua atencdo para as origens da

bioatividade!l.
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Segundo Meinwald2°, pioneiro no campo da ecologia quimica, os quimicos
precisam conversar com biologos. Bons bidlogos de campo tendem a perceber as
interacoes que podem fornecer pistas interessantes para a quimica de PNs!l.

O significado desta afirmacao é mais evidente quando considerado do ponto
de vista da biodiversidade global. Para as plantas com flores, aproximadamente
metade do total estimado de 500.000 espécies foram descritas. No entanto, apenas
cerca de 10% tém sido estudadas quimicamente e muitas destas apenas de forma
muito superficialll.

A populacao fangica do solo tem sido estimada em cerca de 1,5 milhoes de
espécies, das quais apenas 100.000 foram descritas!S. Bactérias do solo tém sido
ricas fontes de PNs, proporcionando antimicrobianos e biocatalisadores
farmacologicamente importantes?!!.

Todos esses organismos nos ecossistemas coexistem e interagem uns com os
outros de varias maneiras em que a quimica desempenha um importante papel.
Esclarecer essas interacoes, e aplicar o conhecimento adquirido, exige uma
compreensao multidisciplinar e colaboracao interdisciplinar entre quimicos de PNs,
organicos e analiticos; bidlogos moleculares e celulares, bioquimicos, veterinarios,

farmacéuticos, entre outros.

2. Uma breve historia dos antimicrobianos naturais

Historicamente, o estudo das moléculas organicas bioativas de ocorréncia
natural foi impulsionado principalmente pela curiosidade quimica, mas,
recentemente, e de forma mais intensa, estd em franco desenvolvimento pela
necessidade de terapéuticas mais eficientes contra doencas provocadas por
microrganismos multirresistentes.

O estudo dos antimicrobianos naturais produzidos por microrganismos
(ANPM) teve inicio ha muitos anos, precisamente no século 19. Louis Pasteur foi o
primeiro cientista a mostrar o antagonismo entre dois microrganismos ao inibir a
proliferacao de uma cepa de Bacillus anthracis na urina adicionando-se outras
bactérias3.13. No entanto, foi no século 20 que as pesquisas em busca de compostos
bioativos comecaram a avancar.

O pesquisador escocés Alexander Fleming ao concluir o curso de medicina na
Universidade de Londres comecou a se dedicar a pesquisa de compostos com

potencial bactericida e que nao fossem téxicos para o organismo humano!3.34. Apos
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a Primeira Guerra Mundial, esse pesquisador buscou um antisséptico que
diminuisse e evitasse as infec¢oes causadas durante a guerra. Em 1921, descobriu
a lisozima acidentalmentes.

Em 1928, ao realizar uma limpeza em algumas culturas microbianas antigas,
observou que em uma placa de cultura de Staphylocccus aureus havia uma colonia
de um fungo contaminante, posteriormente identificado como Penicillium notatum.
Fleming notou que ao redor do fungo nao havia crescimento bacteriano, foi entao
que os passos iniciais para a descoberta do primeiro composto antimicrobiano
natural comecaram a ser dados, a Penicilina estava por vir. Fleming presumiu que
o P. notatum produzia algum composto que era responsavel por esse efeito
antibiotico. A producdo e a purificacao desde composto eram dificeis e a
comunidade cientifica da época nao lhe dava muita atencao e a Penicilina comecou
a cair no esquecimento3.34,

Entretanto, durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), devido as
graves infeccoes bacterianas, metade dos soldados haviam morrido, o mundo olhou
com outros olhos para a penicilina. Entdo, Sir Howard Florey e Sir Ernst Chain, de
Oxford, retomaram as pesquisas de Fleming e conseguiram produzir penicilina com
fins terapéuticos em escala industrial, inaugurando uma nova era para a medicina
- a “era dos antibi6ticos”3.13.

Apoés os anos 70, a descoberta de ANPM decresceu consideravelmente. O
numero de antimicrobianos aprovados entre 1983 e 1987 foi de apenas 16. Entre
1988 e 1992 foram 14, entre 1998 e 2002 foram 6 e entre 2003 e 2007 foram 4
compostos. Devido a essa desaceleracao do fluxo de novos produtos e a emergéncia
de cepas de microrganismos multirresistentes, as industrias farmacéuticas estao
voltando suas atencdoes novamente para os antimicrobianos naturais em busca de
novos compostos com alto potencial de acao®.

Dentre os mais diferentes organismos produtores de antimicrobianos, os
microrganismos procariotos se destacam pela capacidade de produzir milhares de
compostos bioativos. Um bom exemplo para ilustrar esse cenario é a cepa de
Micromonospora, produtora da gentamicina, de onde ja foram isolados cerca de 50
compostos derivados do seu metabolismo secundario*. Essa enorme diversidade de
producado dos microrganismos ajuda no desenvolvimento de novos farmacos. As
bactérias existem na terra ha mais de 3 bilhdes de anos e em torno de 95% dos
microrganismos existentes ainda nao foram isolados em culturas de laboratoérios, e
dos 5% isolados, somente uma minoria deles foram estudados quanto a producao

de metabolitos secundarios?.
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Um total de 200.000-250.000 de produtos bioativos, téxicos ou nao, sao
conhecidos, mas sabe-se que existem mais de 1 milhdo de compostos esperando
serem descobertos. Estima-se que mais de 160.000 estruturas de compostos
derivados de PNs foram elucidados, sendo que mais de 20.000 compostos sejam
derivados do metabolismo secundario de microrganismos®.

Para ilustrar essa ideia de que metabdlitos secundarios tém grande potencial
para desempenhar funcoes bioativas, vamos nos concentrar em uma classe de
compostos conhecidos como “fenazinas”, que tém sido de grande interesse para os
grupos de pesquisa de bioprodutos nos ultimos 50 anos26.

As fenazinas sao substancias heterociclicas aromaticas produzidas, quase
que exclusivamente, por bactérias e das quais podem ser facilmente extraidas a
partir do cultivo microbiano, analisadas e quantificadas por métodos

cromatograficos (Tabela 01).

Tabela 01. Caracteristicas de algumas fenazinas produzidas pelo género Pseudomonas.

R4
N\ Rz
R3 N7

3
Nome R: R2 Rs R4
Aeruginosin A COOH CHj3; NH,
Fenazina-1-carboxilica (PCA) COOH
Piocianina (PYO) OH CHs
2-Hidroxi-fenazina-1-carboxilica (2-OHPCA) COOH OH
Fenazina-1-carboxiamida (PCN) CONH;,
1-Hidroxifenazina (1-OHPHZ) OH

Fonte: Adaptado de Prince-Whelan et al. 26

Estas substancias compoem uma grande familia contendo nitrogénio em sua
estrutura quimica e pigmentos coloridos brilhantes com atividade antimicrobiana
de largo espectro (Tabela 01). Sao produzidos principalmente por bactérias dos
géneros Pseudomonas, Burkholderia, Streptomyces, Brevibacterium, Mycobacterium

e Xanthomonas 25.
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Pequenas modificacées no nucleo da estrutura das fenazinas (Tabela 1) da
origem a um espectro de cores que vao desde o vermelho escuro (aeruginosin A);
amarelo (fenazina-1-carboxamida) ou azul brilhante (piocianina). A combinacao e
variedade de grupos funcionais podem afetar a sua atividade biologica, que pode

variar de antibacteriana528, antifangica!42! e/ou antinematodeoss.

3. Producao de ANPM

O metabolismo secundario (MS) revela uma auséncia na funcao metabdlica
primaria, nao sendo essenciais para o crescimento e reproducao dos
microrganismos que os produzem!?. No entanto, em termos competitivos, por
exemplo, os microrganismos produtores de antibidticos sdo favorecidos em relacao
aos nao produtores. Esses tipos de substancias bioativas matam ou inibem o
crescimento de outras espécies microbianas, mesmo em pequenas quantidades.

Uma das caracteristicas dos compostos produzidos no MS é que eles sdo
frequentemente produzidos depois dos processos celulares associados ao
crescimento. O MS pode ser reconhecido como um fenéomeno geral de manutencao
de algumas espécies. Usualmente € associado com plantas e microrganismos, no
entanto, existe uma variedade de exemplos no reino animal 19.

O MS microbiano tem propiciado um grande numero de trabalhos com
substancias bioativas que podem ser usadas tanto no controle de doencas na
agricultura como na medicina terapéutica, desempenhando funcoes
antimicrobianas, antifingicas, antivirais entre outras 23.

Devido aos crescentes problemas com as cepas de microrganismos
multirresistentes que a cada dia podem ser selecionadas, tanto os patégenos de
importancia médica, veterinaria ou agrondémica, a necessidade de novos agentes
terapéuticos € emergencial. As novas tecnologias permitem que hajam rapidos
avancos nas terapias de doencas, podendo renovar os métodos classicos de
tratamento e suprir a grande demanda por novos quimioterapicos 2.

A busca por microrganismos com potencial de uso como agente de
biocontrole, e/ou a obtencdo de metabélitos com acdo antimicrobiana, € uma das
alternativas para o controle de patégenos, principalmente as cepas

multirresistentes 22,
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Figura 0o1. Alteracoes
ultraestruturais de Klebsiella
pneumoniae (isolado clinico 2812-4)
analisadas por Microscopia
Eletronica de Transmissao. A. e C:
Controle sem tratamento com
antibiético. B e D: 90 min apés o
tratamento com antibiético natural
produzido por bactéria. VC: Células
viaveis. UC: Células inviaveis. Fonte:

Oliveira?2.

Entre as bactérias, os géneros Pseudomonas e Bacillus se destacam como os
mais bem estudados agentes de biocontrole, mais especificamente nas ultimas
décadas. Cerca de 3.800 compostos bioativos, 17 % de todos os metabdlitos
microbianos com atividade antibiética? sao produzidos por estas bactérias.

Com relacao ao grupo dos actinomicetos ja foram estudados mais de 10 mil
compostos bioativos, 7.600 derivados de Streptomyces e 2.500 dos chamados
actinomicetos raros, representando o maior grupo (45%) de metabdlitos
microbianos bioativos?2.

Entre os fungos, os ascomicetos, espécies de fungos filamentosos e
endofiticos, sdo os mais significativos produtores de compostos bioativos. Os
basidiomicetos também sao frequentemente relatados como bons produtores,
enquanto leveduras, raramente produzem esses metabodlitos. O numero total de
produtos fungicos bioativos € de aproximadamente 8.600, representando 38 % de
todos os produtos microbianos (Tabela 02)2.

Do total de aproximadamente 22.500 antibidticos e compostos bioativos
microbianos, menos de um por cento (cerca de 150 compostos) estdo em uso direto

na medicina humana, veterinaria e/ou agricultura.
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Tabela 02: Numero aproximado de antimicrobianos naturais produzidos por

microrganismos (ANPM) de acordo com seus produtores

Fonte ANPM
Bactéria 2900
Eubactéria 2170
Bacillus sp. 795
Pseudomonas sp. 610
Actinomicetos 8700
Streptomyces sp. 6550
Actinos raros 2250
Fungos 4900
Penicillium/ Aspergillus 1000
Basidiomicetos 1050
Leveduras 105
Total 16500

Fonte: Adaptado de Bérdy!

4. Separacao e Isolamento de ANPM

Uma das tarefas do pesquisador de PNs € isolar e identificar uma ou mais
substancias, embora muitas vezes as informacdes sobre a natureza e classe a que
pertence o metabdlito ndo estejam disponiveis. A identificacdo do metabdlito
biologicamente ativo nao € mais importante do que assegurar que o composto esta
puro e corretamente caracterizado. No entanto, o pesquisador tem que obter uma
quantidade adequada do metabolito isolado em sua forma mais pura, para permitir
a caracterizacdao adequada, tanto quimica como, por exemplo, verificar a atividade

antibiotica do produto puro frente a diferentes microrganismos!!.

4.1 Extracao de ANPM

Existem muitos processos e sistemas de extracdo descritos na literatura que
podem ser experimentados e ajustados, se necessario. No entanto, muitas vezes é
necessaria uma abordagem de tentativa e erro. O isolamento de compostos
bioativos é quase sempre repleto de dificuldades e cada passo requer julgamento,
improvisacdo e novas descobertas. As técnicas mais comumente utilizadas e

descritas nesse texto para extracdo e/ou pré-concentracdo de compostos
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antimicrobianos naturais ou qualquer composto bioativo sdo: extracdao em fase
liquida, extracdo em fase solida, extracdo com fluido supercritico e extracdo com

membranas solidasil.

4.1.1 Extracao liquido-liquido

Na extracao liquido-liquido (ELL) ocorre a particao da amostra entre duas
fases imisciveis (organica e aquosa) (Figura 2). A eficiéncia da extracao depende da
afinidade do soluto pelo solvente de extracdo, da razdo das fases e do numero de
extracoes. Para alguns sistemas, o valor da constante de distribuicao (Kp), entre as
fases pode ser aumentado pelo ajuste do pH ou pela adicao de sais neutros, para
diminuir a solubilidade de compostos organicos na fase aquosa. A extracdo de
substancias basicas €, normalmente, realizada a pH maiores que 7 e a extracao de
substancias acidas ¢é feita em pH menores que 5!! (Figura 2).

A ELL apresenta as vantagens de ser simples (na configuracdo mais comum
usa-se um funil de separacdo ou tubos de centrifuga) e utilizar um grande numero
de solventes, puros e disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma ampla
faixa de solubilidade e seletividade. Além disso, as proteinas presentes nas
amostras sao desnaturadas, eliminando a contaminacdo da coluna
cromatograficall.

Por outro lado, esta técnica possui uma série de desvantagens, tais como:

1. As amostras com alta afinidade pela agua sado parcialmente extraidas
pelo solvente orgéanico, resultando em perda do analito;

2. Impurezas do solvente sao concentradas junto com a amostra,
implicando no uso de solventes ultrapuros;

3. Pode ocorrer formacao de emulsoes, o que resulta em grande consumo
de tempo;

4. Volumes relativamente grandes de amostras e de solventes sao
requeridos, gerando problemas de descartes;

5. Decomposicao de compostos instaveis termicamente, na etapa de pré-
concentracao;

6. O processo € suscetivel a erros e, relativamente, de dificil automacao.
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Apesar destas desvantagens, a ELL é considerada uma técnica classica de

preparacao de amostra e tem sido ainda muito utilizada em analises de diversos

tipos de substancias presentes em meios de cultivos liquidos de microrganismos,

sendo possivel obter fases organicas bastante limpas e altamente seletivas para

alguns analitos!!.

(2) Mistura das
solugdes

(3) Separagao
dos analitos

(1) Compostose
solvente extrator

—_—

4.1.2 Extracao em fase sodlida

Figura 02. Extracdo liquido-liquido
utilizando funil de separacado. No
processo o0s compostos e o solvente
extrator sdo adicionados (1), misturados
por agitacdo (2) e os analitos passam
para fase na qual esta o solvente
extrator com maior afinidade aos
analitos (3). Ilustracdo: Admilton
Goncalves de Oliveira Jr

A extracao em fase solida (EFS) emprega sorventes recheados em cartuchos,

nas formas de tubos ou seringa, e os mecanismos de retencao sao idénticos aqueles

envolvidos em cromatografia liquida em coluna. Um cartucho tipico € formado por

um tubo de polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg de sorvente, com 40-60

pm de tamanho de particula, fixado no tubo através de dois filtros (exemplo: vidro

sinterizado) 11.

Em geral, os procedimentos de EFS contém 5 etapas!!:

1. Ativacao do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis.

2. Condicionamento do sorvente com solvente adequado.
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Introducao da amostra.
Limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o
analito.

Eluicao e separacao do analito.

Dependendo do solvente de condicionamento e de eluicdo, os grupos mais

frequentemente usados como sorventes a base de silica podem ser divididos em 3

categorias!i:

1.

Para

Fase reversa (FR) quando o sorvente € menos polar que o solvente de
eluicao.
Fase normal (FN) quando o solvente € menos polar que o sorvente.

Troca ionica.

aumentar a seletividade da extracdo os sorventes podem ser

combinados das seguintes maneiras!!:

1.

Dentro de um mesmo cartucho de extracdo, usando as chamadas
fases mistas com varios grupos funcionais de caracteristicas diferentes
ligados ao mesmo suporte.

Fazendo sucessivas extracdoes com cartuchos de diferentes recheios,
passando o material eluido do primeiro cartucho para o segundo no
modo “on-line” ou “off-line”.

Recheando o mesmo cartucho com diferentes sorventes, em camadas,

resultando em uma coluna de extracao tipo sanduiche.

Os recentes desenvolvimentos em EFS tém sido direcionados para a sintese

de sorventes mais seletivos e para novas configuracdes cromatograficas.

Um exemplo de variacado da EFS é a extracdo em disco de fase sélida (EDFS),

neste método sdo utilizados discos de varios diametros, 4 a 90 mm. Os discos

possuem uma série de vantagens devido ao seu formato, tais como leito mais

homogéneo,

pressbes menores durante a aplicacdo da amostra e na eluicao,

auséncia de caminhos preferenciais e melhor reprodutibilidade. Uma das

desvantagens da EDFS é que a etapa de condicionamento. Diferente da EFS em

cartuchos, a secagem do disco deve ser evitada, pois, devido a grande area

superficial, uma interface ar/agua é formada facilmente, resultando em um

decréscimo das recuperacoes?!.
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Da mesma forma que os cartuchos, os poros dos discos podem ser
obstruidos quando se extrai amostras contendo uma concentracao relativamente
alta de macromoléculas ou de material particulado. Assim, é aconselhavel filtrar as
amostras aquosas antes da extracao ou usar pré-filtro inertel!l.

Outra variacdo da EFS é a Micro extracao em fase solida (MEFS). Nesta
técnica é empregada uma fase extratora de silica fundida, recoberta com um filme
fino de um polimero ou de um adsorvente solido. Esta fase extratora é
acondicionada dentro da agulha de uma microseringall. A extracao pode ser feita
de duas maneiras!!:

1. Mergulhando a fibra diretamente na solucao da amostra e apds esta
etapa a fibra é recolhida para dentro da agulha.

2. Pela técnica de headspace, na qual a amostra é frequentemente
aquecida. Apoés a extracdo os analitos presentes na fibra sao
dessorvidos termicamente pela sua introducao no injetor aquecido de

um cromatoégrafo a gas (CGQG).

4.1.3 Extracao com fluido supercritico

O fluido supercritico € o estado da matéria acima da temperatura critica e da
presséao critica onde o vapor e o liquido tém a mesma densidade e o fluido nédo pode
ser liquefeito pelo simples aumento da pressdo. Em extracdo com fluido supercritico
(EFSC) o fracionamento pode ser feito pela mudanca de pressao e/ou temperatura.
Comparados com solventes liquidos, os fluidos supercriticos tém viscosidades mais
baixas e maiores coeficientes de difusao de solutos, o que facilita a transferéncia de
massa durante a extracaoll.

A extracao pode ser feita em matrizes sélidas, semissolidas ou liquidas. A
EFSC tem mostrado ser uma alternativa viavel aos métodos tradicionais de
extracao. Uma das principais vantagens desta técnica € que nao se utiliza solventes
organicos, que sao normalmente toxicos, diminuindo assim os riscos de
manipulacdo e minimizando os custos. Entretanto, a principal desvantagem da

técnica € que o analito deve ser soluvel no fluido supercritico?!!.

4.2 Separacao com Membranas

Uma membrana € uma barreira seletiva entre duas fases, sendo a fase 1

chamada de doadora e a fase 2 de receptora. A separacao é obtida devido a
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capacidade da membrana em transportar alguns componentes da fase doadora
para a receptora mais rapidamente que outros. Em geral a membrana nunca é uma
barreira semipermeavel perfeita. As membranas podem ser classificadas baseadas

na estrutura e no mecanismo de separacéo.
4.2.1 Dialise

Na dialise os solutos difundem do lado doador para o lado receptor da
membrana como resultado de um gradiente de concentracao, sendo principalmente
utilizada para a separacao de solutos de massa molar baixa dos de massa molar
alta. Para a obtencado de recuperacoes elevadas por unidade de tempo deve-se ter
uma membrana com grande area superficial, um grande coeficiente de difusao,
uma camada fina e uma baixa tortuosidade. Entretanto, a maior desvantagem
desta técnica € que, com o aumento do tempo, o gradiente de concentracao e o fluxo
decrescem lentamente até se tornarem zero. Para contornar este problema, a dialise
continuada é aplicada. Neste caso o soluto que atravessa a membrana € retirado
continuamente do compartimento receptor, mantendo o gradiente de alta

concentracao e um fluxo maior!!.
4.2.2 Ultrafiltracao

Na ultrafiltracao tanto o soluto como o solvente sdo permeados na membrana
através de um gradiente de pressao. A ultrafiltracdo tem sido largamente utilizada
para a remocao de proteinas e/ou peptideos com atividades antimicrobianas, devido
a uma série de vantagens!!:

1. Técnica simples.

2. As membranas sao disponiveis comercialmente.
3. Nao possui problemas de diluicao da amostra.
4

Nao possui problemas de troca de solvente.

Por outro lado, um problema comum que ocorre € quando a solucao a ser
filtrada contém solutos que ndo podem passar pela membrana. Neste caso, ha a
formacao de uma camada de gel devido ao acimulo de solutos retidos, que fornece
uma resisténcia adicional a transferéncia de massa. Este problema pode ser

minimizado pela remocao constante destes solutos da superficie da membrana!l.
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4.3 Isolamento por cromatografia

O isolamento de uma ou mais substancias a partir de um extrato bruto ou de
fracoes de um extrato pode ser um processo longo e caro. A obtencdo de um
composto puro muitas vezes exige varias etapas de purificacdo envolvendo
diferentes técnicas. Este € particularmente o caso quando se trata de metabdlitos
bioativos em que o composto alvo (exemplo: antimicrobianos naturais) podem estar
presentes apenas em quantidades vestigiais em uma matriz de centenas de outros
constituintes ou ainda nao ter padrao para comparacao.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacao de componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicao destes componentes entre duas
fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria
enquanto a outra se move através dela. Durante a passagem da fase moével sobre a
fase estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases,
de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracoes diferenciais destes componentes7.8.11,

As técnicas cromatograficas variam desde as de extrema simplicidade, que
podem ser facilmente manipuladas por nao peritos, até as de alta sofisticacao,
usadas somente por especialistas. Entre estes dois extremos existem muitas

variacoes de maior ou menor complexidade!l.

4.3.1 Cromatografia em camada delgada

Cromatografia em camada delgada (CCD) € um termo coletivo usado para
todos os tipos de métodos de separacdo ou analise em que consiste na separacao
dos componentes de uma mistura pela migracao diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. Esta técnica teve inicio na
década de 40, sendo que somente a partir da década de 60 passou a ser largamente
utilizada, de tal forma que hoje € praticamente indispensavel em qualquer
laboratorio que envolva analise de substancias organicas!!.16.

O grande desenvolvimento desta técnica € consequéncia natural das
multiplas vantagens que ela oferece, tais como: facil compreensdo e execucao,
separacoes em curto espaco de tempo, versatilidade, grande reprodutibilidade e
baixo custo. Pode ser de aplicacdo analitica ou preparativa, cuja escala esta na
dependéncia da espessura da camada de adsorvente e da quantidade de amostra

em analise!ll.
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O processo de separacao esta fundamentado, principalmente, no fenémeno
da adsorcdo. Entretanto, usando fases estacionarias tratadas pode ocorrer também
por particdo ou troca idnica, o que permite seu emprego tanto na separacdo de
substancias hidrofébicas como hidrofilicas!e.

Estes meétodos sao divididos basicamente em: cromatografia em CCD
preparativa, um meétodo mais popular e muito utilizado para semi-purificacao de
fracoes com muitas misturas onde a banda cromatografica pode ser raspada,
filtrada e novamente eluida e testada quanto sua bioatividade ou repurificada; CCD
analitica, muito utilizada para analise de compostos puros ou fracées com alta
pureza, além de ser um método muito eficiente para analisar o fator de retencao
(retention factor = Rf) dos compostos e, posteriormente, os dados usados para uma
purificacdo em colunas; e CCD em fluxo forcado onde o movimento dos compostos a
serem separadas é o resultado de uma forca de conducao por um fluxo em uma
fase moével e a acdo de retardamento da fase estacionariall.

Todos os métodos descritos podem fornecer alta resolucao, reprodutibilidade
e alta taxa de transferéncia. Os analitos sao avaliados nas placas de cromatograma
principalmente por: luz ultravioleta (254 nm e 365 nm), visivel direto na placa ou
por reveladores de grupos e/ou classes de substancias (impregnacao de compostos
quimicos). Os reveladores mais comuns sao a base de acido sulfirico/metanol ou

vapor de iodo!®.

4.3.2 Cromatografia por adsorcao

Empiricamente considera-se a cromatografia quando se usa uma coluna
recheada com um sorvente (fase estacionaria) e uma fase movel liquida, onde a
sorcao isotérmica (adsorcao) refere-se a um aumento da concentracdo do material
(que esta em excesso na fase movel) entre as superficies das fases movel e
estacionaria. Esta cromatografia em coluna (adsorcdo) pode ser primeiramente
escolhida porque € tecnicamente mais simples, ndo exigindo equipamentos caros.
Dependendo do tamanho da coluna usada, é facilmente aplicada para fins
preparativos, devendo ser monitorada, principalmente, por CCD11.35,

A fase movel, quando esta passando através do adsorvente na coluna,
arrasta consigo os componentes da amostra que esta sendo separada. A velocidade
de movimento descendente de um componente depende de sua adsorcao pela fase
estacionaria, isto €, quanto mais fracamente o componente for adsorvido mais

rapido € sua passagem pela coluna, e vice-versa. Conclui-se, portanto, que quanto
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maior a diferenca entre os coeficientes de adsorcao, mais completa sera a separacao
do composto (terda maior grau de pureza). Esta separacao dos componentes de uma
mistura é devido as diferencas nas forcas de adsorcao (forcas eletrostaticas de van

der Waals) entre eles e o adsorvente?27.35.

5. Identificacao molecular dos ANPM

Apobs todos os processos de producédo, extracdo e purificacdo do antibidtico
natural, € possivel realizar a identificacao molecular. Com a estrutura molecular e
os grupos funcionais que ela possui, € possivel determinar suas propriedades
fisicas, reatividade e inferir outras atividades biologicas30. Uma das técnicas
classicas para determinacdo molecular é a espectroscopia. Quando aplicamos uma
energia a uma matéria, ela pode ser absorvida, emitida e/ou causar uma
modificacdo quimica e ser transmitida. A espectroscopia é o estudo da interacédo
entre a energia e a matéria, e seus resultados podem fornecer informacoes
detalhadas sobre a estrutura molecular do composto29.

E muito utilizada a espectroscopia no infravermelho (Infrared spectroscopy =

IR), onde é possivel definir os grupos funcionais presentes na molécula (Figura 03).
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Figura 03. Espectro de Infravermelho do antibi6tico Penicilina G. Fonte: Spectral Database

for Organic Compoundss32.

Nesta técnica é observada a interacdo da molécula com a radiacao

infravermelha emitida pelo equipamento, ja que a radiacdo é absorvida de forma
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caracteristica dos tipos de ligacdo e atomos presentes nos grupos funcionais. E
entdo gerado um espectro (Figura 03), mostrando absorbancia (capacidade de
absorver a radiacdo) obtida versus a frequéncia. O espectro obtido é como uma
impressao digital para a molécula. Os dados obtidos sdo comparados com os dados
caracteristicos de cada grupo funcional24:30,

Uma das técnicas mais importantes utilizadas na identificacdo molecular dos
ANPM é a ressonancia magnética nuclear (RMN), que, diferentemente das demais
técnicas, € um método rapido e nao ha destruicido e alteracao da amostra. Os
nucleos de hidrogénios (H) e carbonos (**C) da amostra sdo submetidos a um
campo magnético forte e, simultaneamente, se irradiam com energia
eletromagnética, e podem absorver a energia através da ressonancia magnética.
Cada nucleo atomico possui um valor numérico (em ppm ou em §) de deslocamento
quimico, e cada proton tem apenas uma faixa limitada de valores da qual gera a
ressonancial?.24.30,

Com esta técnica sdao gerados espectros em que € possivel determinar os
atomos distintos presentes na molécula e estudar os nucleos de hidrogénio (Figura

04) e carbono (Figura 05) e a suas correlacoes.
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Figura 04. Espectro de RMN de 'H da substancia Fenazina. Fonte: Spectral Database for

Organic Compounds?3!.
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Figura 05. Espectro de RMN de '*C da Fenazina-1-Carboxiamida em CDCls, produzido por

Pseudomonas aeruginosa MML2212. Fonte: Spectral Database for Organic Compounds?8.

Utilizando os dados obtidos no RMN com os dados do IR sdo, em alguns
casos, suficientes para se determinar a estrutura da molécula2+.

Um dos pontos criticos da analise de RMN é a preparacao da amostra. Para
obter um bom espectro, com alta resolucdo, sao necessarios alguns cuidados
basicos para a preparacao da amostra. Em uma analise de RMN com amostra
liquida, um dos maiores problemas é a escolha do solvente de diluicdo!2. E preciso
encontrar um solvente que dilua facilmente e totalmente a amostra, pois a amostra
ndo pode precipitar no tubo durante a analise. E necessaria a utilizacao de
solventes deuterados, que possuem uma quantidade de agua residual
extremamente baixa e alto teor de pureza, pois a presenca de qualquer
contaminante pode interferir e dificultar a analise do espectrol2.

Outra técnica muito importante na identificacdo de moléculas é a
espectroscopia de massas (Mass spectrometry = MS). Com esta técnica € possivel
identificar os diferentes atomos que compde a substancia pela massa molecular dos
atomos presentes na molécula. O espectro gerado apresenta uma série de picos de
diferentes tamanhos que sdo registrados ao longo de uma escala numeérica. As
massas moleculares dos metabolitos secundarios ja identificados variam de 70 a
12.524 24,

No entanto, a identificacdo molecular do composto nem sempre € facil como

pode parecer para muitos. Na verdade, tudo depende da caracteristica e dos
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elementos da molécula. Se for uma molécula muito complexa, com alto peso
molecular e/ou com a presenca de metais em sua estrutura sao necessarias outras
técnicas de espectroscopia.

Uma pequena porcentagem dos novos ANPM foi elucidada estruturalmente e
a maioria deles € apenas variacoes de antimicrobianos ja existentes!. Pela
elucidacdo molecular do composto é possivel definir seu ineditismo e produzi-lo
sinteticamente e em larga escala para comercializacdo. Porém, € uma das etapas
mais dificeis e demoradas. No caso da penicilina, por exemplo, foram gastos 15
anos para se obter a estrutura molecular, e necessarios mil quimicos em 39
laboratérios associados nos Estados Unidos e Gra-Bretanha para trabalhar nos
problemas envolvendo a elucidacdao molecular em busca da sua sintese. A estrutura

foi determinada em 1946, mas s6 foi possivel sintetiza-la em 19573.

6. Perspectivas futuras

A descoberta de antibioticos passou por varias fases importantes na historia.
A fase mais produtiva ocorreu entre as décadas de 1940 e 1970. Estes foram os
anos de gloria, quando muitas classes novas de antimicrobianos foram descobertas
por esforcos académicos e da induistria farmacéutica. Apos a década de 1980 até a
atualidade, poucos antibioticos foram desenvolvidos, no entanto, € esta a nossa
linha de frente para combater os microrganismos patogénicos multirresistentes.

E sobre o futuro? Os esforcos devem continuar para descobrir e desenvolver
novos antimicrobianos. Isto é essencial se quisermos proteger a saude da populacao
mundial. Precisa-se aproximar cada vez mais a quimica (definicdo estrutural,
relacao estrutura atividade, combinacoées de sintese), a microbiologia
(bioprospeccdo de compostos bioativos e processos fermentativos) e a biotecnologia
(melhoria genética para aumentar a diversidade de producao) para esclarecer as
interacoes e aplicar o conhecimento adquirido para melhor explorarmos

conscientemente a grande biodiversidade existente em nosso planeta.
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Capitulo 13

Antivirais Naturais
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1. Introducao

A ameaca que as viroses representam principalmente a saude publica é
notoria, seja pela ampla distribuicdo, facilidade de transmissao, capacidade de
alguns virus de estabelecer infeccoes latentes, ou pela dificuldade no controle e no
desenvolvimento de vacinas e antivirais. Desta forma, apesar dos continuos
avancos, as doencas virais se tornaram uma das mais importantes causas de morte
em humanos no mundo, além do impacto para a saude animal. Adicionalmente,
infeccoes causadas por virus até entdo desconhecidos tém surgido com frequéncia e
representam riscos para a saude publica mundial 1.2.

O estudo de antivirais teve inicio na década de 50, apesar do restrito
conhecimento da biologia dos virus e da toxicidade dos primeiros quimioterapicos,
com a sintese de 5-iodo-2'-desoxiuridina (IDU). IDU foi primeiramente sintetizado
como um potencial agente antitumoral e depois comercializado como o primeiro
medicamento antiviral para infeccoes herpéticas oculares, porém de uso tépico, pois
além de atuar na sintese do DNA viral, também interferia na sintese do DNA
celular. Posteriormente, as tiossemicarbazonas foram sintetizadas contra o virus
vaccinia e a metisazona para a profilaxia e tratamento da variola. Somente no final
da década de 70, foi desenvolvido o primeiro antiviral com elevado indice de
seletividade, a acicloguanosina - Aciclovir (ACV), representando um marco no
estudo da terapia antiviral e incentivando a busca de novos farmacos com efeito
seletivo similar 3. Esses estudos foram amplamente estimulados com o

reconhecimento do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) como o agente
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causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), em 1983, e estendido

para outros virus como virus da hepatite B (VHB) e virus da hepatite C (VHC) 4.
Atualmente, 45 compostos estdo aprovados para a utilizacdo como antiviral

e outros em fase de avaliacdao 5. A maioria destes compostos foi introduzida nos

ultimos 20 anos e sdo usados no tratamento de pacientes infectados pelo HIV, virus

das hepatites B e C, herpes simplex, varicela-zoster,

respiratorio sincicial e influenza (Tabela 1).

citomegalovirus, virus

Tabela 1. Exemplos de compostos antivirais aprovados.

Droga Virus Alvo/Acao
Vidarabina Herpesvirus Inibicao da polimerase viral
Aciclovir Herpes simplex (HSV) e Inibicdo da polimerase viral

Ganciclovir e valganciclovir

Inibidor de transcriptase
reversa analogo de
nucleosideo : Zidovudina
(AZT), Didanosina (ddI),
Zalcitabina (ddC),
Lamivudina (3TC),
Abacavir, estavudina
Inibidor de transcriptase
reversa nao analogo de
nucleosideo: Nevirapina,
Delavirdina, efavirenz
Saquinavir, Ritonavir,
Indinavir, Nelfinavir,
amprenavir, lopinavir.

Ribavirin

Amantadina / Rimantadina

Relenza (zanamivir) e
Tamiflu (oseltamivir)
Pleconaril

Interferon

varicela-zoster.
Citomegalovirus (CMV)
Virus da
imunodeficiéncia humana
(HIV) e virus da hepatite
B (VHB).

HIV

HIV

Virus da hepatite C
(HCV), virus respiratorio
sincicial (VRS)
Influenza A

Influenza A e B

Picornavirus

VHB e VHC

Inibicao da polimerase viral
Inibicao da transcriptase reversa

Inibicdo da transcriptase reversa

Processamento de proteinas:
Inibicao da HIV protease

Analogo sintético de nucleosideo:
Inibidore da monofosfato
desidrogenase

Bloqueio das etapas de penetracao
e desnudamento

Inibicao da Neuraminidase

Bloqueio das etapas de adsorcédo e
desnudamento

Bloqueio da sintese de proteinas e
liberacao do virus.

Embora haja eficacia no emprego clinico destes antivirais, o uso constante,
e em particular por via sistémica, esta associado a efeitos colaterais adversos e a
emergéncia de cepas resistentes 6. Além disso, a descoberta de novos compostos
doencas

antivirais faz-se necessaria, principalmente, para o tratamento de

responsaveis por alta morbidade e mortalidade, tais como aquelas causadas pelo
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HIV, virus influenza, virus da hepatite B, virus da hepatite C, virus causadores de
febres hemorragicas e herpesvirus 7.

Nesse contexto, a busca por novos antivirais, a partir de produtos naturais
como bactérias, fungos, fauna e flora, incluindo a de origem marinha, tem sido
amplamente incentivada nos ultimos anos. No Brasil, esses estudos também sao
incentivados pela grande biodiversidade existente, visando principalmente o manejo
adequado e a preservacao das espécies exploradas, assim como o registro do

conhecimento etnofarmacolégico.

2. Produtos naturais

Os produtos naturais possuem uma fonte inesgotavel de compostos com
grande diversidade de estruturas quimicas e que tem levado a sintese de muitos
farmacos uteis clinicamente para o tratamento de varias doencas humanas 8. A
partir da descoberta da atividade biolégica de um produto natural, in vitro ou in
vivo, com ou sem embasamento etnofarmacologico, em seu estado bruto e atéxico,
pode-se iniciar as analises fitoquimicas dos compostos presentes (Figura 1). Para
isto, o extrato bruto € submetido a um processo de fracionamento, com diferentes
solventes, visando a identificacao e o isolamento das substancias ativas. A obtencao
dos compostos ou substancias, a partir do extrato bruto, também pode ocorrer por
combinacao de técnicas (cromatograficas, espectrofotométricas e ressonancia) para
o isolamento de grupos com propriedades farmacologicas ja conhecidas como
polissacarideos, peptideos e compostos fenodlicos. Apoés uma reavaliacdo da
toxicidade e da manutencao da atividade biologica pelo composto isolado é realizada
a elucidacao estrutural, com possiveis modificacoes quimicas (sulfatacao,
metilacdo, carboxilacdo) que melhorem as caracteristicas do composto como
solubilidade, absorcado e espectro de acdo. Finalmente, essa molécula é utilizada
como modelo para a sintese em larga escala e comercializacao.

Os compostos isolados dos produtos naturais mostram grandes vantagens
por serem mais seletivos e, portanto, com menos efeitos colaterais. Além disso,
contém uma variedade de principios ativos que podem proporcionar efeitos
diferentes, porém, sinérgicos, por exemplo, inibindo a infeccdo viral em varias
etapas da replicacdo, concomitantemente, e ao mesmo tempo, dificultando a selecao
de mutantes resistentes. Dessa forma, os produtos naturais podem ser utilizados
como referéncia, ou ainda, como uma opcao terapéutica para viroses com farmacos

disponiveis.
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Extrato bruto

:

Inibicao do efeito citcopético Auséncia de infeccao viral
Avaliacéo in vitro ) Avaliacédo in vivo
Fracionamento
F1 F‘Q| F3 | | F4 | | F5 |
Atividade
Fracionamento
monitorado pela
F1 F2 F3 F4 atividade biolégica

Substancia ativa

Figura 1. Esquema representativo das fases envolvidas na obtencdo de uma substancia
ativa isolada de um produto natural. A atividade antiviral do composto é avaliada a partir do
extrato bruto até a identificacdo e sintese da molécula. [lustracao: Nayara Lopes

3. Antivirais naturais

O interesse no desenvolvimento de antivirais, a partir dos produtos
naturais, ocorreu na Europa, em 1952, quando a Boots Drugs Company testou a
eficacia de 228 extratos de plantas contra o virus influenza A, sendo que destas, 12
mostraram-se farmacologicamente ativas 9. Os antivirais citarabina® (Ara-C) e
vidarabina® (Ara-A) foram sintetizados, na década de 70, usando como modelo os
nucleosideos espongotimidina e espongouridina, isolados da esponja marinha
Tethya crypta 10. 11, 12. Além da sintese de novos farmacos antivirais, essa descoberta
demonstrou, pela primeira vez, a ocorréncia de nucleosideos naturais bioativos
contendo acucares diferentes da ribose e da deoxirribose que, quando incorporados
ao DNA durante a replicacao, levam a inibicdo do processo de sintese e consequente
bloqueio da proliferacdo. Pode-se dizer ainda que essa constatacao deu origem a
toda uma geracdo de nucleosideos incomuns e nado naturais com potencial
terapéutico, incluindo os farmacos acicloguanosina (Aciclovir) 13 e azidotimidina
(Zidovudina) ou AZT 14.

A atividade antiviral dos produtos naturais deve-se a presenca de principios
ativos como flavonoides, taninos, alcaldides, peptideos, proteinas e polissacarideos,

cientificamente mostrados em diversos estudos 5. Cecilio et al. 16 mostraram que os
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extratos etanodlicos de quatro plantas nativas do cerrado brasileiro (Byrsonima
verbascifolia, Myracrodruon urundeuva, Eugenia dysenterica e Hymenaea courbaril),
com elevado teor de taninos, flavonoides, saponinas, cumarinas e terpenos,
inibiram o rotavirus, em células MA-104. Cepas de Influenza, sensiveis e resistentes
a Amantadina e Oseltamivir, foram inibidas com extrato de Psidium guajava 7. Os
polifenois de extratos de Marrubim deserti impediram a infeccado do virus Coxsackie
B3 18 Yang et al 12 mostraram o efeito antiviral do composto polifenélico
punicalagina de Punica granatum contra o Enterovirus 71 in vitro e in vivo. Esse
mesmo composto também inibiu a replicacdo do HIV 20, virus influenza 2! e HSV 22,
A estricnina, um tanino hidrolisado obtido do cha verde, mostrou efeito inibitério
para o virus Influenza2?3. Lv et al 2% mostraram que uma hemolisina isolada do
basidiomiceto Pleurotus nebrodensis apresentou atividade contra o virus HIV in
vitro. Jain et al. 25 mostraram que extratos da planta Hippophae rhamnoides
apresentaram atividade contra o virus da dengue 2 (DEN2). O polissacarideo
sulfatado fucoidana, obtido de alga marinha Cladosiphon okamuranus, foi efetivo
contra o DEN2, porém nao apresentou atividade em outros sorotipos 26. O extrato
etanodlico da folha de Myrica rubra mostrou atividade contra o virus Influenza em
células MDCK 27. A atividade anti-poliovirus também foi mostrada por compostos
naturais, como os polissacarideos de Agaricus brasiliensis 28 e de Lentinus edodes?°.
Foram efetivos, da mesma forma, os extratos de Coffea arabica3°, Heteropteris
aphrodisiaca 31, Lippia alba 32, Dianella longifolia 33 e Anagallis arvensis 34.

Os antivirais naturais podem agir em varios estagios do ciclo de replicacao
do virus como: a) na adsorcao do virus, bloqueio de receptores celulares e fusao do
envelope; b) bloqueio do desnudamento e sequente liberacdo do acido nucleico viral;
c) inibicao da transcricao inicial, tendo como alvo algumas enzimas virais precoces,
como a DNA polimerase, transcriptase reversa e integrase; d) interferéncia na
traducao e no processamento de proteinas virais que regulam o ciclo replicativo; e)
bloqueio da sintese de acido nucleico viral; f) interferéncia na traducao e o
processamento de proteinas virais estruturais e/ou funcionais, agindo no processo
de clivagem ou glicosilacao; g) inibicao da montagem e maturacdo das particulas
virais e h) inibicao da liberacao da progénie viral 3536,

Os produtos naturais que inibem a multiplicacdo viral nos estagios iniciais
da infeccdo atuam nas etapas (a) e (b), onde um dos mecanismos de acao deve-se a
capacidade de determinados compostos de se ligarem diretamente a particula viral,
caracterizando um efeito virucida. Gescher et al. 37 analisaram o extrato de

Myrothamnus flabellifolia, rico em polifen6is (proantocianidinas, taninos
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hidrolisaveis e flavonoides), contra a infeccao de HSV-1 e mostraram a atividade
virucida do extrato pela interacdo dos produtos com alguns aminoacidos das
glicoproteinas virais, principalmente gD, necessarias para entrada na célula.
Camargo Filho et al. 38 reportaram o efeito virucida de um peptideo (2 kDa) isolado
de Sorghum bicolor contra o Herpesvirus, entretanto, quando testado contra um
virus nao envelopado (Poliovirus) o composto néao foi efetivo. Muitos trabalhos que
avaliam comparativamente o efeito virucida entre os virus envelopados e nao
envelopados demonstram que, nestes ultimos, geralmente a inibicdo € menor ou
nula, sugerindo que a atividade virucida seja derivada da ligacado direta do peptideo
as glicoproteinas do virus e, portanto, dependente da presenca do envelope
lipidico3940.41. Zhu et al. 42 propdem que a atividade virucida dos compostos decorre
da desintegracao e solubilizacao do envelope viral, ou de alteracdes quimicas,
degradacao e mascaramento das proteinas de adsorcao.

A atividade virucida também vem sendo detectada em wuma grande
quantidade de polissacarideos. Os polissacarideos (PLS) sao polimeros longos,
constituidos principalmente de cadeias do tipo B-glucanas 43 e suas propriedades
antivirais sao conhecidas por quase 50 anos, principalmente em virus
envelopados*. Estas moléculas, com cargas negativas, exercem seu efeito inibitério
pela interacdo com as cargas positivas do virus, prevenindo, assim, a adsorcao e/ou
penetracao na célula hospedeira 454647, Em alguns organismos marinhos como
bactérias, algas, esponjas, fungos e corais tém sido isolados polissacarideos,
naturalmente sulfatados, o que aumenta a quantidade de cargas negativas da
molécula, favorecendo o desenvolvimento de uma acao virucida. A relacdo da carga
de varios compostos com a atividade antiviral tem sido relatada em diversos
estudos. Saha et al. 48 testaram a acao de dois PLS isolados de Azadirachta indica e
suas respectivas formas sulfatadas e verificaram que a sulfatacdo quimica
aumentou o efeito antiviral contra o herpesvirus bovino. Por outro lado, quando
esses PLS foram avaliados contra poliovirus a sulfatacdo diminuiu a atividade
virucida detectada nos PLS originais 49 sugerindo que, para os virus nao
envelopados, a sulfatacdo ou o aumento de cargas nao parece influenciar na
atividade antiviral. Yamamoto et al. 5° compararam a atividade anti-herpética do
PLS isolado de Agaricus brasiliensis e de seu derivado sulfatado (PLSS) e
observaram que a sulfatacdo aumentou a inibicao viral apenas quando adicionado a
célula simultaneamente com o virus, o que pode ser explicado pelo aumento das
cargas na molécula. Além dos PLS, a adicao de cargas negativas a outros compostos

naturais tem sido estudada desde a década de 90. Por exemplo, como descrito para
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a lactoferrina, uma substancia isolada do leite, esta adicao resultou em um forte
efeito antiviral contra o HIV, enquanto que a adicdo de cargas positivas diminui
drasticamente o efeito anti-HIV 51.52.53,

Além do efeito virucida, alguns antivirais naturais inibem a adsorcao e
penetracao viral por competirem com os virus pelos receptores na célula alvo.
Nance et al. 5 mostraram que catequinas isoladas do cha verde ligam-se fortemente
aos receptores CD4 das células T, inibindo a ligacao da gp120 do HIV. Marchetti et
al. 5556 observaram que a lactoferrina inibia os estagios iniciais da infeccao pelo
HSV e essa inibicdo era decorrente da ligacdo do composto com as cadeias de
glicosaminoglicanas dos receptores sulfato de heparana e de condroitina. Talarico et
al. 57 avaliaram o efeito inibitorio de dois PLS sulfatados isolados das algas
vermelhas Gymnogongrus griffithsiae e Cryptonemia crenulata na adsorciao e
penetracao dos quatro sorotipos do virus da dengue (DEN1 — DEN4), em diferentes
linhagens celulares (hepatoma humano, HEpG2, Vero e C6/36) e mostraram uma
forte inibicao para o DEN2, seguido do DEN3 e DEN4, nao sendo ativos para o
DEN1. Além disso, essa inibicao também variou de acordo com a célula testada. No
caso das células C6/36 os compostos foram totalmente inativos para todos os
sorotipos. Esses dados demonstram a dependéncia de alguns compostos naturais
com os tipos de proteinas na estrutura viral (sorotipos) e interacdo entre o virus e o
receptor na célula alvo.

Dessa forma, a acdo dos compostos nas células alvo também pode impedir
a adsorcao e penetracao viral, descrito como efeito profilatico ou preventivo. Alguns
compostos fenodlicos, como os flavonoides, acumulam-se nas células dificultando a
ligacao do virus 58. Outros compostos como os PLS alteram a polaridade e/ou
aumentam a hidrofobicidade da membrana celular afetando a penetracdo do
virus59. Além disso, muitos compostos ativos naturais sao conhecidos pela
propriedade imunomoduladora quando se ligam a receptores celulares. Nesse caso,
o efeito antiviral é indireto, decorrente da ativacdo das vias de sinalizacoes
intracelulares, levando a expressao de citocinas como o Interferon ©0.

Para o virus infectar a célula hospedeira, além de receptores especificos,
esta deve ser capaz de prover todo o ciclo replicativo deste virus. Dentre a infinidade
de espécies virais ja estudadas, existe uma variacao muito grande com relacao as
fases do processo de replicacao, e cada uma destas etapas representa um possivel
alvo para a terapia antiviral, que possibilitaria a contencdo da disseminacédo do

virus. Sendo assim, além dos compostos que interferem nas etapas precoces da
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infeccao viral (etapas a e b), alguns sdao também capazes de inibirem fases
posteriores a entrada do virus na célula hospedeira (etapas c, d, e, f).

Biesert et al. 61 descreveram o polissacarideo polissulfatado HOE/BAY 946,
o qual inibiu seletivamente a transcriptase reversa do HIV e a replicacao viral in
vitro. Da mesma forma, Ng et al. 62 mostraram a inibicao da transcriptase reversa,
protease e integrase do HIV-1 por proteinas do leite bovino, como a lactoferrina,
lactoalbumina e caseina.

Ren et al. 63 descreveram um alcaloide obtido de Tripterygium hypoglaucum,
o qual inibiu a transcricao dos genes da DNA polimerase e da ribonucleotideo
redutase do HSV-1, que sao absolutamente necessarios para o seu ciclo replicativo,
além do gene da glicoproteina gD, principal glicoproteina do envelope viral.

No estudo conduzido por Johari et al. 58 mostrou inibicdo do virus da
encefalite japonesa (JEV) pelo flavonoide baicaleina. Os resultados deste estudo
indicam que uma significante reducao no numero de copias de RNA é consistente
com uma inibicdo da sintese do RNA viral. Os pesquisadores relatam ainda que a
atividade antiviral pode estar relacionada a interacdo da baicaleina com proteinas
estruturais e ndo estruturais. Outros estudos relatam atividade deste flavonoide
interferindo na atividade de integrase e transcriptase reversa do HIV-1, sugerindo
que o composto pode se ligar a enzimas virais essenciais para a replicacao.

Yamamoto et al. 5 mostraram que polissacarideos extraidos do cogumelo
Agaricus brasiliensis formam um complexo glucana-proteina, e que a
predominancia de B-glucanas pode ser responsavel pela atividade antiviral. -
glucanas podem diminuir os niveis de acidos nucleicos virais em células infectadas
e estimular o sistema imune pela ligacdo aos receptores toll-like e dectinas,
induzindo a expressao de varias citocinas, entre as quais o interferon. A inducéao de
interferon estimula determinadas vias de sinalizacdo intracelular gerando um
estado antiviral.

O efeito de alguns polidnions naturais e sintéticos atribuido a inducéao da
producdo de interferon também tem sido relacionado a inibicdo da transcricao,
traducao e processamento de proteinas. Gonzalez et al. ¢ relataram que a
carragenina, um polissacarideo extraido de algas, ndo teve nenhum efeito sobre a
adsorcao ou penetracdo na célula hospedeira, mas inibiu a sintese de proteinas
virais dentro da célula. Estes autores relataram ainda que em experimentos com
particulas virais marcadas verificou-se claramente que estas sao internalizadas na
célula, mesmo com concentracoes de carragenina 10 vezes maiores que as

necessarias para bloquear a replicacao viral.



208

De forma mais especifica e analisando proteinas virais isoladamente, um
estudo conduzido por Cardozo et al. 65 descreveram um polissacarideo sulfatado
extraido do corpo de frutificacdo de Agaricus brasiliensis que inibe
consideravelmente a expressao de proteinas sintetizadas em diferentes fases do
ciclo replicativo do HSV-1.

Bertol et al. 66 testaram cerca de 10 compostos isolados da planta Digitalis
lanata e mostraram atividade antiviral para cepas de HSV-1 sensivel e resistente ao
ACV. Um dos compostos, glucoevatromonosideo, inibiu a replicacao viral por até 12
horas pos-infeccao, apresentando efeito na sintese de proteinas virais (ICP27, UL42,
gB, gD), além de bloqueio da liberacdo do virus e reducao da disseminacéo viral nas
células.

Outros pesquisadores tém estudado, ainda, a capacidade da lactoferrina
bovina, saturada com ions ferro, zinco e manganés, em combater a infeccdo por
poliovirus. Suspeita-se que esta atividade se deve a internalizacao dos ions, ja que o
efeito ocorre de maneira dose-dependente. Sabe-se que o zinco pode prejudicar o
processo de maturacado de proteinas, e considerando o poliovirus, sugere-se que
esta inibicdo ocorra no momento da clivagem proteolitica pos-traducional da
poliproteina sintetizada, resultando em interrupcao da infeccao viral 67,68,69,

Atualmente, devido a um maior conhecimento do ciclo de replicacdo de
alguns virus, novos alvos terapéuticos como o bloqueio da montagem, maturacao e
liberacao das novas particulas virais tém chamado a atencao (etapas g e h). Sabe-se
que, durante a montagem do virion, ocorrem interacoes especificas entre as
subunidades proteicas, e os compostos naturais podem competitivamente interferir
nessas interacdoes 70. Além disso, as proteinas do capsideo sdo, em sua maioria,
altamente conservadas em uma familia viral, indicando que os compostos que
agirem nessa etapa induzirdo pouco ou nenhuma selecdo de resisténcia. Essa
conservacdo também sugere a possibilidade de acao de largo espectro, isto €,
pequenas moléculas dirigidas a montagem do capsideo podem ter efeito em
membros de uma ou mais familias virais, ao invés de ser limitado a determinados
virus 71.

Substancias que interferem na liberacado e disseminacdo da progénie viral
também tém despertado o interesse de varios pesquisadores. Alguns estudos tém
mostrado a reducdo do tamanho do plaque como evidéncia da inibicao da
disseminacédo célula-a-célula do HSV, causada por polissacarideos sulfatados®5.72,73,

Uma vez que a eficiente disseminacao do virus desempenha um papel importante
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na sua infecciosidade, a inibicdo da difusao intercelular € um alvo bastante atrativo
para novas substancias antivirais.

Dessa forma, considerando a importancia das doencas virais com respeito a
epidemiologia, laténcia, nimero restrito de antivirais disponiveis e a selecao de
cepas mutantes e/ou resistentes aos medicamentos convencionais, € mister a
consolidacao do desenvolvimento de novas moléculas a partir dos produtos
naturais, mais especificos e com menor efeito colateral, para uso de referéncia ou
como alternativa contra as infeccoes virais. Além disso, destaca-se o grande
potencial do Brasil para a pesquisa nessa area devido a ampla biodiversidade e

registros etnofarmacolégicos de muitas plantas medicinais.
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1. Introducao

A atividade antimicrobiana de ions metalicos € conhecida ha muito tempo. O
emprego de metais como cobre, prata e mercurio tem sido descrito na desinfeccao
de agua e tratamento de feridas ha milénios. Propriedades antibacterianas da prata
sdo conhecidas desde os tempos antigos. No Egito Antigo barras de prata eram
colocadas em agua, cuja ingestdao dessa agua servia como um medicamento para
Ulceras. Comida e vinho eram armazenados em vasos de prata, afim de impedir a
deterioracado. Os gregos utilizavam formulacdes com cobre para o tratamento de
doencas pulmonares e tratamento de agua. Soldados romanos costumavam colocar
moedas de prata em suas feridas para acelerar a cura. Na Idade Média as pessoas
tinham o habito de dar aos seus filhos colheres de prata para sugar, como uma
protecao contra varias doencas. Além disso, um po6 de prata era administrado por
via oral servindo como medicamento 16 24,

Em 1884 um obstetra alemao administrou solucao de nitrato de prata a 1%
para prevenir conjuntivite gonococcica em neonatos. Este foi provavelmente o
primeiro uso da prata cientificamente documentado. Ainda hoje utiliza-se nitrato de
prata na prevencado de moléstias oftalmicas (na forma soluvel de AgNO3) e
tratamento de queimaduras (em forma insoltavel, sulfadiazina de prata).

Os compostos quimicos que continham prata eram a principal arma contra
infeccoes durante a 2% Guerra Mundial. A pigmentacao irreversivel da pele e dos
olhos que resulta da deposicao de compostos de prata levou a sua retirada como

agente antibacteriano 11.
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O desenvolvimento de resisténcia por microrganismos aos antibidticos e
emergéncia de novos patoégenos (devido ao aumento da longevidade, AIDS,
transplantes e tratamentos imunossupressivos) impulsiona o a procura por novos
sntimicrobianos. Alternativamente pode-se viabilizar novas formas de veiculacao
dos antimicrobianos. Assim, a incorporacdo da prata em nanoparticulas,
produzidas por diferentes plataformas,pode ser uma alternativa viavel para seu uso
como antimicrobiano!: 40,

As pesquisas envolvendo nanotecnologia vém atraindo atencodes e crescendo
cada vez mais como uma ciéncia e tecnologia interdisciplinar envolvendo diferentes
areas como fisica, quimica, biologia e medicina 11 15, 32,

A concepcao inicial de nanotecnologia foi apresentada por Richard Feynman
do Instituto Americano de Tecnologia em 1959. O prefixo “nano” é derivado do
Grego, com o significado de “ando”, referindo-se a objetos de um bilionésimo de
tamanho (109 m). As nanoparticulas comumente possuem em torno de 0.1 a 1000
nm em cada dimenséao espacial 32.

As nanoparticulas sdo um intermediario entre os materiais a granel e
estruturas moleculares ou atémicas. Enquanto os materiais a granel possuem
propriedades fisicas constantes, as nanoparticulas possuem caracteristicas fisicas,
quimicas, eletronicas, elétricas, mecanicas, magnéticas, térmicas, dielétricas,
opticas além de propriedades biologicas. Estas propriedades fisicas sao devido ao
atomo com superficie maior, grande energia de superficie, confinamento espacial e
imperfeicoes reduzidas. Desta forma os materiais a granel quando estudados em

escala nanomeétrica apresentam propriedades interessantes 6 32, 49, 55,

2. Nanoparticulas metalicas

Sabe-se que alguns metais sdo responsaveis por funcoes celulares nao
encontradas em moléculas organicas, sendo estes metais indispensaveis para a vida
de todos os organismos. No entanto esses metais cruciais sao letais para as células
quando presentes em altas concentracoes. Além disso, outros metais, ditos nao
essenciais, como prata (Ag), mercurio (Hg) e telurio (Te) sao extremamente toxicos
para bactérias, apresentando atividade antimicrobiana. Devido a essa toxicidade
para bactérias e leveduras, alguns metais vém sendo utilizados como agentes
antimicrobianos desde antigamente 23. 50, A prata em sua forma ionizada é
altamente reativa e liga-se facilmente com uma grande variedade de ions carregados

negativamente, assim como a proteinas, RNA e DNA 38,
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Particulas metalicas em escala nanométrica sado particularmente
interessantes devido a sua facilidade de sintese e modificacdo quimica. A
diminuicdo do tamanho dos metais a granel para escalas nanométricas é uma
oportunidade unica para desenvolver uma nova classe de materiais altamente
adaptaveis, combinado a uma rica diversidade de composicoes, estruturas,
propriedades e suas constantes opticas (dielétricas) que se assemelham as dos

metais a granel com a vantagem de dimensédes extremamente pequenas 3. 5.

3. Sintese das nanoparticulas metalicas

Existem duas abordagens alternativas para sintetizar as nanoparticulas
metalicas: a abordagem "bottom-up" (de baixo para cima) e a "top-down" (de cima
para baiXO) 11, 18, 33, 49,

A abordagem "bottom-up" se refere a producdo de materiais em escala
nanomeétrica por nanotecnologia molecular, consistindo na construcao de
estruturas atomo por atomo, molécula por molécula ou aglomerado por aglomerado.
Inicialmente sao formados os blocos nano-estruturados de forma precisa e
controlada, posteriormente a montagem é finalizada por procedimentos quimicos ou
biologicos 3. 49. A abordagem “bottom-up” refere-se a construcao de sistemas
funcionais e dispositivos com auto-organizacdo, ou seja, automontagem de atomos
e moléculas sem desperdicios ou necessidade de fazer ou eliminar partes do sistema
final 3.

A abordagem “top-down” refere-se a producdo de materiais em escala
nanométrica utilizando ferramentas controladas por parametros experimentais
consistindo em quebras graduais dos materiais a granel até atingirem escalas
nanométricas com formas e caracteristicas desejadas por métodos fisicos ou
quimicos 3. 10, 30, Normalmente sao utilizados processos litograficos onde o material
€ protegido por uma mascara e entao exposto ao ataque externo, ataque este por
meétodos quimicos utilizando-se acidos ou fisicos como luz ultravioleta, raio X ou
feixes de elétrons 3.

A vantagem das abordagens “top-down” € a producdo em grande escala,
porém em contrapartida a sintese de particulas uniformes e com tamanho
controlado é dificil de conseguir 8. Em contraste, nas abordagens “bottom-up”
podem ser obtidas nanoparticulas com composicao quimica mais homogénea e com

menos defeitos 48.



216

As nanoparticulas vém sendo produzidas de forma fisica e quimica por um
longo periodo de tempo. Porém, recentemente, a contribuicdo dos microrganismos e
sistemas biologicos (plantas) na producdo das nanoparticulas metalicas tomou
grande proporcdo 15. E evidente, porém, em se tratando de reagentes quimicos, que
ha necessidade de monitoramento sobre a absorcdo desses reagentes pelo solo e
distribuicao na agua.

As pesquisas estao se voltando cada vez mais para a sintese de
nanoparticulas metalicas por métodos biolégicos devido ao fato de nao requerer
reagentes toxicos, ndo agredir o meio ambiente além de ser um meétodo rapido e
rentavel 8 9. 37, Tais métodos biologicos envolvem normalmente o uso de micro-
organismos para a producao de nanoparticulas metalicas. Varios micro-organismos
sdo bastante conhecidos como algas, bactérias, fungos e actinomicetos. Além
desses micro-organismos plantas e peptideos também vém sendo utilizados como
um meétodo de sintese 8. 31,

Além disso, sempre deve ser considerada a possibilidade de toxicidade a
seres humanos. Portanto, toda prudéncia € necessaria e testes de toxicidade devem

sempre ser realizados. 17,33,

3.1. Bactérias

As bactérias sdo os organismos mais extensivamente pesquisados para a
sintese de nanoparticulas metalicas. Uma das razoes para tal preferéncia € devido a
facilidade de manipulacao desses organismos 44 49.

Um dos primeiros trabalhos envolveu a descoberta de uma bactéria
resistente a prata, Pseudomonas stutzeri AG259, isolada de uma mina de prata com
acamulo de nanoparticula de prata no espaco periplasmatico. Apos esta primeira
descoberta seguiram varios outros relatos de bactérias produtoras de
nanoparticulas metalicas como, Morganella sp., Lactobacillus, Plectonema borynum,
Escherichia coli, Clostridium thermoaceticum, Actinobacter spp., Shewanella algae,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus
sp., Thermomonospora sp., Shewanella oneidensis e Rhodopseudomonas capsulata*®.

As bactérias diferem entre o tipo de nanoparticula produzida (Ag, Au - ouro,
CdS - cadmio sulfito, FeS — magnetita e uranio), local (intra ou extracelular), pH
(acido a alcalino) e tamanho (2 a 500 #zm). Diversos estudos mostram que a
concentracao do metal, condi¢coes e tempo de incubacao influenciam no tamanho

das nanoparticulas formadas 9.
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Uma desvantagem associada a utilizacdo de fungos para biossintese de
naoparticulas reside na dificuldade de manipulacdo genética para obtencdo de
cepas recombinantes capazes de superexpressar enzimas especifica 49.

Panacék e colaboradores (2009) mostraram a capacidade de uma bactéria
recombinante em sintetizar nanoparticulas metalicas. Nesse estudo os autores
introduziram no gene que codifica a proteina fitoquelatina sintetase (PCS) de
Arabidopsis thaliana, e o gene que codifica a proteina metalotioneina (MT) de
Pseudomonas putida em Escherichia coli. Estas proteinas spresentam capacidade de
se ligar e formar complexos com metais pesados como Cu, Cd, Zn, Se e Te.

A coexpressdo das proteinas PCS e MT resultou na formacdo de diversas
nanoparticulas metalicas altamente ordenadas, e o tamanho das particulas pode

ser controlado pela concentracdo de metais no meio 36.

3.2. Fungos

Devido a sua tolerancia aos metais e capacidade de bioacumulacdo os
fungos estdo se tornando o centro dos estudos de biossintese de nanoparticulas
metalicas. Uma das maiores vantagens em utilizar fungos para a reducao de
nanoparticulas é devido a facilidade de sintese e secrecao de enzimas fungicas
extracelulares em grande escala 41, 49.

Estudos com o fungo Fusarium oxysporum produtor de nanoparticulas de
prata sugerem que umas das proteinas envolvidas no processo de producado € uma
redutase NADH-dependente. Esta redutase seria a responsavel pela reducao dos
ions de prata e subsequente formacédo de nanoparticulas de prata 7.

Além do fungo F. oxysporum, varios outros foram relatados como
produtores de nanoparticulas como, Phoma sp., Verticillium, Aspergillus fumigatus,
Trichoderma asperellum e Phaenerochaete chrysosporium 12, 49,

Apesar da vantagem de producdo em grande escala de enzimas a utilizacao
de fungos para a biossintese de nanoparticulas possui uma desvantagem, a
manipulacdo genética para super expressao de enzimas especificas. Uma tarefa

muito mais complicada em eucariotos comparada aos procariotos 49.

3.3. Plantas

Enquanto pesquisas envolvendo microrganismos vém sendo realizadas com
grande intensidade, o uso de plantas para biossintese de nanoparticulas de forma
similar ainda € um campo pouco explorado 4°. Estudos mostram a capacidade de

sintese extracelular de nanoparticulas metalicas, por meio de reducao da prata
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aquosa por extratos de folha de Pelargonium graveolens. Em comparacdo com a
biossintese de nanoparticulas por bactérias e fungos, a reducao da prata pelo
extrato de planta ocorre de forma bastante rapida. Para que ocorra uma completa
reducao da prata usando bactérias ou fungos € requerido entre 24 a 124 horas. Em
contrapartida a maioria das reacgoes usando extratos de folha de P. graveolens é
completo requer nove horas 44 49,

A producao de nanoparticulas de prata por Callicarpa maingayi a partir de
extrato metanodlico provou-se efetiva, com a esperada biorreducao e estabilizacao
dos ions prata nas nanoparticulas 42.

Apesar dos diversos estudos sobre biossintese de nanoparticulas por
extratos de plantas, o exato mecanismo de sintese ainda nao foi elucidado, varias
hipoteses foram propostas tentando explicar esse mecanismo. Alguns estudos
mostram que a presenca de acgucares (aldoses), cetonas e proteinas servem como

agentes redutores dos ions metalicos 8.

3.4. Peptideos

De acordo com este modelo de biossintese, quando os peptideos sao a
solucao de ions prata, interagem com os nano-aglomerados pré-formados ou com o
nucleo da prata o primeiro metal a ser testado para esse método. Quando os
peptideos se aderem ao nucleo ou aos nano-aglomerados de metal de prata,
aceleram a reducao dos ions de prata e crescimento de cristais 8.

A interacdo entre o peptideo e o metal resulta em reducado quimica dos ions
metalicos, formando em cristais com diferentes tamanhos variando de 60 a 150 nm.
Arginina, cisteina, lisina, metionina e tirosina sao os residuos de aminoacidos que

podem ser utilizados para a biossintese 8.

4. Atividade antimicrobiana

4.1. Atividade antibacteriana

As propriedades de nanoparticulas, por exemplo, sua area de superficie
ativa, reatividade quimica e atividade biologica, muitas vezes sao radicalmente
diferentes das particulas de um tamanho maior. Por exemplo, a eficacia
antimicrobiana de nanoparticulas metalicas tem sido atribuida ao seu tamanho e

elevada relacado superficie-volume. Em teoria, essas caracteristicas permitem que
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elas interajam diretamente com as membranas microbianas e, assim, provoquem
um efeito antimicrobiano que nao é apenas devido a liberacao de ions metalicos 1.

As particulas organicas e inorganicas nanométricas sdo criadas para
utilizacao em praticas médicas e pesquisa, tais como oxidos de zinco (ZnO), cobre
(Cu0O), ferro (Fes0s). A atividade antimicrobiana das nanoparticulas tem sido
amplamente estudadas em bactérias patogénicas humanas, tais como a Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. A atividade bactericida destas nanoparticulas em
parte depende do tamanho, da estabilidade e da concentracado no meio de
crescimento 2.

Acredita-se que o principal efeito antibacteriano das nanoparticulas de prata
€ a interacdo com os grupos tidis do peptideoglicano encontrado na parede celular
bacteriana e nas proteinas presentes na membrana celular, assim como ao fésforo
presente na membrana e enzimas celulares. A funcao da parede celular dos fungos,
deenzimas e proteinas estruturais fingicas e virais também sao afetadas 22. 31,

A ligacao das nanoparticulas de prata na superficie da célula bacteriana pode
causar deficiéncia no transporte de ions e outras substancias na membrana
celular, afetando a permeabilidade celular. A atividade reduzida da bomba de
sodio/potassio permite entrada de agua e aumento do volume celular, ocasionando
lise celular 4 18,26,

Os ions de prata também penetram na célula bacteriana causando danos nas
estruturas internas e desnaturacdo de proteinas, impedindo sintese de proteinas.
Os ions de prata podem também ligar-se ao DNA bacteriano impedindo a sua
replicacdoe portanto a multiplicacado bacteriana 17.

A gama de possiveis mecanismos de acao antibacteriana das nanoparticulas
de prata é respsonsavel pela baixas taxas de resisténcia bacteriana a estes
compostos, pois ndo interfere em mecanismos especificos, dado sua natureza de
sua ligacdo ao enxofre e fosforo em qualquer estrutura microbiana. Além disso,
induzem a producao de espécies reativas de oxigénio que também participam da
destruicao da célula bacteriana 23.

Observou-se que a exposicdo de micro-organismos patogénicos as
nanoparticulas de zinco levou a ruptura da membrana celular bacteriana e
extravasamento do citoplasma. Estas nanofibras danificam a membrana celular
bacteriana, bem como inibem a atividade das enzimas de membrana causando a

morte celular ao longo do tempo 23.37.

4.2, Atividade antifangica
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Nanoparticulas de prata também apresentam atividade antifingica frente a
fungos isolados de materiais clinicos humanos. Atividade fungistatica foi observada
em fungos leveduriformes e filamentosos frequentemente causadores de micoses
humanas, como Candida albicans, Fusarium solani, Trichopyton mentagrophytes e
Aspergillus fumigatus, entre outros 35 39,54, Com o auxilio da microscopia eletronica
foi mostrado que nanoparticulas de prata provocam a formacdo de poros na
membrana celular de C. albicans, causando a morte celular 34. O efeito inibitério
também foi observado em fungos fitopatogénicos como Alternaria alternata, Botrytis
cinerea e Curvularia lunata. Estudos indicam que as nanoparticulas de prata
destroem a integridade da membrana plasmatica e interagem com compostos

contendo fésforo ou enxofre, causando danos no DNA e em proteinas 20,21,

5. Aplicacoes

A propriedade antimicrobiana das nanoparticulas de prata tem sido aplicada
em muitas formulacoes e produtos como tecidos sintéticos, dispositivos cirurgicos,
processamento de alimentos e embalagens, e também na purificacao de agua 14.
Estas nanoparticulas metalicas podem ser combinadas com polimeros e outros
materiais de base, assim como revestindo superficies para proporcionar um variado
potencial antimicrobiano na area de saude bucal 1.

Nanoparticulas de prata sao utilizadas em tintas para o ambiente hospitalar,
para cobrir as paredes de consultérios, laboratorios e salas de cirurgia; sao
incorporadas a materiais adesivos, limpadores de janelas, tecidos, papéis de parede
e outros 25. Estas particulas sao também usadas para impregnar roupas e na
producao de meias, para reducao de odores desagradaveis. Estao também presentes
em uma variedade de produtos cosméticos para a higiene diaria, como sabonetes,
shampoos, desodorantes, géis e cremes 41.

As nanoparticulas de prata sdo uteis ainda em produtos médicos, onde sao
incorporadas em roupas, ataduras, colchoes, artigos de cama, luvas, seringas,
mascaras e tubos para respirador, com eficiéncia estimada em 99% na eliminacéao
de potenciais patogenos. Cabe ainda lembrar da wutilizacado ha décadas, na
prevencao de infeccoes em queimaduras, em feridas e tulceras (acelerando a
cicatrizacao), na forma de cremes ou solucdes de nitrato de prata.27. 33, 53,

Uma potencial fonte de infeccao é a utilizacdo de cateteres intravenosos, seja
para retirada de amostras de sangue para analise, seja para administracao de

farmacos ou nutricao parenteral. O recobrimento de cateter por nanoparticulas de
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prata pode prevenir o surgimento de infeccoes, inibindo o crescimento bacteriano
por ao menos 72 horas 28,

Nanofibras metalicas tem atraido muita atencdo devido ao enorme potencial
para uma ampla gama de aplicacoes: na engenharia téxtil, em biomateriais,
purificacdo de agua, confeccido de embalagens, construcdo civil, medicamentos e
alimentos.

O efeito larvicida contra Aedes aegypti (transmissor do virus da dengue) e os
vetores da filariose e malaria demonstra mais um emprego das nanoparticulas de
prata. Estas doencas ocorrem frequentemente em paises pobres e em
desenvolvimento, causando centenas de milhares de mortes todos os anos. O uso
das nanoparticulas de prata pode, portanto, também contribuir para diminuicao de
transmissao de agentes infecciosos que flagelam milhdes de pessoas 13,46, 47,

Tendo em perspectiva todos os estudos e comprovacoes dos efeitos
antimicrobianos das nanoparticulas de prata, podemos vislumbrar uma ampla
empregabilidade destes compostos e diversos produtos. O atual estagio de
desenvolvimento das nanoparticulas metalicas nos permite afirmar que, alcancada
a viabilizacdo econémica de producao, teremos em breve uma gama de produtos a

base de nanoparticulas de prata ao alcance de nossas maos.
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1. Introducao

Plantas Medicinais tém sido utilizadas desde tempos antigos como
medicamentos para o tratamento de varias doencas. Até o século XIX, os recursos
terapéuticos eram constituidos predominantemente por plantas e extratos vegetais.
Assim, as plantas medicinais e seus extratos constituiam a maioria dos
medicamentos, e pouco se diferenciavam dos remédios utilizados na medicina
convencional 76. Apesar do grande avanco observado na medicina, as plantas ainda
tém uma importante contribuicdo nos cuidados com a saude 15. Segundo a
Organizacao Mundial de Saude, 65-80% da populacdo mundial que vive em paises
em desenvolvimento depende essencialmente de plantas para os cuidados primarios
com a saude.

Um acentuado crescimento no mercado de fitoterapicos mundial tem
ocorrido nos ultimos anos. Estima-se que 25% de todos os medicamentos modernos
sao direta ou indiretamente derivados de plantas 30, 77. Em alguns casos em
particular, como substancias antitumorais e antimicrobianas, mais de 60% dos
medicamentos do mercado e em estudos clinicos, sdo derivados de produtos
naturais, principalmente de plantas 21. Apesar da grande utilizacdo de plantas na
medicina popular, para a maioria dos fitoterapicos comercializados faltam
evidéncias cientificas que comprovem sua eficacia e seguranca, sendo que seus

supostos meéritos terapéuticos devem-se principalmente a informacoées empiricas e
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subjetivas da medicina folclorica 1°. A maioria das companhias farmacéuticas tem
demonstrado interesse na investigacdo de plantas como fontes de novas estruturas
e também para o desenvolvimento de fitoterapicos padronizados que mostrem
eficacia, seguranca e qualidade 6 11, 30,

De um modo geral tem-se a idéia de que fitoterapicos sao seguros e livre de
efeitos toxicos. Entretanto, as plantas contém varios constituintes e alguns deles
sdao muito toxicos, como substancias citotoxicas anticancer derivadas de plantas,
digitalicos e os alcaloides pirrolizidinicos !5. E importante apontar que cerca de 11%
das plantas estudadas tém sido relatadas como tendo efeitos téxicos. Essa
consideracao aumenta a preocupacao sobre o uso popular e o abuso no emprego de
plantas no tratamento de diversas doencas.

As plantas medicinais estdo distribuidas mundialmente, mas existem em
maior abundancia nos paises tropicais. A floresta Amazonica € um extenso e
heterogéneo territorio apresentando um grande numero de espécies ainda nao
descritas e varias tribos indigenas com vasta experiéncia no emprego de plantas
medicinais. Além da floresta Amazonica ha mais quatro regides no Brasil com uma
grande quantidade de plantas nativas 70, mas faltam estudos farmacologicos e
quimicos. Um total de 93 compostos com um ou mais efeitos farmacolégicos foram

isolados da flora brasileira 12.

2. Os Tripanossomatideos

A familia Trypanosomatidae compreende um grande numero de protozoarios,
alguns dos quais sao agentes de importantes doencas, tais como leishmaniose,
doenca de Chagas e tripanossomiase africana, afetando homens e animais. Essa
familia esta classificada na ordem Kinetoplastida. Os organismos pertencentes a
essa ordem possuem uma estrutura celular conhecida como cinetoplasto, que €
uma regido diferenciada da mitocondria onde se concentra o DNA mitocondrial
organizado em mini e maxi-circulos, denominado k-DNA 56, A posicao do
cinetoplasto em relacdo ao nucleo celular e a observacao do flagelo, localizado na
regido anterior, sao critérios para determinacdo da forma evolutiva dos
tripanossomatideos, sendo estas: promastigota, paramastigota, coanomastigota,
amastigota, epimastigota, opistomastigota e tripomastigota 3!. A familia €

constituida de protozoarios parasitas uniflagelados, mono ou heteroxénicos, na qual
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também estdo presentes outros parasitas de importancia médica, agronomica e
veterinaria.

Doencas causadas por protozoarios sdo responsaveis por consideraveis
indices de mortalidade em paises tropicais e subtropicais. Novos farmacos sao
urgentemente requeridos para o tratamento de amebiases, leishmanioses,
tripanossomiases e malaria, visto que os compostos disponiveis, tais como
antimonios pentavalentes, pentamidina, benzonidazol, nifurtimox, melarsoprol,
cloroquina e primaquina sao altamente téxicos, requerem longo tempo de uso, além
de serem inacessiveis a maioria da populacdo carente 23 34 95 Alternativas
terapéuticas sao necessarias e as plantas superiores devem ser investigadas, visto

que sao fontes potenciais de novos farmacos para a quimioterapia antiprotozoarios.

3. Leishmania amazonensis e as Leishmanioses

As doencas causadas por protozoarios sdao um grande problema para a
saude, sobretudo em populacoes de baixo nivel socio-econémico. Dentre estas, esta
a leishmaniose, causada por varias espécies de protozoarios flagelados do género
Leishmania. A leishmaniose manifesta-se em um amplo espectro de formas clinicas,
que dependem da espécie ou subespécie do parasita infectante, da distribuicao dos
macrofagos infectados e, especialmente, da resposta imune do hospedeiro. As
principais sindromes de leishmaniose humana, em ordem crescente de
acometimento sistémico e provavel gravidade clinica, classificam-se como: formas
cutaneas, mucocutaneas e visceral. Essa parasitose € causa de consideravel
mortalidade no mundo, uma vez que afeta mais de 12 milhdes de pessoas, com 1 a
2 milhoes de novos casos registrados anualmente. No Brasil, a incidéncia de
leishmaniose cutanea tem aumentado em praticamente todas as regidoes do pais 40,
sendo considerada endémica, inclusive, no norte do Estado do Parana 78.
Perspectivas de controle dependem de alguns fatores, como o desenvolvimento de
novas estratégias para o controle do vetor e tratamento 16, 18, 20, 35, 47, 71, 88, 93,

Parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo de vida heteroxénico,
alternando entre formas promastigotas (extracelulares) e amastigotas
(intracelulares). Promastigotas sao transmitidas exclusivamente pelo hospedeiro
invertebrado, que sdo mosquitos flebétomos do género Phlebotomus ou Lutzomya 18.
Esses inoculam as formas promastigotas metaciclicas, infectando o hospedeiro

vertebrado. Uma vez no interior do hospedeiro, as formas promastigotas sao
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internalizadas pelos macréfagos, onde se diferenciam em formas amastigotas
iméveis constituindo o principal alvo das quimioterapias para a
leishmaniose14.26,47,55,

As formas classicas de leishmanioses, tais como, leishmaniose cutanea e
visceral, impdem dificuldades especificas em termos de diagnéstico e tratamento.
Nao ha nenhuma vacina contra essa doenca e o tratamento é dependente de um
limitado numero de farmacos. Antimoniais pentavalentes, os quais foram
desenvolvidos antes de 1960, sdo as linhas de primeira escolha para o tratamento
das leishmanioses. Anfotericina-B e pentamidina estdo sendo utilizadas como
tratamento alternativo. Todas essas substancias sao limitadas pela sua toxicidade,
requerem administracado intravenosa por um longo periodo e custo elevado. Novos
farmacos estao sendo adotados no tratamento das leishmanioses, como a
Miltefosina®, que € considerada o primeiro farmaco de aplicacado oral. No entanto,
ainda € muito pequeno o numero de substancias efetivas, seguras e disponiveis 24.
Assim, a busca de novas substancias antiparasitarias € uma prioridade na area
meédica. Nesse contexto, o uso de produtos naturais com baixa toxicidade e potente
atividade biologica é uma alternativa bastante promissora 15 25, 79, Dentro desta
perspectiva, o Brasil é um pais privilegiado, pelo fato de deter extensa e
diversificada flora, sobretudo em algumas regides, tais como: a Floresta Amazonica,
Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal 15 81, 96,

Alcaloides, terpenos, quinonas e flavonoides sao exemplos que ilustram a
diversidade de compostos encontrados em plantas superiores, que podem
apresentar atividade seletiva em relacdo ao parasito. Portanto, esses grupos
quimicos podem ser objetos de estudo para a identificacdo de novas substancias
e/ou para modificacoes semi-sintéticas para melhorar a atividade terapéutica e
diminuir seus efeitos toxicos 3 ¢8. Em todo o mundo, inUmeros grupos de pesquisa
investigam as possiveis atividades biologicas das plantas, baseando-se em
informacoes etnobotanicas. Os dados obtidos atestam, cada vez mais, e de maneira
cientifica, as propriedades terapéuticas das plantas, em detrimento aos resultados
empiricos de outrora. Cientistas franceses selecionaram 17 espécies de plantas e, a
partir destas, prepararam extratos de algumas de suas partes, que foram
posteriormente testados in vitro sobre protozoarios e muitos apresentaram atividade
antiproliferativa 3. Vinte e nove extratos de 18 plantas medicinais usadas na
Franca foram avaliados in vitro contra Leishmania donovani. Dentre as plantas

selecionadas Scaevola balansae e Premna serratifolia L. foram capazes de inibir o
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crescimento do parasito nas concentracdes inibitorias 50% (ICso) entre S e 10
ug/mlse.

Estudos sobre o efeito antileishmania de produtos naturais tém sido
realizados por nosso grupo de pesquisa e resultados promissores foram obtidos com
a planta Tanacetum parthenium, a partir da qual foi isolado o composto
partenolideo 85 e também com as neolignanas isoladas de folhas de Piper regnellii 8°.

Tiuman e colaboradores 85 mostraram que extrato bruto e fracoes obtidas do
T. parthenium apresentaram significativa atividade antileishmania. A partir da
fracdo diclorometano obteve-se a substancia purificada partenolideo, ativa contra
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis com ICso de
0,37 ug/ml e 0,81 ug/ml respectivamente. No estudo realizado por Vendrametto 88
foi verificada a atividade antileishmania do extrato bruto e fracées da planta Piper
regnellii var. pallescens pertencente a Familia Piperaceae. As fracoes hexano e
cloroférmio foram as que apresentaram melhor atividade com ICso de 21,5 e 32,0
ug/ml, respectivamente. Testes de citotoxicidade mostraram que o extrato bruto e
fracoes nao sao toxicos para células de mamiferos. A analise cromatografica da
fracao cloroféormio revelou a presenca de quantidade substancial da neolignana
eupomatenoide-5, a qual apresentou atividade antileishmania sobre formas
promastigotas, amastigotas axénica e intracelular.

Outra alternativa para o tratamento de infeccoes parasitarias sao as
substancias sintéticas e semi-sintéticas, tais como as tiossemicarbazonas.
Pesquisas indicam que a atividade biologica das tiossemicarbazonas esta
relacionada com a habilidade de quelar ions metalicos de transicao 53 5¢. Estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa mostrou a atividade antileishmania de duas
tiossemicarbazonas: 1-benzaldeido-4-R-(+)-limoneno tiossemicarbazona (Tio 1) e 1-
p-nitrobenzaldeido-4-R-(+)-limonenotiossemicar- bazona (Tio 11) sobre L.
amazonensis. Para a substancia Tio 1, a inibicdo do crescimento do protozoario foi
maior do que 90% nas concentracoes acima de 10 ug/ml. Ja para a substancia Tio
11, esta mesma porcentagem de inibicdo de crescimento ocorreu nas concentracoes
maiores que S ug/ml 0,

Entre as ultimas pesquisas realizadas pelo nosso grupo, na busca de
farmacos para o tratamento da leishmaniose a partir de produtos naturais, estao os
estudos com o oleo da copaiba obtido a partir de diferentes espécies do género
Copaifera (Figura 1). As plantas do género Copaifera sdo nativas das regides
tropicais da América Latina. Sdo arvores de grande porte distribuidas na Amazonia

e regiao Central do Brasil 86 a partir das quais é extraido o 6leo da copaiba, que € o
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produto da exsudacdo patolégica do lenho dessas arvores 13 e sdo constituidos por
misturas de sesquiterpenos, predominantes na maioria deles, e de diterpenos 19. O
o0leo da copaiba pode ser facilmente encontrado em toda a Amazonia, onde é
vendido em mercados e feiras populares, com diferentes denominacoes, dentre as
quais podem ser citadas: Panchimoiti, Palo de aceite, Cabimo, Copahyba,
Copaibarana, Copauba, Copaibo, Copal, Maram, Marimari e Balsamo dos
Jesuitass6. Muitas propriedades dos oleos da copaiba estdo sendo investigadas,
dentre elas, destacam-se: antiinflamatoria, antitumoral, antitetanica,
antiblenorragica, para cura da bronquite, sifilis, doencas da pele, tlcera, e também

como cicatrizante de feridas 4 5. 13, 19, 57, 65, 87,

Figura 1. Arvore de Copaifera officinalis L.
(www.amazoniaorganics.com?99)

Dessa forma, foram avaliados o6leos de copaiba de 8 espécies do género
Copaifera: C. multijuga; C. martii; C. cearensis; C. paupera; C. langsdorfii, C.
officinalis; C. lucens e C. reticulata provenientes dos Estados do Acre e do Para. Os
oleos de copaiba de diferentes espécies de Copaifera apresentaram em formas
promastigotas uma atividade antileishmania com ICso entre 5 e 20 pg/ml.
Analisando o efeito do 6leo de copaiba na ultraestrutura das formas promastigotas
de L. amazonensis, observada por microscopia eletronica de transmissdo e
varredura, foi possivel constatar varias alteracdes em relacdo ao controle, tais como
alteracoes na membrana plasmatica, presenca de duplo flagelo, presenca de figuras
de mielina, estruturas autofagicas e formacao de vesiculas exociticas na bolsa
flagelar (Figuras 2 e 3).

Os resultados obtidos até o momento atestam que na maioria das vezes, as
plantas utilizadas na medicina popular, realmente apresentam atividade
terapéutica. Estas sao fontes potenciais de novos farmacos seguros e efetivos para o
tratamento da leishmaniose. Estudos visando a elucidacdo dos provaveis

mecanismos de acao e testes in vivo estdao em andamento.
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Figura 2: Microscopia Eletronica de Varredura de L.
amazonensis cultivada em meio de Warren.
Promastigotas nao tratadas (A); Tratadas com 6leo de
C. reticulata 10 ug/ml - ICso (B); Tratadas com o6leo de
C. reticulata 80 ug/ml - ICq - (C e D) (Santos 74).

Figura 3: Microscopia Eletronica de Transmissdo L.
amazonensis cultivada em meio de Warren.
Promastigotas nao tratadas (A); Tratadas com C.
reticulata 10 ug/ml - ICso (B,C); Tratadas com C.
reticulata 80 ug/ml - ICy - (D,E,F,G e H). m,
mitocondria; fp, bolsa flagelar; f, flagelo; n, nucleo; k,

cinetoplasto; *, vactiolos (Santos 74).
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4. Trypanosoma cruzi - Doenca de Chagas

A tripanossomiase americana, também conhecida como doenca de Chagas, €
uma doenca endémica da América Latina. Estimativas da Organizacao Mundial de
Saude relatam aproximadamente 18 milhdées de pessoas infectadas, sendo 2
milhdes somente no Brasil 9.

O agente etiologico da doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, apresenta trés
tipos morfologicos distintos durante seu ciclo de vida: tripomastigota, amastigota e
epimastigota. A forma tripomastigota (infectiva, mas nao replicativa) € delgada,
alongada medindo cerca de 15 um, apresenta uma membrana ondulante
proeminente, sendo encontrada na porcao final do intestino do inseto triatomineo
(tripomastigota metaciclico) e na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado
(tripomastigota sanguineo). A forma amastigota (replicativa e infectiva) €
arredondada, apresentando flagelo curto restrito a bolsa flagelar, mede cerca de 5
um, sendo encontrada no interior das células dos hospedeiros mamiferos e na
circulacao sanguinea. A forma epimastigota (replicativa e nao infectiva) é alongada,
medindo 30 ym de comprimento em média, encontrada no tubo digestivo do inseto
vetor, podendo ser cultivada em meios de cultura axénicos. O ciclo biologico de T.
cruzi € do tipo heteroxénico, necessitando um vetor invertebrado (inseto) e um
hospedeiro vertebrado (mamifero). A transmissao da doenca de Chagas pode ocorrer
de duas maneiras: naturalmente através de fezes ou urina contaminadas de insetos
triatomineos hematéfagos, como descrito acima, via oral e transplacentaria; ou
pode ocorrer também de maneira artificial em decorréncia do préprio avanco da
medicina, podendo ser por transfusao sanguinea, transplante de o6rgaos infectados
e por acidentes de laboratorio.

No homem a doenca de Chagas apresenta um curso clinico bastante variado
apresentando uma fase aguda e cronica. Na fase aguda € comum o paciente
apresentar uma lesao inflamatoéria no local de entrada do parasita chamado
chagoma; quando a entrada deste ocorre pela mucosa do olho, pode-se visualizar
apos pouco tempo o sinal de Romana, caracterizado pelo inchaco de um dos olhos.
Em geral dura poucas semanas, pode apresentar quadro febril discreto, nauseas,
linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia e em casos mais graves podem ocorrer
taquicardia, arritmias cardiacas, podendo evoluir a 6bito do paciente 8. A maioria
dos casos nao é detectada e, portanto néo tratada, ocasionando a evolucdo da
doenca para forma cronica indeterminada que consiste na presenca da infeccao

comprovada por sorologia e métodos parasitolégicos diretos, porém sem apresentar
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sintomatologia e sinais clinicos como as alteracdes cardiacas e digestivas 38. Do
ponto de vista clinico-epidemiologico, as formas mais graves sao as formas cronicas
sintomaticas, face aos grandes impactos médicos e sociais que causam. Estas se
caracterizam por manifestacoes morbidas, como a cardiopatia chagasica cronica,
aneurismas e as megasindromes (megaesofago, megacolon e cardiomegalia).

Os farmacos disponiveis atualmente no mercado mundial para o tratamento
da doenca de Chagas foram desenvolvidos nos anos setenta, os chamados derivados
nitroheterociclicos; o nifurtimox, do grupo dos nitrofuranos, e o benzonidazol, do
grupo dos nitroimidazois. Ambos os medicamentos sdo ativos durante a fase aguda
da doenca e na fase cronica em curto prazo. Tanto testes em laboratério como
ensaios clinicos tém revelado que a eficiéncia destes farmacos varia com a linhagem
do parasita 8. Além destes fatores limitantes, estes medicamentos provocam fortes
efeitos colaterais como anorexia, distirbios gastro-intestinais, neuropatias,
erupcoes cutaneas do tipo eritema polimorfo nao-bolhoso, distarbios da
hematopoese (com granulocitopenia ou agranulocitopenia) e dermatoxicidade,
sendo o seu uso parenteral controverso 22 48. Devido a alta toxicidade dos farmacos
disponiveis e seu baixo efeito, a doenca torna-se cronica. Pesquisas realizadas com
o intuito de desenvolver novos farmacos capazes de parar a replicacao do parasita,
aumentando a expectativa de vida dos pacientes, ou ainda levar a cura total. Para
isso, é considerado muito relevante o conhecimento popular, em diversas regioes do
planeta, sobre a utilizacdo de produtos naturais para tratamento de doencas. As
pesquisas de novos farmacos oriundos desse conhecimento ou mesmo de
substancias semissintéticas e sintéticas, trazem novas esperancas para os doentes
e conhecimento maior sobre a biologia do parasito.

Estudos com extratos e substancias isoladas de plantas medicinais de
diversos lugares como América Central e América do Sul, Africa e Sudeste Asiatico
sdao realizados e obtém-se bons resultados, visto que sao plantas oriundas de
regioes de alta diversidade, predominantemente zona tropical, que em sua maioria
nunca foram estudadas para efeito tripanocida 1 42. 64 82 Entre as pesquisas
realizadas recentemente sobre o efeito tripanocida de produtos naturais,
encontram-se algumas realizadas por nosso grupo de pesquisa, tais como a
atividade de neolignanas isoladas de folhas de Piper regnellii 8. 59 e sesquiterpeno
lactona partenolideo isolado de Tanacetum parthenium 52. Partenolideo é capaz de
causar alteracoes na morfologia do protozoario, tais como o arredondamento do
corpo celular, o aparente encurtamento do flagelo e alteracdes ultraestruturais,

como o aparecimento de figuras de mielina, o cinetoplasto difuso, o aparente



233

aumento no numero de reservosomos e alguma desorganizacdo de membranas
internas (Figura 4). Além destas, outras pesquisas realizadas por outros grupos de
pesquisa destacam o efeito tripanocida de extrato aquoso de Camellia sinensis que
parece inibir a enzima arginina quinase do parasito, interferindo assim com seu
metabolismo 66; extrato etanolico obtido de Populus nigra 29; 6leos essenciais obtidos
de Syzygium aromaticum, Achillea millefolium e Ocimum basilicum 73; e ainda
isoquinolinas isoladas de Ocotea lancifolia que possuem intensa atividade sobre
tripomastigotas sanguineos 41. Além dos produtos naturais, algumas substancias
sintéticas e semi-sintéticas tém apresentado atividade tripanocida, como mostrado
anteriormente com o bisfosfonato risedronato 44, L-leucina-metil éster que parece
ter atividade sobre o crescimento de T. cruzi 2 e ainda B-lapachonas semi-sintéticas

mostraram ser promissores agentes tripanocidas in vitro 61.

Figura 4. Microscopia eletronica de varredura e de
transmissao de formas epimastigotas de T. cruzi
tratadas com partenolideo. Nota-se alteracoes
celulares tanto na forma do corpo celular quanto na
organizacao de membranas internas. Controle (A, D);
ICso (B, E); ICo (C, F). K, cinetoplasto; N, nucleo; R,
reservossomo. A, B e C, Barra 2 um. D, E e F, Barra

1 gm. (Izumi et al. 52)

Outros compostos sintéticos conhecidos como WSP® apresentam atividade
antiproliferativa sobre formas epimastigotas®. Derivados triazois usados no
tratamento de micoses, como o prototipo UR-9825® e albacazol que sao inibidores
da biossintese do ergosterol, tém apresentado resultados interessantes na inibicao
de T. cruzi, sendo que este ultimo mostrou ser eficiente na diminuicao da
parasitemia em animais infectados 49. Existe ainda uma classe de compostos
sintéticos derivados do triptofano, chamados carbolinicos que possuem uma
potente acdo contra T. cruzi in vitro . Estudos realizados por nosso grupo de
pesquisa constataram acao tripanocida de derivado carbolinico sobre as trés formas

evolutivas do parasito, o qual possui uma atividade antiproliferativa sobre formas
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epimastigotas, apresentando uma ICso de 14,9 uM. Em formas tripomastigotas a
concentracao efetiva 50% (ECso) nos parasitos foi de 45 uM. Ja sobre formas
amastigotas extracelulares o resultado foi semelhante, sendo o ECso de 33 uM. O
composto carbolinico foi efetivo também sobre as formas amastigotas
intracelulares, sendo a substancia capaz de agir diretamente sobre o parasito,
causando uma consideravel diminuicdo no numero de células infectadas (ECso de
66 uM), como também no numero de amastigotas intracelulares (ECso de 22 uM).
Adicionalmente, o composto carbolinico nado apresentou efeitos deletérios sobre as
células hospedeiras (Figura 5). Outro resultado importante obtido sobre esta
substancia € a sua baixa toxicidade sobre linhagens celulares in vitro, sendo o
carbolinico 31 vezes mais toxico para o parasito do que para a célula do
hospedeiro86. Todos estes resultados obtidos sdo animadores, porém nao existe até
o momento nenhuma substéancia totalmente eficaz para o tratamento da doenca de
Chagas, sendo imprescindivel ampliar a pesquisa de novas substancias com

potencial atividade tripanocida.

Figura 5. Microscopia optica

# _‘ de formas amastigotas de T.
'6 ‘ cruzi em células LLCMK,
; ‘ - tratadas com Carbolinico C4

durante 96 h. (A) Células

sem tratamento, (B) Células tratadas com 32 uM, (C) Células tratadas com 128 uM,
Barra =10 um (Valdez et al. 8°).

5. Tripanossomatideos Inferiores como Modelo Biolégico

A familia Trypanosomatidae € amplamente conhecida por seus membros
heteroxénicos patogénicos de mamiferos e plantas, mas também incluem varios
organismos que sao estritamente parasitas de invertebrados. Os tripanosomatideos
de insetos tém sido tradicionalmente alocados em quatro grandes géneros:
Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas e Herpetomonas, e dois géneros menores,
Rhynchoidomonas e Wallaceina 51. 60,90, Estes protozoarios monoxénicos junto com o
género Phytomonas (heteroxénico) também sao conhecidos como

tripanossomatideos inferiores 91.
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Phytomonas estao presentes em plantas e em insetos sob a forma de longos
promastigotas com tor¢cdes ao longo do eixo longitudinal 7. Este género foi proposto
por Donovan em 1909, para diferenciar tripanossomatideos de plantas e animais.
Sao encontrados no latéx, floema, sementes, e néctar de muitas familias de plantas
e sao inoculados em seus hospedeiros com a saliva de insetos hemipteros fitofagos.
Estes parasitos sao patogénicos em coqueiros, dendezeiros, e podem causar
epidemias letais em mandioca e café, epidemias estas responsaveis pela destruicao
de muitas plantacoes na América Central e do Sul 17.

Herpetomonas apresentam em seu ciclo evolutivo as formas promastigota,
paramastigota e opistomastigota, sendo que esta ultima caracteriza o género. Sao
parasitos do trato digestivo de insetos, principalmente dipteros, mas também foram
descritos em outros como hemipteros e lepidopteros 92. A espécie Herpetomonas
samuelpessoai € facilmente cultivavel em meios de cultura complexo e
quimicamente definido a 28 °C e 37 °C, correspondendo, respectivamente, a
temperatura do hospedeiro invertebrado e vertebrado 72. Esta espécie também
apresenta antigenos semelhantes de T. cruzi, podendo induzir resposta imune
celular cruzada 8°.

Protozoarios do género Crithidia apresentam a forma coanomastigota no seu
ciclo de vida. As espécies Angomonas deanei (previously named as Crithidia
deanei)d*, C. desouzai e C. oncopelti possuem um simbionte bacteriano no seu
citoplasma (endossimbionte) que interfere em varios aspectos no metabolismo dos
protozoarios, sugerindo que varios metabdlitos importantes para a célula
eucariotica sao sintetizados pela bactéria 27, 32, 43, A presenca do simbionte também
interfere na distribuicdo espacial dos microtibulos 32 e modula aspectos na
superficie da membrana dos protozoarios como a exposicdo de residuos de
carboidratos 39 0. 62 e a expressao de glicoproteinas 37. A possibilidade de
eliminacdo do endossimbionte com o uso de antibidticos tem aumentado o interesse
no estudo desta inter-relacao na espécie 28.

Tripanossomatideos inferiores tém sido rotineiramente usados como modelos
de laboratorios para estudos bioquimicos e moleculares devido a facilidade de
serem cultivados em condi¢oes axénicas, alguns em meio quimicamente definido e
também por serem nao patogénicos 92. No entanto, ha indicios da presenca de
tripanosomatideos inferiores em infeccoes cutaneas oportunistas em individuos
imunocomprometidos 7 33 ou naqueles sem nenhuma histéria prévia de
imunodepressao. Relatos indicando que Angomonas deanei e Herpetomonas

roitmani (ambos com endossimbionte) podem infectar fibroblastos de pele de rato 75
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indicam uma necessidade de novos estudos destes géneros e favorecem a sua
utilizacdo para o estudo de substancias sintéticas ou provenientes de produtos
naturais.

Pesquisadores tém utilizado tripanossomatideos inferiores para verificar o
efeito de substancias sintéticas ou de produtos naturais e também para estudos
filogenéticos. Pedroso e colaboradores ©7 verificaram um efeito dose dependente do
6leo essencial de “Capim Limao” (Cymbopogon citratus) no crescimento de A. deanei
com e sem endossimbionte, sendo que a cepa sem o endossimbionte é mais sensivel
a acao do 6leo. Varios pesquisadores verificaram que a presenca do endossimbionte
interfere no metabolismo do protozoario levando a alteracdes bioquimicas e
morfologicas 32, 43. Benzonidazol apresenta uma ICso de 841,7 e 700 ug/ml,
respectivamente, para as cepas com e sem endossimbionte. Anfotericina B,
amplamente usada para o tratamento de leishmanioses atuando no ergosterol de
membrana do protozoario 45, foi necessaria em concentracdoes menores que S ug/ml
para inibir o crescimento dessas cepas.

Utilizando-se a técnica de microscopia eletronica de transmissdo pode-se
observar que A. deanei com endossimbionte (Figura 6) e sem endossimbionte
(Figura 7), tratados com o Oleo essencial de “capim limao” e anfotericina B,
mostraram alteracoes na membrana da bolsa flagelar como invaginacoes da
membrana e presenca de material membranoso, além de modificacdbes na

membrana citoplasmatica como a presenca de “blebs”.

Figura 6. Microscopia eletronica de
transmissdao de Angomonas deanei com
endossimbionte, cultivado a 28°C por
48 h na auséncia (A) e presenca de: ICso
do oleo essencial de Cymbopogon
citratus (B); ICso de Anfotericina B (C);
ICoo do oleo essencial de Cymbopogon
citratus (D). bf, bolsa flagelar; e,
endossimbionte; er, reticulo
endoplasmatico; f, flagelo; 1, inclusao

lipidica; m, mitocondria; n, nucleo.

Setas indicam a presenca de material
membranoso na bolsa flagelar (ICso) e membranas se destacando da célula (ICoo).

Barra = 1 uym (Pedroso et al. ¢7).
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Figura 7. Microscopia eletronica de
transmissao de Angomonas deanei sem
endossimbionte, cultivado a 28 °C por
48 h na auséncia (A) e presenca de: ICsp
do oleo essencial de Cymbopogon
citratus (B); ICso de Anfotericina B (D);
ICoo do Oleo essencial de Cymbopogon
citratus (C). k, cinetoplasto; Demais
simbolos, vide Figura 6 (Pedroso et

al.s7).

6. Conclusao

Diante das limitacdes dos farmacos existentes no tratamento de doencas
infecciosas, a utilizacdo dos conhecimentos populares para a obtencao de farmacos
derivados de plantas tornou-se uma alternativa promissora. Estudos realizados por
varios grupos de pesquisa, realizando testes in vitro com os protozoarios
patogénicos, bem como com protozoarios inferiores, atestam que na maioria das
vezes, as plantas utilizadas na medicina popular, realmente apresentam atividade
terapéutica. Estas podem ser fontes potenciais de novos farmacos seguros e efetivos
de inestimavel valor no tratamento de doencas infecciosas, tal como as causadas
por protozoarios patogénicos, agentes de doencas com altas taxas de morbidade e
mortalidade no mundo, como a leishmaniose, doenca de Chagas e tripanossomiase
africana. Os resultados obtidos e as perspectivas futuras sao animadores, uma vez
que nao existe até o momento nenhuma substancia totalmente eficaz para o

tratamento destas doencas.
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1. Introducao

O processo conhecido como fixacdo biologica do Ny € realizado por alguns
microrganismos cujo principal habitat € o solo. Embora o nitrogénio gasoso (N2)
constitua, aproximadamente, 80% dos gases atmosféricos, nenhum animal ou
planta consegue utiliza-lo como nutriente, devido a tripla ligacdo que existe entre os
dois atomos do N,, uma das mais fortes na natureza. Contudo, os gases atmosféricos
também se difundem para o espaco poroso do solo, onde o N consegue ser
aproveitado por alguns procariotos (arqueobactérias e, principalmente, bactérias)
que ali habitam, gracas a acao de um complexo enzimatico denominado nitrogenase,
responsavel pela reducdao do N, a amodnia (NHs) (pela reacao: N, + 8H* + 8e +
16ATP.Mg — 2NHs + 16ADP.Mg + 16 PO4+ + H)). Esse complexo é formado por duas
proteinas, a dinitrogenase ou molibdénio-ferro-proteina, um tetramero com
subunidades o e [, codificadas pelos genes nifD e nifK, respectivamente, e a
dinitrogenaseredutase ou ferro-proteina, um homodimero com motivo estrutural do
tipo /B, codificado pelo gene nifH.

As bactérias que realizam o processo de fixacdo biolégica do Nz, também
denominadas como diazotréficas ou fixadoras de N3, se associam a diversas espécies

de plantas, com diferentes graus de especificidade. A maior contribuicao e, por isso,
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a mais estudada, ocorre com alpha-proteobactérias pertencentes as familias
Rhizobiaceae, Phillobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae e Hiphomicrobiaceae, da ordem
Rhizobiales. Mais recenemente, também houve a descoberta de que beta-
proteobactérias podem estabelecer simbioses, particularmente com plantas da
subfamilia Mimosoideae. Ja foram isoladas beta-proteobactérias dos géneros
Burkholderia e Cupriavidus (=Ralstonia), cujo principais centros de origem sao o
Brasil Central e a Africa do Sul. Todas essas bactérias sdo chamadas coletivamente
de rizobiose se associam simbioticamente com plantas da familia Leguminosae,
conhecidas como leguminosas.

O estabelecimento da simbiose, compreendendo tanto a nodulacdo como a
fixacao do Ny, entre as leguminosas e os rizobios € um processo extremamente
complexo, envolvendo varias etapas de sinalizacdo molecular e expressdo de genes,
tanto no microssimbionte, como na planta hospedeira. Essas etapas, que resultam
em mudancas morfologicas, fisiologicas e genéticas pelo ajuste entre os parceiros
simbiodticos visam, basicamente, no microssimbionte, o recebimento de fontes de
carbono da planta hospedeira para prover ATP e poder redutor e, na planta
hospedeira, a assimilacdo do N produzido pelas bactérias. Nos ultimos anos, novas
técnicas de analise molecular, bem como avancos nos estudos de genomica e
protedmica dos rizobios e dos hospedeiros tém permitido um conhecimento mais
profundo sobre os processos de nodulacao e fixacdo do N!0 55, Deve-se considerar,
porém, que ainda pairam inumeras duvidas sobre os processos evolutivos que
conduzem, ou nao, a simbiose efetiva entre rizobios e leguminosas 64.95.

A soja [Glycinemax(L.) Merrill] € originaria do Oriente e foi introduzida no
Brasil no final do século XIX. A expansao comercial da cultura ocorreu a partir da
década de 1960, de tal forma que, hoje, o Brasil € o segundo maior produtor
mundial dessa leguminosa, que ocupa cerca de 45% de toda a area cultivada no
Pais. A soja pode se beneficiar pela associacdo simbibdtica com rizobios pertencentes,
principalmente, as espécies Bradyrhizobiumjaponicum,B. elkaniieB. diazoefficiens e,
gracas a pesquisa desenvolvida no Pais, as necessidades da planta em N podem ser
supridas completamente pela simbiose 45 48 49, As estimativas atuais sao de que,
para atender as necessidades em N da cultura da soja, considerando um rendimento
meédio de 3.000 kg ha'l, as taxas de fixacao do N, devem ser superiores a 300 kg de
N ha'l, o que, nos 27 milhdes de ha cultivados no Pais, a um custo de US$ 1 por kg
de N, resultam em uma economia estimada em US$ 8 bilhoes por safra.

Apesar do cenario atual favoravel, no futuro as demandas da soja por N serao

muito mais elevadas, pelo constante aprimoramento das praticas agricolas, pelo
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lancamento de cultivares mais produtivas e adaptadas as diferentes condicoes
ambientais, pelo estabelecimento, no solo, de estirpes de Bradyrhizobium que nem
sempre sao as mais eficientes, pela necessidade de fornecer 1.000 kg de N ha-! para
garantir os 8.000 kg ha! estimados como potencial genético da cultura e ja
ultrapassados em ensaios de competitividade, entre outros 43 44 45,
Consequentemente, para atender a essa maior demanda de N, é fundamental adotar
estratégias inovadoras, tanto nos programas de selecao de estirpes, como nos de
melhoramento da planta hospedeira, visando acelerar a identificacao e/ou obtencao
de simbioses com maior capacidade de fixacdo do N,. Contudo é necessario,
também, conduzir estudos de ecologia de Bradyrhizobium, pois é fundamental
conhecer e acompanhar as bactérias estabelecidas, ou que venham a se estabelecer,
nos solos brasileiros, para que seja possivel entender e predizer respostas a
inoculacao.

Desde 1991 nosso grupo trabalha com varias linhas de pesquisa envolvendo a
simbiose Bradyrhizobium-soja. Na planta hospedeira, foram conseguidos avancos no
conhecimento da genética da nodulacdo e da fixacdo do N9 42, 73, 86 que estao
permitindo a selecdo de marcadores moleculares para essas caracteristicas 74 84, 85,
Foram conduzidos, também, estudos de selecdo de estirpes 45 51, de validacao da
tecnologia de inoculacao 13. 14, 1548 de desenvolvimento tecnolégico e de suporte a
legislacao de inoculantes*3. 44, de diversidade 38 71, taxonomia e filogenia 23.24. 70,71 de
ecologia de Bradyrhizobiumsb. 7. 67, 69 entre outros. Neste capitulo, serdo revisados os
avancos conseguidos em relacao a introducao e ecologia dos
rizoObiosmicrossimbiontes da soja apés a sua adaptacdo aos solos brasileiros,
conhecimento fundamental para garantir a maximizacdo da contribuicao do
processo biologico com a cultura da soja nas proximas décadas, portanto, com

impactos econdmicos, sociais e ecologicos relevantes para o Pais.

2. Rizobios microssimbiontes da soja

Ha descrigcoes do género Rhizobium por Kirchner, em 1896, e Frank, em 1889
e, em 1932, as bactérias responsaveis pela nodulacdao da soja foram classificadas
como Rhizobiumjaponicum, em um critério baseado, principalmente, nos grupos de
inoculacado cruzada entre o microssimbionte e a planta hospedeira 3!. Outras
caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e genéticas, além da inoculacao cruzada e do

crescimento lento com producdo de alcali em meio de cultura contendo manitol
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como fonte de carbono, passaram a ser consideradas nas décadas seguintes,
permitindo a divisdo de Rhizobium em dois grupos, de crescimento rapido e lento,
mas as bactérias que nodulam a soja continuaram a ser classificadas como
Rhizobiumjaponicum58, sendo confirmado por Buchanan !!. Posteriormente, em
1982, as bactérias da espécie R.japonicum foram reclassificadas em um novo género,
Bradyrhizobium, nome alusivo a taxa de crescimento (bradus, do grego, significando
lento). Nesse género esta a espécie Bradyrhizobiumjaponicum, que inclui
variasestirpes relevantes que nodulam a soja; a estirpe-tipo (typestrain) da espécie €
a USDA 6 (=ATCC 10324 56,57,

Na década de 1980 e inicio da década de 1990, porém, varios trabalhos
demonstraram que existia grande variabilidade morfologica, genética, fisiologica e
simbio6tica entre as estirpes de B. japonicum. Esses estudos levaram Kuykendallet
al.62 a sugerirem a subdivisdo do géneroBradyrhizobium em duas espécies: B.
Jjaponicum, com as estirpes do grupo I e B. elkanii, com as estirpes do grupo II. Essa
nomenclatura foi confirmada, posteriormente, pelo comité internacional de
taxonomia 2 e a USDA 76 (=ATCC 49852) foi definida como a estirpe-tipo.
Recentemente, diferencas entre dois grupos claramente distintos dentro de B.
japonicum conduziram a descricaio de uma nova espécie por nosso grupo de
pesquisa, B. diazoefficiens, para abrigar as bactérias antes posicionadas no grupo la
de B. japonicum24.

Ja foram relatadas varias diferencas entre B. japonicum, B. elkanii e B.
diazoefficiens,varias compiladas por Hungria et al. 53 e Vargas & Hungria 102 e
Delamuta et al.2*, podendo-se citar diferencas na morfologia das colonias, na
composicao dos acidos graxos e polissacarideos extracelulares, na enzima uttilizada
para a assimilacdo de N in vitro, na nodulacdo de algumas cultivares especificas de
soja e de outras leguminosas, bem como nos genes ribossomais e outros genes
housekeeping. Além disso, B. elkanii, mas nao B. japonicum e B. diazoefficiens
apresenta resisténcia a niveis elevados de antibioticos, sintetiza rizobiotoxina e
apresenta o fenotipo radicular OCS (outer cortical swelling), enquanto que B.
diazoefficiens € capaz de sintetizar a enzima hidrogenase, que pode incrementar a
eficiéncia do processo de fixacao de Na.

Ainda na década de 1980, houve o relato de isolamento de algumas bactérias
de crescimento rapido a partir de solos e nédulos de soja coletados na China ¢, mas
essas bactérias seriam capazes de nodular exclusivamente cultivares primitivas de
soja, como a Peking (PI17852.B) e a Malaya, além de Glycine soja, a provavel

ancestral-genitora da soja moderna 12 60. Scholla&Elkan?®® realizaram, entao, estudos
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de taxonomia, que conduziram a classificacao dessas estirpes em uma nova espécie,
Rhizobiumfrediill- 89 (em homenagem ao Dr. E. B. Fred) e a USDA 205 (=ATCC 35423)
foi definida como estirpe-tipo. Com o isolamento e estudo mais detalhado de novas
bactérias de solos e nodulos da China, foi proposto um novo género, Sinorhizobium
gen. nov. (do latim sinae, significando China), com duas espécies, S. fredii e S.
xinjiangensis (de Xinjiang, regido da China), sendo a estirpe-tipo de S. fredii a USDA
205 e a da espécie S. xinjiangensis a CCBAU 110 (=RX 42) 6. A nomenclatura de
Sinorhizobium foi confirmada 22, contudo, posteriormente, foi proposta a
reclassificacdo de Sinorhizobium no género Ensifer'll. E interessante salientar,
ainda, que estudos posteriores indicaram que, de 194 gendtipos de soja norte-
americanos, 17% eram capazes de nodular efetivamente com a estirpe USDA 257 (=
PCR 257) 3. Do mesmo modo, no Brasil, de 80 cultivares comerciais, 67% foram
capazes de nodular com as estirpes USDA 205 e CCBAU 105 de S. fredii (=RT15) e
com a estirpe CCBAU 144 (=RX22) de S. xinjiangensis, o que foi atribuido a grande
participacao, nos cruzamentos brasileiros, de genes das cultivares Davis e Parana,
ambas capazes de nodular com essas estirpes 19.

Também foram isoladas, também na China, bactérias caracterizadas pelo
crescimento extremamente lento em meio de cultura e que nodulam soja e Glycine
soja, que foram classificadas como Bradyrhizobiumliaoningense!l®, enquanto que
outras bactérias, com taxas intermediarias de crescimento entre Bradyrhizobium e

Sinorhizobium, foram classificadas como Mesorhizobiumtianshanense54.

3. Introducao de estirpes nos solos brasileiros

A soja nao € nativa do Brasil, portanto, os solos brasileiros eram,
originalmente, isentos de bactérias fixadoras de Nz capazes de formar noédulos
efetivos com essa leguminosa, o que gerou a necessidade de importar estirpes,
principalmente de universidades norte-americanas e australianas 30, 33, 35, 65, 66, 78, 93,
97, 106, 107 A primeira producao nacional de inoculantes (a base de agar) foi realizada
pela Secretaria do Estado do Rio Grande do Sul, em 1949, alterando para veiculo
turfoso em 1955, também no RS, e adquirindo maior impulso com a iniciativa
privada, a partir de 1960 26, 43,

Testes de selecao de estirpes mais eficientes no processo de fixacao do Ny e
adaptadas as condicoes e cultivares brasileiras tiveram inicio concomitantemente

com a expansado da cultura no Pais 25 27. 66, Na década de 1960, como varios
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inoculantes norte-americanos nao se mostraram eficientes, foi realizado o
isolamento da estirpe "adaptada" SEMIA 566 (= BR 40) (SEMIA, “Secao de
Microbiologia Agricola”, da FEPAGRO - Fundacdao Estadual de Pesquisa
Agropecuaria, Porto Alegre, RS), a partir de um nédulo da cultivar Hardee, em vaso
de Leonard que havia recebido inoculante comercial norte-americano, quando se
buscava superar problemas de nodulacdo a campo com essa cultivar; essa pode,
portanto, ser considerada como uma das primeiras “estirpes brasileiras” 45. A estirpe
SEMIA 566 foi recomendada para o uso em inoculantes comerciais no periodo de
1966 a 1978.

Outra estirpe, a SEMIA 587 (= BR 96) foi isolada em 1967, a partir de uma
planta de soja em Santa Rosa, RS e provou ser eficiente em diversos ensaios a
campo 34 35 desse modo, foi recomendada comercialmente no periodo de 1968 a
1975, juntamente com a SEMIA 566 e a SEMIA 543, essa ultima também isolada no
Brasil.

Dobereiner e colaboradores 27 conduziram trabalhos de avaliacdo de estirpes,
com destaque para a CB 1809 (=SEMIA 586, =USDA 136, =311b136, =TAL 379,
sorogrupo 122), originaria dos E.U.A., mas que chegou ao Brasil via Australia, onde
era classificada como excepcional. A CB 1809 é considerada uma subcultura de
USDA 136, que é derivada da USDA 122 87 e, como a alta eficiéncia no processo de
fixacao do N; foi confirmada no Brasil 27, a estirpe foi recomendada para o uso em
inoculantes comerciais em 1977. Contudo, por apresentar baixa nodulacdo com a
cultivar IAC-2 78, importante para os Cerrados nas décadas de 1970 e 1980, a
estirpe deixou de ser recomendada a partir do ano seguinte.

Ainda na década de 1970, os rizobidlogos tiveram de solucionar o desafio de
estabelecer estirpes em solos dos Cerrados, recém abertos para a cultura da soja.
Foram recomendadas varias estirpes no periodo de 1976 a 1978, incluindo as
SEMIA 566, SEMIA 527 e SEMIA 532, mas os resultados nao foram satisfatorios.
Foi, inclusive, sugerido que isso se devia a multiplicacao de actinomicetos
produtores de antibioticos apés a adubacao e calagem, resultando em inibicao do
Bradyrhizobium?!. 91. Foi selecionada, entdo, a "super estirpe" 29W (=SEMIA 5019,
=BR 29), isolada a partir de um nodulo de soja da linhagem IAC-70-559, que havia
sido inoculada, embora nao haja informacdo sobre o inoculante usado 78 81. O
desempenho superior da 29W foi atribuido a tolerancia elevada a antibioticos,
particularmente a estreptomicina 9!. Posteriormente, porém, foi sugerido que as
principais causas para aquele insucesso seriam a especificidade hospedeira da

variedade IAC-2 8L 107 e o uso de baixas doses de inoculante, que nao era de boa



249

qualidade 102, 107, Nessa época, ensaios conduzidos em casa de vegetacdo e a campo
conduziram a recomendacdo, em 1979, da estirpe 29W e, novamente, da SEMIA
58778, 81, 107, O bom desempenho dessas estirpes resulta em que sejam
recomendadas para o uso em inoculantes comerciais até hoje.

Os trabalhos de selecao de estirpes continuaram e, na Embrapa Cerrados,
tomaram maior impulso pela utilizacdo do método de avaliacdo da atividade de
nodulos individuais por cromatografia gasosa (atividade da reducao do acetileno,
ARA) 80, Essa metodologia permite a analise de um grande numero de nodulos em
um unico dia (200 a 300 nédulos). Contudo, como foram levantadas,
posteriormente, varias limitacoes a metodologia de ARA72, a variabilidade entre
isolados pode ser verificada, também, pelo crescimento e/ou acumulo de N total nas
plantas 5. Os estudos conduzidos na Embrapa Cerrados se concentraram em
populacoes de dois sorogrupos, da CB 1809 e da SEMIA 566 e, apos varios anos de
pesquisa, foram obtidas duas variantes dessas estirpes, a CPAC 7 (=SEMIA 5080) e a
CPAC 15 (=SEMIA 5079), respectivamente.

A estirpe CPAC 7 foi obtida a partir de uma subcultura da CB 1809, adotando
uma estratégia em que dezenas de coldnias individuais, obtidas em meio de cultura
s6lido, sao testadas em plantas, em casa de vegetacdo e a campo, para a busca de
estirpes mais eficientes e competitivas 5! 52, No caso da CPAC 7, as caracteristicas
buscadas foram maior capacidade competitiva, bem como de nodular a cultivar IAC-
2 79,103,104, 108, Para a obtencao da estirpe CPAC 15 (= SEMIA 5079, =566a, =DF 24),
a qual pertence ao mesmo sorogrupo da SEMIA 566, foi utilizada uma segunda
estratégia, que consistiu na obtencao de isolados, em solos do DF, varios anos apos
a ultima inoculacdo, buscando aqueles adaptados, mas com elevada capacidade de
fixacdo de N2 e competitividade 79, 103, 104, 108 ' A CPAC 7 e a CPAC 15 foram testadas
por sete anos nos Cerrados e promoveram ganhos elevados no rendimento de graos,
levando a sua recomendacao para a fabricacao de inoculantes comerciais, a partir de
1992 103,

Desde 1992 sao recomendadas, portanto, quatro estirpes para o uso de
inoculantes comerciais para a cultura da soja, a SEMIA 587, a 29W (=SEMIA 5019),
a CPAC 15 (=SEMIA 5079) e a CPAC 7 (=SEMIA 5080). A avaliacao de algumas
propriedades genéticas dessas estirpes indicou que as SEMIA 587 e 5019 pertencem
a espécie B. elkanii*17.1820638387 g SEMIA 5079 pertence a espécie B.
japonicum#17.18,20,24,63,68.87.e g SEMIA 5080 a espécie B. diazoefficiens 24, Essa
classificacao foi confirmada pelo sequenciamento completo do gene ribossomal

16S18, 24, 71 referéncia atual para a taxonomia de procariotos 37. Na pratica, para a
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fabricacao de inoculantes, essas quatro estirpes podem ser utilizadas em
combinacoes de duas a duas, ou isoladamente, e sdo capazes de fornecer N para as
cultivares mais produtivas que estdao disponiveis, com rendimentos superiores a

4.000 kg ha-1 434445,

4. Adaptacao das estirpes de B. japonicum/B.elkanii aos solos brasileiros

Hoje, mais de 90% da area cultivada com soja ja recebeu inoculantes
anteriormente e apresenta populacoes estabelecidas e estimadas, em geral, em no
minimo 103 células de Bradyrhizobium g! de solo, com predominancia dos
sorogrupos das SEMIA 566, SEMIA 587 e 29W44 45, 53, | de extrema importancia,

portanto, estudar o comportamento dessas estirpes naturalizadas.

4.1. Competitividade das estirpes de B. elkaniiSEMIA 587 e 29W

Os estudos iniciais da SEMIA 587 ja constataram a sua capacidade
competitiva elevada, ocupando a maior porcentagem dos nédulos em areas com
populacoes estabelecidas 32, 34 35; a capacidade saprofitica elevada dessa estirpe €
confirmada até hoje 53. 69, 76, 102, Alguns ensaios indicam, ainda, que a 29W, em geral,

€ menos competitiva do que a SEMIA 587 45, 69, 102,

4.2. Competitividade das estirpes do sorogrupo SEMIA 566 de B. japonicum

A estirpe SEMIA 566, bem como sua variante CPAC 15 sdo, sem duvida, as
mais competitivas nos solos brasileiros. Essas estirpes pertencem ao mesmo
sorogrupo da USDA 123 (=311b123, =TAL 376, =ACCC15036)%9, que por sua vez foi
isolada em 1960 de um noédulo de soja em Iowa, nos E.U.A., sendo considerada
indigena naquele Pais 61. Schmidt et al. 8 propuseram o termo sorogrupo 123
porque, na verdade, ele consiste de trés grupos sorologicamente relacionados, 123,
127 e 129. As estirpes desse sorogrupo sado consideradas as mais competitivas da
regido do meio-oeste dos E.U.A., ocupando, caracteristicamente, de 60 a 80% dos
nodulos, sendo muito dificil introduzir novas estirpes em solos com dominancia
desse sorogrupo, independentemente da pratica de inoculacdo ou da cultivar
utilizada 82,109, Esse sorogrupo também ocorre em solos do Canada 92 e da Coréia 9.

No Brasil, ha relatos de que, nos primeiros dois anos, o sorogrupo SEMIA 566
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apresenta baixa capacidade de sobreviver e colonizar o solo, contudo, logo depois se
estabelece fortemente 34 69, 102, Relatos semelhantes foram feitos para a USDA 123
nos E.U.A., sugerindo que essas estirpes devem residir no solo por um determinado
periodo antes de expressar sua dominancia 9. Ainda no Brasil, estirpes desse
sorogrupo foram recuperadas mesmo em areas nunca cultivadas anteriormente, no
RS, AM, nos Cerrados, confirmando que a dispersédo (por vento, implentos agricolas,
sementes), associada a alta capacidade saprofitica e competitividade, facilitam o
estabelecimento generalizado desse sorogrupo 29 102, 105, Como exemplo, Mendes e
colaboradores®® demonstraram, em um ensaio de longa duracdo conduzido nos
Cerrados, que, apos seis anos, o sorogrupo SEMIA 566 foi encontrado em todas as
parcelas e ocupou, em média, 50% dos nodulos da soja, mesmo nas parcelas que
haviam sido inoculadas com outras estirpes. Esses resultados também evidenciam a
importancia da inoculacdo anual, caso contrario um uUnico sorogrupo pode

predominar em todo o territério nacional.

4.3. Variabilidade nas estirpes de Bradyrhizobiumapés a introducao nos solos

brasileiros

Nosso grupo de pesquisa conduziu uma série de avaliacdoes comparativas
entre as estirpes comerciais antes e apos alguns anos de adaptacdo aos solos
brasileiros. Com a parental SEMIA 566 e sua variante CPAC 15, adaptada aos solos
dos Cerrados, foram constatadas diferencas em diversas caracteristicas, tais como:
in vitro, morfologia das colonias, resisténcia intrinseca a antibidticos, sintese de
acido indol acético, expressao da hidrogenase e, in vivo, toxidez causada em soja e
alfafa pela producao de rizobiotoxina, restricao a nodulacao em soja contendo o alelo
Rjs,e desempenho simbiotico 8 75. 101, A analise dos fenétipos radiculares constatou
diferencas em relacdo ao numero de pelos radiculares (Hai, hair induction) em
resposta aos oligossacarideos lipo-quitinicos (fatores Nod) 50 75. Também foram
constatadas diferencas genéticas, detectadas pela amplificacdo do DNA com primers
aleatorios (RAPD, random amplified polymorphic DNA) 28 75, ou especificos (REP,
ERIC, BOX, que amplificam regides repetidas e conservadas do DNA) 1.6, 7,29, 41 além
de diferencas em diversos outros genes 5. Em relacao as propriedades simbioéticas,
diferencas marcantes na capacidade e na eficiéncia do processo de fixacao do N
foram relatadas 6 41, 75, A capacidade competitiva das estirpes também pode ser
alterada com a adaptacao aos solos, inclusive, algumas estirpes passaram a ser

extremamente competitivas, ocupando até 100% dos nédulos em estudos de
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coinoculacao*l. Em outro estudo conduzido com variantes do sorogrupo SEMIA 566
adaptadas aos solos de Cerrados, Scotti e colaboradores 9 relacionaram essa
capacidade competitiva com a habilidade de alterar as proteinas da membrana em
resposta ao estimulo das raizes.

Em relacdo ao par de estirpes CB 1809 e CPAC 7, esta ultima produz maior
quantidade de polissacarideos extra-celulares?5, maior nimero de pelos radiculares
(Hai), e diferencas no perfil de fatores Nod em relacao a parental 50.75. O desempenho
simbiotico e a capacidade competitiva também diferem entre a parental e a CPAC 7 e
outras variantes pertencentes ao mesmo sorogrupo 76 85,

Em estudos com populacoes estabelecidas, diferencas marcantes nas estirpes
inoculantes apos a adaptacdao aos solos foram observadas na analise de 263
isolados? provenientes de um solo dos Cerrados que havia sido inoculado com as
estirpes CPAC 15 e CPAC 7. No sétimo ano, a alta capacidade competitiva do
sorogrupo SEMIA 566 foi evidenciada, com a estirpe ocupando, em média, 70% dos
nodulos. A variabilidade genética dos isolados, avaliada por rep-PCR (polymorphism
chain reaction) com o primer BOX, em comparacao com as estirpes inoculantes, foi
bastante elevada e ocorreu nao s6 dentro dos sorogrupos das duas estirpes
inoculantes, como também houve a formacdo de um agrupamento de B. elkanii,
provavelmente resultante da dispersao de outras areas, seguida pela adaptacao ao
solo 7. Quando todos os parametros estudados (caracterizacdo morfofisiologica,
reacdo sorologica, perfil de rep-PCR, RFLP-PCR —restriction fragmente length
polymorphism - ou sequenciamento dos genes 16S rRNA, nodC e nifH) foram
avaliados, a variabilidade identificada foi tdo elevada que, mesmo em um grupo com
maior estabilidade genética, como o da CPAC 15, somente 6,4% dos isolados
mostraram semelhanca em todos os parametros com a estirpe parental, enquanto
que nenhum isolado apresentou semelhanca em todas as propriedades com a CPAC
7 7. Conforme comentado por Streeter9, provavelmente ocorre um ajuste substancial
na diversidade genética da populacdao no processo de estabelecimento nos solos;
além disso, resultados obtidos no Brasil indicam que a variabilidade genética parece
incrementar com o tempo de cultivo 67.

Cabe comentar que a variabilidade genética elevada detectada nesses estudos,
bem como em outros estudos conduzidos com variantes naturais 5, 101 pode estar
relacionada a diversos eventos, incluindo mutacdes, recombinacdo génica e
transferéncia horizontal de genes e as condicdes tropicais, com frequentes estresses
ambientais, certamente aceleram os processos que conduzem a variabilidade

genética. Isso fica evidenciado quando sdo comparados tratamentos distintos em
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uma mesma area e um exemplo € o do sistema de semeadura conhecido como
plantio direto, em relacdo ao plantio convencional. No sistema de plantio direto, o
revolvimento do solo na colheita e na semeadura € minimo e os restos culturais sao
deixados no solo. Isso resulta em maior disponibilidade de agua, de energia (matéria
organica e restos culturais) e de nutrientes, menores oscilacbes de temperatura,
decréscimo nas temperaturas maximas e médias, entre outros, em comparacdo com
o sistema convencional, onde sao utilizadas as praticas de aracao e gradagems5!. Em
ensaios conduzidos no Parana, as populacoes de rizobios simbiontes de soja nao so6
apresentaram diferencas morfofisiologicas e genéticas 28 46, 47, como também os
isolados do plantio direto foram mais eficientes no processo de fixacdo do N328.77,
Além disso, foi interessante verificar que, em um estudo de metagenomica, a ordem
Rhizobiales foi superior no plantio direto em comparacdo com o plantio
convencional94.

Na tabela 1 estdo compiladas algumas diferencas morfofisiologicas, genéticas
e simbioticas detectadas, por nosso grupo de pesquisa, entre estirpes parentais e
variantes adaptadas aos solos brasileiros, pertencentes aos sorogrupos SEMIA 566 e

CB 1809.

4.4. Transferéncia horizontal de genes entre estirpes inoculantes e rizdobios

indigenas ou naturalizados nos solos brasileiros

Com base nas observacdes de que varias estirpes reisoladas de solos
previamente inoculados ndo reagiam com nenhum sorogrupo conhecido, ou
apresentavam grande variabilidade em relacao as estirpes inoculantess, 28, 29, 34, 36,41,
50, 76, 85, 105 foi levantada a hipotese de que poderia estar ocorrendo transferéncia
horizontal de genes da estirpe inoculante para rizobiosnao-simbioticos indigenas.
Transferéncia horizontal de genes foi relatada, a campo, na Nova Zelandia, em um
solo isento de Mesorhizobiumloti capaz de nodular e fixar N> com Lotus corniculatus.
Sullivan e colaboradores 9 introduziram, nesse solo, a estirpe ICMP3153 e, apoés
sete anos, a analise molecular dos isolados indicou que apenas 19% apresentavam o
mesmo perfil da estirpe inoculada. Contudo, quando hibridizados com os genes de
nodulacédo, os isolados apresentavam perfis idénticos ao da estirpe inoculante, sendo
constatado que toda a regido do DNA simbiético, conhecida como ilha simbiética,
havia sido cromossomalmente integrada aos isolados 99. Estudos posteriores
confirmaram que rizobiosnao-simbidticos persistiram no solo na auséncia de

leguminosa e adquiriram genes simbiodticos da estirpe inoculante®. 100, De fato, o
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sequenciamento de genomas de bactérias tem demonstrado que eventos de

transferéncia horizontal sao muito mais frequentes do que se imaginava, inclusive,

levantando duvidas sobre a definicao de espécies de procariotos 39, 40,

Tabela 1. Diferencas entre estirpes de Bradyrhizobium parentais e suas respectivas

variantes obtidas apés a adaptacao aos solos.

Caracteristica Metodologia de anadlise Referéncia
Morfologia de Producao de mucus, forma e diametro = Boddey e Hungria$8;
colénia das colonias Nishi et al. 76
Caracteristicas Resisténcia intrinseca a antibiéticos; Boddey e Hungria 8
fisiologicas in vitro sintese de acido indol acético em meio  Delamutaetal. 24

enriquecido com triptofano;
crescimento em meio enriquecido com
asparagina

Genotipagem RAPD!
rep-PCR (ERIC, REP, BOX)

RFLP2-PCR do gene ribossomal 16S,
23S e o espaco intergénico entre os
genes 16S e 0 23S

Sequenciamento do gene 16S rRNA e
genes housekeeping (MLSA)3
Diferencas em genes avaliados por
RDA*

Nishi et al. 76

Alberton et al. 1;
Barcellos et al. ©;
Batista et al. 7;Ferreira
e Hungria?9; Hungria et
al. 41; Hungria et al. 52;
Santos et al. 85 Torres
et al. 101

Alberton et al. 1;
Barcellos et al.
6:Germano et al. 38
Chueireet al. 18

Menna et al.”©
Barcelloset al.5

Simbioticas Perfil de fatores de nodulacao (Nod)
apo6s a inducao com flavonéides
FenotiposradicularesTsr(thick and
short root), Had (hair deformation), Hai
(hair induction)

Nodulacéo da cultivar Hill (alelo Rja)
Sintomas de clorose (pela rizobiotoxina)
nas cultivares BR 16 e Lee

Nodulacao, taxa de fixacao do No,
eficiéncia de fixacdao do Ny

capacidade competitiva

Rendimento e N total dos graos

Hungria et al. 50

Hungria et al. 50

Boddey e Hungria 8
Boddey e Hungria 8

Hungria et al.
4l;Hungria et al. 59;
Hungria et al. 52; Nishi
et al. 75;
Nishi&Hungria?®;
Santos et al. 85
Hungria et al. 41;
Hungria et al. 59;
Hungria et al. 52; Nishi
et al. 75; Santos et al. 85
Nishi et al. 75; Nishi
&Hungria’®

1Random amplified polymorphic DNA.
2Restriction fragment length polymorphism.
3 Multilocus Sequencing Analysis.
4Representational Difference Analysis
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As evidéncias de que estaria ocorrendo transferéncia horizontal de genes em
populacoes de rizobios associados a soja se tornaram mais fortes com os resultados
de um estudo conduzido com 100 isolados adaptados aos Cerrados: ndo mais do que
cinco isolados compartilhavam propriedades semelhantes as das estirpes
inoculantes e 13% néo reagiram com nenhum sorogrupo conhecido3¢. Além disso, os
isolados ocuparam posicoes distintas nos agrupamentos formados com base nos
perfis de DNA amplificados com os primers BOX, ou RPO1 (genes nif) 3¢ situacao
semelhante foi constatada na analise dos genes 16S rRNA, nod e nif do estudo de
Batista e colaboradores 7.

A confirmacdao de que o processo de transferéncia horizontal ocorre
naturalmente em solos brasileiros veio pela caracterizacdo genética detalhada de
isolados previamente estudados por nosso grupo de pesquisa 8 41,85, Pela analise de
RFLP-PCR e pelo sequenciamento das regides do DNA que codificam os genes 16S
rRNA, nodY, nodA, nodC e nifH, Barcellos e colaboradores ¢ verificaram que duas
estirpes, a CPAC 402 (sorogrupo CB 1809) e a S 127 (sorogrupo SEMIA 566), foram
bastante distintas em relacdo as parentais putativas. A estirpe S 127 foi identificada
como um B. elkanii indigena que recebeu o gene nodCda estirpe inoculante de B.
Jjaponicum. A estirpe CPAC 402, por sua vez, foi identificada como um S. fredii
indigena dos Cerrados, que recebeu toda a ilha simbidtica da estirpe inoculante de
B. japonicum e, além disso, manteve uma copia endogena do gene nifH de S. fredii.
Esse &€ um forte indicativo de que os genes simbibticos foram transferidos
horizontalmente das estirpes inoculantes de B. japonicumpara duas outras espécies

de rizobios nativos dos solos dos Cerrados 6.

5. Consideracoes finais

Diversos avancos biotecnologicos contribuiram para a expansao da cultura
da soja no Brasil, podendo-se citar, como exemplo, o desenvolvimento de novas
cultivares com resisténcia a doencas e tecnologias apropriadas as regioes tropicais;
dentre as tecnologias, deve-se enfatizar a fixacao biolégica do N.. Nesse contexto, a
partir da década de 1960, varias linhas de pesquisa em fixacao biologica do N
foram implementadas, abrangendo desde programas de selecdo de estirpes de
Bradyrhizobium, até a compatibilizacdo com as tecnologias recomendadas para a
cultura. Contudo, novos desafios devem ser vencidos nas proximas décadas, para

que o processo biologico consiga suprir as necessidades crescentes da cultura em
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E necessario garantir que as novas cultivares e estirpes estabelecam simbioses

altamente eficazes em relacdo ao processo de fixacao biolodgica do N,. Para tanto,

estudos de ecologia dos rizobios devem ser conduzidos, uma vez que taxas elevadas

de mutacao, recombinacao génica e de transferéncia horizontal de genes entre

estirpes inoculantes e rizobios nativos foram observadas nos solos brasileiros, o que

pode afetar as respostas a inoculacao.
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1. Introducao

Diferentemente do que pode parecer para o publico leigo, a grande maioria
dos microrganismos existentes no ambiente € benéfica. Aqueles conhecidos (e
temidos) por causarem patogenias em animais e plantas sdo excecao. O solo, por
exemplo, apresenta uma grande diversidade microbiana, representada por
protozoarios, algas, fungos e bactérias, que desempenham papéis fundamentais
para manutencao da vida na terra. Muitos destes microrganismos participam dos
chamados ciclos biogeoquimicos, dentre os quais se destacam os ciclos do carbono,
nitrogénio, fésforo, enxofre, metais, etc. Estes microrganismos sdo sensiveis a
alteracoes no ambiente causadas pela acao antropica, como o desmatamento para a
conversao de solos florestais para agricolas, queimada, mineracdo, poluicao,
urbanizacao, etc. Isso faz dos microrganismos do solo e das propriedades
bioquimicas a eles relacionadas, bons bioindicadores de qualidade do solo, que
podem ser utilizados nao apenas na avaliacao da dimensao das alteracdes causadas
pelo homem no ambiente, mas também para mensurar a eficiéncia dos processos

de recuperacao de areas degradadas.
2. Microrganismos do solo e ciclos biogeoquimicos
2.1. Carbono

O carbono que compoée as estruturas vivas é proveniente do CO, captado da

atmosfera via fotossintese. Por este processo, o carbono € fixado e passa a integrar
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as moléculas de carboidratos, lignina, proteinas, lipideos, dentre outras. Quando a
matéria vegetal, juntamente com restos animais, morre e entra em contato com o
solo, comeca a decomposicdo, processo realizado principalmente por
microrganismos, como bactérias e fungos, que oxidam a matéria organica, dando
origem aos coldides humicos, ou mineralizando nutrientes que posteriormente
podem ser utilizados por plantas e microrganismos. Nao se pode esquecer outra
importante fonte de carbono para os microrganismos do solo, chamada
rizodeposicao, que corresponde aos exsudatos liberados no solo pelas raizes das
plantas, numa regidao denominada rizosfera. A presenca de material organico de
facil degradacao estimula a atividade microbiana, da ordem de até 30 vezes mais

em relacao ao solo nao rizosférico.

Figura 1. A Rizosfera. Intensa proliferacao de
microrganismos ao redor da raiz (Ra) estimulada
pela exsudacao radicular, formando a rizosfera

(Ri)e.

A matéria organica decomposta pela atividade microbiana pode ter trés
destinos: a imobilizacdo, a mineralizacdo e a humificacdo. A imobilizacao ocorre
quando o carbono resultante da decomposicdo é incorporado a célula microbiana. A
mineralizacdo se da com a liberacao de carbono na forma de CO, para a atmosfera,
retornando ao inicio do ciclo. A humificacao ocorre quando o carbono se acumula e
se estabiliza na forma de substancias humicas, cuja estrutura e bioquimica ainda
sdo pouco compreendidas. O armazenamento e dinamica do carbono do solo tém
recebido atencao substancial devido as mudancas climaticas 4. A principal forma de

carbono encontrada no solo € a matéria organica, que é a fracdo humificada,
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originada de processos microbianos de degradacao e sintese a partir de material
organico de origem vegetal, animal e microbiana 8. Dessa forma, é importante
destacar que as substancias humicas sdo de fundamental importancia para a
fertilidade do solo em ecossistemas naturais e agricolas, principalmente nas regides
tropicais, em que os solos sdo altamente intemperizados.

A matéria organica do solo é a principal fonte de carbono e energia para os
microrganismos e também é fonte de nutrientes para as plantas. E responsavel por
significativa porcao da capacidade de troca de cations (CTC) do solo, ou seja, as
cargas negativas que retém os cations como NH4*, K*, Ca2?t; Mg2* e Na*,
principalmente nos solos tropicais altamente intemperizados, além de aumentar a
capacidade de retencao de agua e a estabilidade de agregados do solo, o que torna o
solo mais resistente a processos erosivos. A incorporacdo de matéria organica ao
solo reduz sua densidade global e, conseqiientemente aumenta a porosidade total, o
que tem um efeito positivo no crescimento vegetal 18. Alteracoes causadas pelo
manejo inadequado do solo causam declinio significativo no seu teor de matéria
organica ao longo do tempo 30, o que leva a degradacdo das suas propriedades
fisicas, quimicas e (micro)biologicas 22,21,

A conversao de florestas em areas agricolas é geralmente acompanhada por
um declinio no conteudo de carbono organico do solo 2!. Em estudo em areas
florestais e agricolas, os valores de carbono organico total foram 50% a 75%
menores nas areas agricolas em comparacao com areas sob floresta 33.

Se por um lado a perda de carbono organico do solo é relativamente facil, em
contrapartida sua recuperacdo é dificil, principalmente no ambiente tropical. Em
solo coberto por floresta secundaria em regeneracdo ha vinte anos, os niveis de
matéria organica encontrados ainda foram inferiores aos encontrados na floresta
nativa adjacente 27 (Figura 2). Acredita-se que a recuperacao dos teores de matéria
organica em solo degradado a niveis correspondentes aos de uma floresta madura
pode levar de 60 a 100 anos.

Como visto anteriormente, os grandes responsaveis pela formacao de matéria
organica humificada sdo os microrganismos do solo. Sua atividade e biomassa total
podem ser grandemente influenciadas pelas diferentes formas de manejo e uso do
solo. Esses efeitos serdo mais pronunciados na comunidade microbiana e seus
processos devido a sua maior sensibilidade em relacdo a outras variaveis do
ambiente como o proprio teor de C organico total. Isso torna essas informacoes

importantes e sensiveis indicadores de perturbacoes do ambiente.
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Existe uma relacdo direta entre teor de matéria organica no solo e
diversidade e atividade microbiana. Portanto, praticas que levem a diminuicdo dos
teores de matéria organica do solo, como a queima, revolvimento excessivo do solo,
exportacao dos residuos vegetais pelas colheitas podem contribuir para a
diminuicao dos teores de carbono organico no solo, com consequiéncias negativas
para a diversidade e atividade microbiana.

Figura 2. Teores de carbono
organico em solo sob Floresta

nativa, reflorestamento com sub-

4.0 ; bosque manejado, trigo em

R 35 | florescimento, reflorestamento
8 dominado por capim-colonido,
'3, 3.0 1 = :1[_ d_ pousio de inverno, reflorestamento
% 55 ) . [ b b com dossel aberto, trigo em
.9: . el le ﬁ maturacao, floresta secundaria ha
© 20 c - 20 anos e reflorestamento com
o N d didl b eucalipto. Médias seguidas pela
(\gfb@’beé\go%é\oé%o0\)‘6\060%9&6@\& 6-@'\\ f}Q@ mesma letra nao diferem entre si

& \9&800 Q&‘x .;(\Cf eq,ﬁé\ & (Duncan P<0,05). Adaptado de

Nogueira et al. 27.

2.2. Nitrogénio

Embora a atmosfera seja composta por 78% de nitrogénio (N2), a grande
maioria dos seres vivos nao € capaz de utilizar diretamente essa forma de N para
biossintese de aminoacidos e outras substancias organicas e por isso sao
dependentes de compostos mais reativos, como o amoénio e o nitrato, para a

realizacao desses processos.

Uma das principais formas de entradas de N nos sistemas biologicos ocorre
por meio da fixacdo biologica de nitrogénio, realizada exclusivamente por algumas
bactérias, que podem ser simbiodticas, como é o caso de bactérias genericamente
denominadas rizobios, ou associativa, como bactérias dos géneros Azospirillum,
Azotobacter, Herbaspirillum, Acetobacter, etc. Estas bactérias sao capazes de
transformar o nitrogénio atmosférico (N2) em NHs que pode entdo ser utilizado por
microrganismos e vegetais. A assimilacdo de nitrogénio inorganico pela planta ou

microrganismos € um processo muito importante na biosfera, pois estas
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substancias estao diretamente ligadas a sintese de compostos organicos nas

células.

Dentre os nutrientes de plantas, o nitrogénio € o mais dependente da
atividade biologica, sobretudo a microbiana, sofrendo varios processos de oxi-
reducao. Boa parte das transformacoes microbianas do N ocorre no solo e na agua,
compreendendo os processos de assimilacdo, fixacdo biologica, amonificacao,
nitrificacdo e desnitrificacdao (Figura 3). As entradas de N atmosférico no solo
ocorrem pela fixacao biolégica, pela fixacao industrial (fertilizantes nitrogenados), e,
embora em menor quantidade, também pela conversdo de N2 a NO3s- por descargas
elétricas durante tempestades. Outra forma do N chegar ao solo ocorre quando
residuos vegetais e animais contendo N organico entram em contato com a
comunidade microbiana do solo, a qual realizara a mineralizacao do N organico,
num processo denominado amonificacdo, o qual é precedido da desaminacao. A
mineralizacdo do nitrogénio envolve principalmente fungos e bactérias, sendo
denominados genericamente de microrganismos amonificadores. Como se pode
perceber, esse grupo de microrganismos tem um papel fundamental no ciclo do N,
sendo sua atuacdo bastante relevante na disponibilizacdo do N presente no estoque
organico do solo a comunidade microbiana e vegetal.

Apés a mineralizacdo, o NHs* pode ser absorvido por microrganismos e
plantas, num processo chamado imobilizacdo ou assimilacao, ou sofrer nitrificacao.
A nitrificacao é realizada em condicoes aerdobicas por bactérias quimiolitotroficas da
familia Nitrobacteriaceae que utilizam a forma reduzida de N para obtencao de
energia para o seu metabolismo, também conhecido como quimioautotrofico.
Primeiramente o NHs4* é oxidado a NOj- por bactérias do género Nitrosomonas,
Nitrosolobus e Nitrosospira, e na sequéncia esse NOj,- € oxidado por bactérias do
género Nitrobacter a NOs. O NOs- € o ion preferencialmente absorvido pelas plantas
e também ser utilizado por microrganismos. E a forma de N mais sujeita a perdas
por lixiviacdo, pois seu carater anionico sofre repulsado pelo complexo de cargas do
solo, predominantemente negativo, mantendo-o em solucdo, o que favorece seu
arraste quando a agua se desloca no perfil do solo pela forca gravitacional. Esse
processo € uma das principais formas de contaminacdo de aguas subterraneas por
nitrato, o que pode levar ao comprometimento da qualidade dessas fontes d’agua
para consumo humano.

A taxa de nitrificacao, ou seja, a velocidade com que o amoénio € convertido
em nitrato, € um bom indicador do potencial de perdas de N por lixiviacao no solo.

E um processo sensivel as alteracoes impostas ao ambiente, e pode ser medido com
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razoavel precisao. Deve-se salientar, porém, que uma reducao na nitrificacdo nao é
indesejavel, por permitir maior manutencao do nitrogénio na superficie do solo, ja
que o ion amoénio pode ser adsorvido as cargas negativas do solo, evitando que seja

perdido por lixiviacao.

Nitrificacéo

Nitrosomonas
Nitrosospira
Nitrosolobus

Nitrobacter

Fixagdo de N,
Aerdbica

Anaerdbica

Fixagdo de N,

Desnitrificacédo
Figura 3. Etapas e interfaces do ciclo do nitrogénio. Os niveis de oxidacdo do N sao

bastante variaveis, indo de +5 no NO3s-, O no N3 e -3 no NHs. Ilustracdo: Daniel Bini.

A perda do nitrogénio do solo também pode ocorrer pela desnitrificacdo, que
€ um processo realizado por microrganismos heterotréoficos como as pseudomonas e
outros anaerobios facultativos, que utilizam o NOs- como aceptor final de elétrons
na cadeia respiratoria, no caso de restricdo de O, num processo chamado
respiracdo anaerdobica. Neste processo, o nitrato e o nitrito sdo convertidos a NO
(6xido nitrico), N.O (6xido nitroso) e N, resultando em perdas gasosas de
nitrogéniol0.37.39. Nao bastassem o0s custos econdmicos decorrentes da
desnitrificacdo, os custos ambientais também sao elevados, visto que esses gases,
exceto Nj, estdo envolvidos na destruicdo da camada de ozoénio 2. Por exemplo, o

N2O tem um potencial de efeito estufa 296 vezes superior ao COx.

2.3. Fosforo
O ciclo do fosforo difere do ciclo do nitrogénio pelo fato de que a crosta

terrestre (solo, rochas), em vez da atmosfera, € o grande reservatoério primario de



268

fosforo. O fosforo encontrado nos solos das regides tropicais e subtropicais esta em
sua maior parte pouco disponivel as plantas. E encontrado principalmente na
forma de fosfatos de calcio, ferro e aluminio, no caso de fosforo inorganico, ou entao
na forma de fosforo organico, como fosfatos de inositol, acidos nucléicos e
fosfolipideos.

E um elemento de fundamental importancia para os organismos vivos por
integrar moléculas como o ATP e acidos nucléicos. Nos diferentes organismos estao
em diferentes proporcoes, por exemplo, bactérias e actinomicetos possuem 1,5 a
2,5% de sua matéria seca constituida pelo fésforo, enquanto que fungos possuem
0,5 a 1% e vegetais de 0,05 a 0,5%.

O fosforo circula, basicamente, das plantas para os animais, e destes para o
solo em formas organicas de residuos e dejetos. Pela acao dos microrganismos, o
fosforo organico € mineralizado a fosfato inorganico, tornando-se disponivel as
plantas novamente, mas também é imobilizado em parte na biomassa microbiana.

A mineralizacdo do fosforo organico € realizada por microrganismos pela
producao de enzimas conhecidas como fosfatases, que abrangem fitases (degrada
hexafosfatos de inositol), nucleases (RNA e DNA) e fosfolipases (fosfolipideos). As
fosfatases podem também ser de origem vegetal, mas em sua maioria sdo de origem
microbiana. A fosfatase acida, cujo pH 6timo € 6,5, tem origem tanto microbiana
quanto vegetal, enquanto a fosfatase alcalina, cujo pH 6timo é 11, tem origem
microbiana. A acdo das fosfatases mineraliza o fésforo contido na matéria organica
tornando-o disponivel para a utilizacao de plantas e microrganismos na forma de
fosfato inorganico 1.2.

O fosforo inorganico também é solubilizado por microrganismos, dentre os
quais alguns dos géneros mais encontrados entre bactérias (Figura 4) sao: Bacillus,
Mycobacterium, Enterobacter e Pseudomonas, enquanto que entre os fungos os
géneros mais comuns sado Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, dentre outros. O
mecanismo pelo qual o fosfato inorganico € solubilizado pelos microrganismos € a
producao de acidos organicos, como o acido citrico, latico, succinico e oxalico.

Dentre os fatores que influenciam a solubilizacdo de fosfatos, a cobertura
vegetal apresenta papel importante, pois as raizes das plantas, através da
exsudacao, estimulam a multiplicacdo dos microrganismos solubilizadores de

fosfato na rizosfera.
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Figura 4. Aspecto de placa de cultura
contendo fosfato insoluvel
(CaHPO4.2H20) apos espalhamento de
uma suspensao de solo (104 e
incubacao. Os halos ao redor de
algumas colénias indicam que o fosfato
precipitado no meio foi solubilizado.
Note que nem todas as colonias
apresentam capacidade de

\// ¢ solubilizacao 24.
=

Halo de

. ColOnias nédo
solubilizagéio solubilizadoras

Outro grupo de microrganismos de importancia no ciclo do fosforo € o dos
fungos micorrizicos. Sdo de ampla disseminacao na natureza e formam simbiose
com a maioria das espécies vegetais. Sdo poucas as familias botanicas que nao
formam micorrizas. Dependem de um hospedeiro vivo para cumprir seu ciclo, ou
seja, a producao de esporos, e por isso sao denominados biotréficos obrigatorios,
nao sendo possivel cultiva-los em meio artificial. Dentre os beneficios que trazem as
culturas, os mais evidentes sdo o aumento da absorcao de nutrientes, sobretudo os
de baixa mobilidade no solo como o fosforo e o zinco. Isso acontece porque suas
hifas permitem a exploracdo de um maior volume de solo em relacdo a raiz da
planta nao micorrizada. Enquanto as hifas do fungo micorrizico podem explorar o
solo a uma distancia até 10 cm da superficie da raiz, o sistema radicular de uma
planta nao micorrizada restringe-se a explorar o solo da regiao rizosférica, cerca de
3 mm da sua superficie. Sendo assim, a hifa do fungo micorrizico permite melhor
exploracéo do solo, encurtando o caminho entre os ions fosfato no solo e as raizes
das plantas, sendo esse grupo de microrganismos de grande importancia no ciclo

do fosforo no solo, sobretudo naqueles de baixa fertilidade.

3. Biomassa e atividade microbianas no solo

Uma parte do carbono organico total do solo esta na forma de células

microbianas ativas, composta por fungos, bactérias, actinomicetos, protozoarios e
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algas, denominada biomassa microbiana de carbono. Essa forma de carbono vivo
pode variar de 1 a 5% do carbono organico total do solo e desempenha papel
fundamental na ciclagem e armazenamento de nutrientes como o nitrogénio, fosforo
e enxofre, que estarao imobilizados em suas células, ou mesmo servir como fonte,
pela mineralizacao destes nutrientes apos a morte celular, participando ativamente
dos ciclos biogeoquimicos.

A biomassa microbiana, tanto de carbono quanto de nitrogénio, tem sido
utilizada amplamente como indicador imediato de qualidade do solo. Enquanto a
variacdo nos teores de carbono organico total no solo pode levar meses para ser
notada, a variacdo na biomassa microbiana pode ser notada em dias apods a
ocorréncia de um determinado disturbio no ambiente. Assim, o uso de um
indicador mais sensivel pode ser mais interessante por permitir tomada de decisées
quanto a estratégia de uso e manejo do solo antes que os eventuais efeitos
negativos possam ter ocorrido de forma irreversivel ou de dificil reversdao. Caso
chegue a tal ponto, podera haver comprometimento da capacidade do solo daquele
ambiente em cumprir seu papel prover recursos a comunidade vegetal, animal,
microbiana e regular o ciclo hidrologico, com conseqiiéncias ambientais severas,
como processos erosivos, assoreamento de recursos hidricos, desertificacdo, perda
de biodiversidade, etc.

A biomassa microbiana sofre influéncia direta da cobertura vegetal. A
remocao da vegetacdo natural ou o uso de praticas que reduzam a entrada de
carbono organico no solo causam drastica diminuicao da biomassa microbiana. A
retirada da cobertura vegetal também expde o solo ao ressecamento, provoca maior
perda de agua, altera o seu pH, e expoe o solo a erosao, fatores que alteram o
crescimento microbiano e consequientemente a biomassa microbiana. Nogueira et
al. 27 encontraram mais biomassa microbiana nas areas sob floresta nativa em
comparacao a areas agricolas, sobretudo aquelas que resultam em menor aporte de
carbono organico ao solo, como o pousio (Figura 5). Observou-se ainda, que o
reflorestamento com espécies nativas possibilitou maior restabelecimento da
biomassa microbiana, tanto de C quanto de N, quando comparadas ao
reflorestamento com Eucalipto, uma espécie exotica. Resultado semelhante foi
encontrado por Dinesh et al. 14 que avaliaram a influéncia do uso do solo em
florestas deciduas, semi-perenes e plantacées comerciais de espécies arboreas e
encontraram niveis de biomassa microbiana de C e N sempre mais altos nas areas
florestais nativas do que nos reflorestamentos. Este declinio dos valores das

biomassas de C e N foi atribuido ao menor aporte de residuos vegetais ao solo,
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somado a diminuicao dos teores de matéria organica e consequiente diminuicao da
atividade microbiana.

Rutigliano et al. 3! avaliaram solos sob diferentes coberturas vegetais em
diferentes estagios sucessionais, com e sem introducado de espécie exotica (Pinus
pineq), e observaram que a introducao da espécie exotica diminuiu a biomassa e a
atividade microbiana, o que foi atribuido a qualidade dos residuos organicos da
planta, com alta relacao C/N e altos teores de lignina. As caracteristicas biologicas
e quimicas do solo da area com pinus foram semelhantes as da area no inicio da
sucessdo vegetal, sugerindo um retardamento na recuperacdo da area pela

introducao da espécie exotica.
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Figura 5. Biomassa microbiana de carbono (A) e nitrogénio (B) em solo sob
diferentes formas de wuso: Floresta nativa, reflorestamento com sub-bosque
manejado, trigo em florescimento, reflorestamento dominado por capim-colonido,
pousio de inverno, reflorestamento com dossel aberto, trigo em maturacao, floresta
secundaria ha 20 anos e reflorestamento com eucalipto. Médias seguidas pela

mesma letra nao diferem entre si (Duncan P<0,05). Adaptado de Nogueira et al. 27.

A respirometria ou respiracdo basal representa a taxa de mineralizacdo do
carbono organico, ou seja, a transformacao do carbono existente no solo nas formas
organicas para CO; por meio da acdo microbiana. A respirometria apresenta grande
potencial como indicador de qualidade do solo, relacionando-se com os teores de C
organico do solo, reciclagem de nutrientes, respondendo prontamente as diferentes
estratégias de manejo do solo 32. Andersson et al. 4 afirmam que a respirometria
esta relacionada com a biomassa microbiana de C e com o teor de matéria organica

no solo e em seu estudo encontrou correlacoes entre a respiracao e atividades
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enzimaticas. Em avaliacao de solo desmatado ha 15 anos, os valores de respiracao
microbiana em area desmatada foi significativamente menor que em area com
vegetacao nativa 9.

O quociente metabdlico (qCO2) € um indice que expressa a quantidade de
CO;2 produzida por unidade de biomassa microbiana por tempo, servindo como
indicador do estado metabélico dos microrganismos do solo 3. Um alto valor de
gCO: pode indicar um estado de estresse na comunidade microbiana do solo. Esse
indice também € usado como um indicador do estado bioenergético da comunidade
microbiana frente a alteracdes no ecossistema.

Dinesh et al. !4 encontraram maiores valores de gCO> em solos florestais em
relacao a solos agricolas, o que foi atribuido a maior quantidade de substrato
organico que retorna ao solo florestal e é ativamente degradado pela comunidade
microbiana, demonstrando uma maior demanda energética em comparacdo as
areas cultivadas. Neste contexto, o quociente metabodlico foi considerado como
indicador da maturidade do ecossistema, sendo maior em comunidades
microbianas de solos mais jovens, com a comunidade microbiana ainda nao estavel.
Altos valores de gCO. podem indicar duas situacdoes: uma em que ha grande
quantidade de substratos organicos de facil degradacao, e outra em que a
comunidade microbiana se encontra em condicdo de estresse metabodlico e
apresenta baixa eficiéncia no processo de obtencao de energia para a manutencao
celular, precisando respirar mais para manter a mesma unidade de biomassa 3. De
acordo com Insam 17, solos que recentemente receberam substratos organicos de
facil degradacao apresentam predominio de ecotipos microbianos estrategistas 7,
compreendendo poucas espécies, porém com altas taxas de crescimento. Esses
microrganismos apresentam maior producdo de CO, por unidade de biomassa que
os denominados estrategistas K, que compreendem mais espécies, porém com
menores taxas de crescimento, que acabam prevalecendo nos solos de ambientes
estaveis.

De acordo com Harris ¢, o gqCO. diminui com o estagio sucessional de
vegetacdo de uma area, sendo maior nos estagios primarios e decresce quando se
tende a condicdo climax. Entretanto, nem sempre o gCO, segue esse modelo, e ao
mesmo tempo em que fornece um indice de eficiéncia metabdlica microbiana,
também possui limitagcoes em se tratando dos efeitos causados por estresse e
distarbio em solos degradados e em recuperacdo. Dessa maneira, sua interpretacao

deve ser cautelosa e integrada com os dados de biomassa microbiana de C,
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respirometria e também com analises de enzimas que refletem o estado metabélico

dos microrganismos do solo como a desidrogenase.

4. Grupos funcionais de microrganismos do solo

Os microrganismos do solo podem ser classificados em grupos funcionais de
acordo com os processos biolégicos que realizam no ecossistema. Microrganismos
envolvidos no ciclo do nitrogénio (diazotroficos, nitrificantes, desnitrificantes,
amonificadores) e os envolvidos no ciclo do carbono (degradadores de polimeros de
carbono), como a celulose (celuloliticos), degradadores de amido (amiloliticos), de
proteinas (proteoliticos), além dos solubilizadores de fosfato, etc. sdo exemplos de
grupos funcionais 345. Os grupos funcionais de microrganismos do solo estao
presentes em diversos ambientes e interagem diretamente com as raizes das
plantas, participando de seu crescimento e nutricao 24.

A grande diversidade de espécies em um grupo funcional pode ser
interpretada como um mecanismo para assegurar a continuidade dos processos
biolégicos, onde a perda de uma espécie seria compensada pela presenca de outras,
que desempenhariam a mesma “funcdo” no sistema 20. Isso ocorre porque
organismos funcionalmente semelhantes tém varias estratégicas de sobrevivéncia,
adaptando-se as diferentes condicoes de crescimento e suportando as adversidades
de diferentes ambientes, habitats e nichos 29. Um solo que apresenta alta
diversidade de organismos apresenta maior capacidade de manter os processos
ecologicos em equilibrio apos um distarbio. Essa capacidade é definida como
resiliéncia e refere-se ao tamponamento biologico aos efeitos de perturbacdes no
ecossistema.

A relacédo entre a redundancia funcional, isto é, diferentes funcdes exercidas
por um mesmo grupo microbiano, e a degradacao do solo foi abordada por Harris 16
em sua revisdo. Com base em estudos sobre a capacidade de utilizacao de
diferentes fontes de C como substrato, observou-se que a redundancia funcional
bacteriana aumentava conforme o nivel de recuperacdao do solo passava de
degradado a nao degradado. Isso foi relacionado com o restabelecimento e
diversidade das espécies vegetais nas areas, enfatizando a importancia da
diversidade vegetal sobre a diversidade funcional microbiana.

Matsumoto et al. 24 avaliaram a interacdo de grupos funcionais na rizosfera
de espécies arboéreas representativas de diferentes estagios sucessionais (pioneiras,

secundarias iniciais, secundarias tardias e climax) e verificaram que enquanto os
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microrganismos amiloliticos nao sofreram alteracées nos diferentes grupos
sucessionais, os celuloliticos apresentaram maior ocorréncia na rizosfera de
espécies secundarias iniciais. Isso indica que a composicdo da comunidade vegetal
pode influenciar na prevaléncia ou supressao de determinados grupos funcionais de

microrganismos no solo.

5. Enzimas do solo

As enzimas do solo desempenham um papel fundamental na ciclagem de
nutrientes. Elas podem estar no solo em forma livre (exoenzimas produzidas e
excretadas por microrganismos), ligadas a estruturas celulares ou mesmo
endoenzimas, que foram liberadas no solo apés a morte e ruptura da célula 8. Em
se tratando de exoenzimas, elas sado liberadas no solo com o intuito de aumentar a
disponibilidade de nutrientes para os microrganismos. Uma vez liberadas, podem
permanecer na solucao do solo ou se ligar a coldides do solo ou substancias
humicas, permanecendo ativas por anos 25.

As enzimas do solo ou exoenzimas tém origem principalmente microbiana,
mas também podem ser provenientes de plantas e animais 38. Assim, quando a
populacdo e a dinamica microbiana do solo sdo afetadas devido as praticas de
manejo e uso do solo, também se espera que haja reflexos nas atividades
enzimaticas 1326, Sao mediadoras de importantes processos bioquimicos como
mineralizacdo e ciclagem de carbono e nutrientes, formacdo e decomposicdo da
matéria organica do solo, além de degradacao substancias xenobidticas como os
pesticidas. A atividade enzimatica também € sensivel a mudancas no manejo dos
solos e com isso podem antecipar mudancas na qualidade do solo ! e por isso pode
ser utilizada como indice de diversidade funcional microbiana 26.

Varias enzimas tém suas atividades detectadas no solo, participando
ativamente dos ciclos biogeoquimicos, como a asparaginase, celulse, deaminase,
desidrogense, glucosidase, lipase, nucleotidase, fenoloxidase, fosfatase, fitase,
protease, pirofosfatase e urease (Tabela 1). Dentre elas, podemos destacar a
celulase, fosfatase, urease e desidrogenase, que sao frequentemente utilizadas na
avaliacao de qualidade do solo. A celulase é a enzima que degrada a celulose,
molécula mais abundante nos residuos vegetais, liberando acticares de baixo peso
molecular, que servem de fonte de energia para os microrganismos do solo 30. A
fosfatase € uma enzima que hidrolisa ésteres de fosfato, liberando o fésforo que se

encontra na forma organica de forma que possa ser utilizado por plantas e
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microrganismos 7. A urease hidrolisa a uréia liberando amoénia. A desidrogenase, ao
contrario das anteriores, é uma enzima intracelular envolvida nos processos
celulares de sintese energética, atuando na cadeia de transporte de elétrons 9,
refletindo assim a atividade oxidativa da biomassa microbiana. Por permanecer
ativa apenas em células viaveis 35, serve como indicadora de atividade microbiana 23
e € considerada como sensivel indicadora de qualidade de solo, além de ser
proposta como biomarcador para indicar mudancas na atividade microbiana total

causada pelo manejo do solo 28.

Tabela 1. Principais enzimas do solo e os ciclos biogeoquimicos que estao inseridas.

Adaptado de Aratjo e Monteiro 7.

Atividade indicadora

Enzimas do solo

Reacao enzimatica

Atividade microbiana

Desidrogenase

Sistema de transporte
de elétrons.

Ciclagem de carbono

B-glucosidase, Celulase,
Amilase,
Lipase, Fenoloxidase

Hidroélise da celobiose,
celulose, acidos graxos.

Ciclagem de nitrogénio

Urease, Amidase,
Asparaginase, Glutaminase,
Protease, Nucletidase,

Hidroélise da uréia,
mineralizacdo do

Deaminase nitrogénio.
Fosfatase Liberacao de PO-34 pela
Ciclagem do fosforo Pirofosfatase hidrolise de ésteres e
Fitase anidros fosfatados.
Ciclagem de enxofre Arisulfatase Liberacao de SO-24
Atividade enzimatica FDA Hidroélise

Pascual et al. 28 avaliaram atividade da desidrogenase em solos intensamente
cultivados e abandonados ha diferentes periodos. As maiores atividades foram
encontradas em solos abandonados ha maior tempo, comparadas as encontradas
em solos abandonados ha menos de 10 anos. A menor atividade nas areas
abandonadas ha menos tempo foi atribuida a sua maior degradacao, decorrente da
erosdo propiciada pela falta de cobertura vegetal, incapaz de se restabelecer num

solo intensamente degradado. Lizarazo et al. 23 observaram que a adicdo de humus
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ao solo aumentou a atividade da desidrogenase pelo estimulo a comunidade
microbiana. Por sua vez, Riffaldi et al. 30 observaram diminuicdo na atividade de
desidrogenase em solos cultivados intensamente, em comparacdo com area de
pasto nao degradado. Bastida et al. 9 avaliaram a atividade microbiologica em solos
desflorestados e constataram um efeito negativo na atividade da desidrogenase no
solo cuja vegetacao nativa tinha sido removida ha 15 anos em relacao ao solo que
teve mantida a sua vegetacao natural.

Doyle et al. 15, em experimento utilizando duas fontes de celulose, verificaram
que a concentracao da enzima excretada variava tanto com a época do ano quanto
com a qualidade da fonte de celulose. Isso indica que a atividade dessa enzima
depende da qualidade do substrato sobre o qual atua. Dessa forma, diferentes
coberturas vegetais, com residuos qualitativamente distintos (e.g., relacdo C/N, teor
de celulose, teor de lignina, presenca de resinas, monoterpenos, taninos, etc.),
podem influenciar distintamente na atividade de celulases no solo.

Acosta-Martinez et al. ! encontraram menor atividade de enzimas
relacionadas ao ciclo do carbono em area agricola em relacdo a area de pasto. Ja
Nayak et al. 26 encontraram alteracoes nos valores das enzimas desidrogenase,
urease e celulase em funcao de adubacoes em plantacoes de arroz, sendo as
maiores atividades enzimaticas encontradas nos tratamentos adubados,
possivelmente devido ao estimulo que a adubacdo pode causar a atividade
microbiana.

A atividade da fosfatase alcalina avaliada por Riffaldi et al. 30 foi menor nas
areas de plantio convencional e com adicdo de fertilizantes, mostrando que solos
menos perturbados possuiam maior atividade enzimatica. Resultados semelhantes
foram obtidos por Knob et al. 19 os quais observaram uma relacdo inversa entre
atividade da fosfatase alcalina e teor de fosforo disponivel no solo (Figura 6).

Estes estudos e muitos outros tém demonstrado que a interferéncia do
homem no ambiente causa alteracdes nas caracteristicas biologicas e bioquimicas
do solo, que por sua vez podem ser utilizadas como indicadores na avaliacao dos

efeitos na ciclagem de carbono e nutrientes.



277
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6. Potencial de uso de bioindicadores na avaliacio da acao antréopica no

ambiente

Atualmente, os efeitos da acao do homem no ambiente tém recebido especial
atencao vista a degradacado por ela causada. Uma floresta nativa madura em um
ecossistema € considerada auto-sustentavel e geralmente se encontra em equilibrio.
Com a retirada da cobertura vegetal nativa, este equilibrio € perturbado e alguns
processos microbianos relacionados ao fluxo de nutrientes podem ser afetados 18.22.
A cobertura vegetal original contribui para manter uma comunidade biologica
estavel no solo, além de fornecer carbono e energia através dos exsudatos das raizes
e restos vegetais 28. A sua retirada pelo desmatamento resulta em maior flutuacao
de temperatura do solo, erosdo edlica e hidrica, ressecamento, compactacdo, dentre
outros fatores que alteram o teor de matéria organica do solo e a atividade
microbiana.

Para avaliar os efeitos da acdo humana sobre os componentes biologicos
nesses ambientes, varias estratégias tém sido adotadas, dentre elas o uso de
indices de qualidade de solo baseados em indicadores biologicos 36. Uma das
finalidades destes indicadores é de identificar melhores estratégias de manejo e uso
do solo, importantes principalmente em areas tropicais, onde as taxas de
desmatamento sao alarmantes, a fertilidade natural do solo € menor, com maior

susceptibilidade a degradacao 33.
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O principal desafio na interpretacdo dos indices biologicos e bioquimicos de
qualidade de solo € saber os seus significados, visto que nédo existem parametros
previamente estabelecidos. Uma alternativa seria a comparacdo dos indices e/ou
valores com aqueles obtidos de areas adotadas como referéncia. Uma floresta nativa
madura é considerada um sistema em equilibrio e auto-sustentavel, onde a
ciclagem do carbono e dos nutrientes encontra-se num estado de equilibrio, que
poderia ser adotado como referéncia. Dentre os indicadores de qualidade do solo,
destacam-se os baseados em processos microbiologicos, densidade de grupos
funcionais de microrganismos, biomassa e diversidade microbianas, atividades
enzimaticas, ferramentas uteis na determinacao da resposta de um ambiente a um
determinado manejo ou estratégia de uso do solo 27.

Diversos trabalhos tém utilizado as propriedades biologicas e bioquimicas do
solo como maneira de avaliar o impacto da atividade humana no solo. Dinesh et
al.14, analisaram florestas deciduas, semi-perenes e plantacoes de Pterocarpus
dalbergioides e Tectona grandis, duas espécies arboreas comerciais, obtendo
maiores valores de atividade microbiana nas areas naturais, o que foi atribuido a
maior quantidade de matéria organica disponivel. Bastida et al. 9 avaliaram
atividade microbiologica em solos 15 anos apos seu desmatamento, verificando que
houve efeitos negativos na qualidade do solo, o que foi mostrado pela diminuicao
dos teores de matéria organica e atividade microbiana em relacao a area natural.
Velasquez et al. 36 estabeleceram indices de qualidade de solo em oito diferentes
manejos e verificaram que a plantacdo de café apresentou os melhores indices,
enquanto que a floresta secundaria apresentou piores. Isso foi atribuido ao fato de
que o solo sob floresta secundaria havia sido muito degradado previamente pelo uso
intensivo, prejudicando a sua recuperacdo. Entretanto, a plantacdo de café teria
recebido manejo adequado, o que favoreceu a melhora da qualidade do solo.

Solos submetidos a intenso cultivo apresentaram baixa capacidade de
restabelecimento da vegetacado, sendo assim considerados degradados. Caso nao
sejam adotadas estratégias para sua recuperacdo, a degradacdo desses solos
podera ser ainda mais intensa, como por exemplo, a ocorréncia de processos
erosivos mais intensos, agravados pela dificuldade do restabelecimento da
cobertura vegetal natural 28. Entretanto, deve se levar em consideracdo que a
avaliacao da recuperacao de solo degradado por meio da porcentagem de cobertura
vegetal, diversidade floristica e fauna silvestre, nao refletem a condicao

microbiologica e a funcionalidade dos solos em recuperacao e evidenciam a grande
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discrepancia existente entre atributos microbiologicos e bioquimicos das areas em

recuperacdo em relacdo aquelas consideradas naturais 32,

7. Conclusoes

Como pobdde ser visto, as acdes antropicas podem causar impacto na
comunidade de microrganismos do solo o que por sua vez pode comprometer a
sustentabilidade dos ecossistemas. O entendimento de como a acdo humana
interfere nos microrganismos do solo e nos processos por eles realizados pode
auxiliar na adocao de estratégias menos agressivas de uso do solo, bem como
aquelas destinadas a recuperacdao de areas degradadas, recuperando assim sua
fertilidade e suas propriedades fisico-quimicas, tornando a atividade humana
menos impactante ao ambiente. Em suma, avaliacdes realizadas com base nos
bioindicadores microbiolégicos e bioquimicos tém potencial para avaliar o impacto
que a atividade antréopica pode causar a funcionalidade de um determinado
ambiente e com isso adotar medidas para mitigar o impacto ou implementar

medidas de recuperacao.
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