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RESUMO 

 Burkholderia cenocepacia é uma bactér ia aeróbica Gram-negativa, 

com importância médica em infecções de pacientes com resposta imune 

comprometida, como doença granulomatosa crônica e fibrose císt ica, 

apresentando mult iresistência à antibioticoterapia. Infecção por esse 

microrganismo freqüentemente leva à síndrome cepacia, quadro clínico 

caracter izado por bacteremia e septicemia, podendo levar ao óbito. 

Muitos mecanismos de virulência estão presentes em B. cenocepacia, 

sendo o sistema secretor do t ipo III (SSTT) e o Lipopolissacar ídeo (LPS) 

fatores chave na interação com células do hospedeiro. Com o objet ivo de 

aval iar o papel destas estruturas no processo de infecção, estudamos a 

resposta funcional e a expressão de moléculas de ativação, em 

macrófagos infectados pela cepa J2315 de B. cenocepacia selvagem ou 

mutante para o SSTT. Nossos resultados mostram que a bactéria é capaz 

de regular a produção de NO em culturas infectadas, independente da 

presença de um SSTT funcional. Demonstramos ainda que nem o sistema 

secretor mutagenizado ou qualquer proteína entregue exclusivamente 

através dessa estrutura possuem papel central na indução da resposta 

funcional de macrófagos. Contudo, nossos resultados de aval iação da 

expressão de moléculas coestimulatórias sugerem que o SSTT pode estar 

relacionado à at ivação destas células. A cepa J2315 de B. cenocepacia 

apresenta LPS sem antígeno O e nossos resultados de caracter ização 

química dessa estrutura apresentam ramnose, glucose, heptose e KDO, 

além de ácidos mir íst ico, 3-hidroximir íst ico e 3-hidroxipalmít ico, 

caracter íst icos do gênero Burkholderia. Este LPS leva a uma resposta 

funcional dependente de dose por macrófagos, caracter izada pela 

l iberação de NO, TNF-α e IL-10, além da expressão de moléculas de 

ativação na superf ície dessas células em menores proporções se 

comparado ao LPS de Escherichia coli . Em conjunto, nossos resultados 

demonstram que os mecanismos de virulência estudados não apresentam 

papel central na inf lamação causada pela infecção por B. cenocepacia em 

células normais. Entretanto, esta bactér ia mostra-se adaptada à infecção 

de pacientes com fibrose císt ica, suger indo então a importância da baixa 

atividade inf lamatória na infecção destes indivíduos. 
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ABSTRACT 

 Burkholderia cenocepacia is a Gram-negative aerobic bacter ium, 

with medical importance on chronic granulomatous disease and cyst ic 

f ibrosis, showing multidrug resistance to antibiot ic therapy. Infect ion by 

this microorganism often leads to cepacia syndrome, clinical 

presentation character ized by bacteremia and septicemia, which can 

conduct to death. Many virulence mechanisms are present in B. 

cenocepacia, type III secretory system (TTSS) and Lipopolysacchar ide 

(LPS) are key factors in the interact ion with host cells. In order to 

evaluate the role of these structures in the infection process, we studied 

the funct ional response and the expression of act ivat ion molecules on 

macrophages infected with strain J2315 of B. cenocepacia wild type or 

SSTT mutant. Our results show that the bacter ia are able to regulate NO 

product ion in infected cultures, despite the presence of a funct ional 

SSTT. Moreover, we demonstrate that neither the mutagenized-secretory 

system nor any protein delivered exclusively through this structure have 

a central role in the induction of the functional response for 

macrophages. However, our results of evaluat ing the expression of 

cost imulatory molecules suggest that SSTT may be related to act ivat ion 

of these cel ls. B. cenocepacia J2315 express a LPS without O antigen 

and character ization of this structure revealed presence of rhamnose, 

glucose, heptose and KDO as glycosidic components, myristic acid, 3-

hidroxy-myrist ic acid and 3-hidroxy-palmit ic acid, which are 

character ist ic of the genus Burkholderia . LPS induces a funct ional dose-

dependent response by macrophages, character ized by the release of 

NO, TNF-α, IL-10 and expression of activat ion molecules on the surface 

of these cells in small rates than the ones produced by Escherichia col i 

LPS. Taken together, our results demonstrate that the mechanisms of 

virulence studied here do not present central role in the inf lammation 

caused by infect ion with B. cenocepacia in normal cells. However, this 

bacter ium was shown to be adapted to infect ion of pat ients with cyst ic 

f ibrosis, suggest ing the importance of low inf lammatory act iv ity in the 

infect ion of these individuals. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Burkholderia cepacia é uma bactér ia aeróbica Gram-negativa, com 

morfologia de bastão, descr ita por Walter Burkholder (1950). Esse 

microrganismo foi isolado de cebola em estado de putrefação e 

inicialmente foi classif icado como uma espécie de Pseudomonas, P. 

cepacia (Burkholder, 1950). Por muito tempo, diversos trabalhos foram 

realizados propondo novas espécies relacionadas à P. cepacia, como P. 

kingii e P. multivorans (Morr is & Roberts, 1959; Stanier e col. 1966; 

Jonsson, 1970), mas estudos poster iores mostraram claramente que 

todas se tratavam de P. cepacia (Snel l e col. 1972; Sinsabaugh & 

Howard, 1975). Embora a nomenclatura “Pseudomonas cepacia” não 

tenha sido incluída na “Lista de Nomes de Bactérias” publ icada em 1980 

(Skerman e col. 1980), essa denominação continuou a ser ut i l izada na 

l iteratura (Pal leroni & Holmes, 1981). Poster iormente, o gênero 

Burkholderia foi proposto para acomodar o grupo relacionado de 

espécies de Pseudomonas do t ipo II (Yabuuchi e col. 1992), 

compreendendo 30 espécies identif icadas até 2003 (revisto em Coenye & 

Vandamme, 2003). Atualmente mais de 50 espécies são descr itas. 

Muitos trabalhos foram publicados antes do reconhecimento das 

complicadas relações taxonômicas entre os diferentes membros do 

gênero e, por muitas vezes, cepas classif icadas como B. cepacia 

pertenciam na verdade a outras espécies do gênero Burkholder ia , ou 

ainda a outros gêneros que possuem similar idades fenotípicas ou 

genotípicas, como Ralstonia sp. (revisto em Coenye e col. 2001). 

Atualmente, bactérias identif icadas como B. cepacia pertencem a 

um grupo de espécies relacionadas, chamado Complexo Burkholderia 
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cepacia (CBC), composto por diferentes l inhagens separadas em 

genomovares (revisto em Coenye e Vandamme, 2003). 

 

1.1.  Complexo Burkholderia Cepacia 

 

 O complexo B. cepacia (tabela 1) é const ituído por bactér ias 

fenotipicamente similares, mas geneticamente dist intas, tendo sido 

inicialmente divididas em nove espécies genômicas ou genomovares 

(Lipuma e col. 1999; revisto em Coenye e col. 2001; Chiar ini e col. 

2006): ( i) B. cepacia, genomovar 1 (Vandamme e col. 1997), (i i) B. 

multivorans, genomovar 2 (Vandamme e col. 1997), ( i i i) B. cenocepacia, 

genomovar 3 (Vandamme e col. 1997, 2003), ( iv) B. stabil is , genomovar 

4 (Vandamme e col. 1997, 2000), (v) B. vietnamiensis, genomovar 5 

(Gil l is e col. 1995), (vi) B. dolosa , genomovar 6 (Vermis e col. 2004), 

(vii) B. ambifaria , genomovar 7 (Coenye e col. 2001), (vii i) B. anthina, 

genomovar 8 (Vandamme e col. 2002) e (ix) B. pyrrocinia, genomovar 9 

(Vandamme e col. 2002). Recentemente, com a uti l ização de 

metodologias modernas houve a adição de cinco novas espécies: B. 

latens, B. di ffusa, B. arboris, B. seminal is e B. metálica (Vanlaere e col. 

2008).  

Microrganismos pertencentes ao CBC vêm sendo isolados dos mais 

var iados habitats, como solo, r izosfera e ambientes aquáticos (Fiore e 

col. 2001; Mil ler e col. 2002; Vermis e col. 2003) e são considerados, 

em sua maior ia, bactérias de solo ou patógenos de plantas. O maior 

conhecimento da diversidade desse gênero possibil ita observar que os 

nichos ocupados pelas diferentes espécies e cepas apresentam 

interações complexas entre esses microrganismos e seus hospedeiros. 
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Muitas espécies parecem ser restr itas a um ou poucos hospedeiros 

enquanto outras apresentam interações que var iam do parasit ismo à 

simbiose, ou ambos (revisto em Coenye & Vandamme, 2003). De fato, 

muitas espécies pertencentes ao CBC apresentam característ icas 

benéficas, como o biocontrole de culturas vegetais, protegendo-as 

contra f itopatógenos e promovendo seu desenvolvimento (Bevivino e col. 

2005; Poonguzhali e col. 2007). Além disso, esses microrganismos 

podem ainda promover biorremediação, devido à capacidade de ut i l izar 

como nutr ientes uma var iedade de compostos orgânicos, degradando 

contaminantes ambientais, como algas tóxicas (Lemes e col. 2007), 

agentes químicos aromáticos (Shields & Reagin, 1992), óleo e derivados 

de petróleo (Okoh e col. 2001; Chail lan e col. 2004; Castorena e col. 

2006) e organoclorados (Zhang e col. 2000). 

Por outro lado, estudos sobre a infecção oportunista de espécies 

de Burkholderia em pacientes humanos vêm sendo real izados desde a 

década de 1970. Foi observado que determinadas espécies de 

Burkholderia eram capazes de infectar pacientes, pr incipalmente 

portadores de f ibrose císt ica (Gi lardi, 1971; Isles e col. 1984; Gil l igan e 

col. 1985), ou ocasionalmente pacientes com algum tipo de 

imunossupressão (Bottone e col. 1975). De fato, embora muitos autores 

venham demonstrando a infecção de pacientes portadores das mais 

var iadas imunodefic iências, como doenças granulomatosas crônicas 

(Renel la e col. 2006; Hisano e col. 2007) e portadores da síndrome da 

imunodefic iência adquir ida (Chierakul e col. 2005; Pumpradit e col. 

2006), o maior envolvimento das bactér ias do CBC nas infecções 

humanas encontra-se nas colonizações das vias aéreas de portadores de 

f ibrose císt ica (revisto em Coenye e Vandamme, 2003).
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Tabela 1: Complexo Burkholderia Cepacia 

 

ESPÉCIE 

 

DESCRIÇÃO 

 

GENOMOVAR 

 

INSERÇÃO CBC 

 

REFERÊNCIA 

B. cepacia 1992 I 1997 Vandamme e co l.  1997 

B. mult ivorans  1997 II 1997 Vandamme e co l.  1997 

B. cenocepac ia  1997 III 1997 Vandamme e co l.  1997 

B. stabi l is  2000 IV 2000 Vandamme e co l.  1997,  2000 

B.  vietnamens is  1995 V 1995 Gi l l is  e co l.  1995 

B. dolosa 2001 VI  2004 Vermis e co l.  2004 

B.  ambif ar ia 2001 VII  2001 Coenye e col.  2001 

B. anthina 2002 VIII 2002 Vandamme e co l.  2002 

B. pyrroc in ia  1997 IX 2002 Vandamme e co l.  1997 

B. latens  2008  2008 Vanlaere e co l.  2008 

B. di fusa 2008  2008 Vanlaere e co l.  2008 

B. arbor is  2008  2008 Vanlaere e co l.  2008 

B. semina l is  2008  2008 Vanlaere e co l.  2008 

B. metal ica  2008  2008 Vanlaere e co l.  2008 

 

1.2.  Fibrose cística 

 

 A f ibrose císt ica é uma doença hereditária autossômica recessiva, 

comum em populações caucasianas, sendo potencialmente letal e 

apresentando incidência de 1/3300 nascimentos na Europa (Welsh e col. 

2001). A doença apresenta um padrão de herança mendeliana simples, 

onde pais portadores de alterações em uma cópia do gene possuem 25% 

de probabil idade de descendência sintomática. No Brasil, a incidência na 

região sul ocorre como nas populações caucasianas européias, enquanto 

em outras regiões diminui para 1/10000 nascimentos (Raskin e col. 
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1993). No Rio de Janeiro, a incidência estimada foi de 1/6902 em 1999 

(Cabel lo e col. 1999). Há aproximadamente uma década, est imava-se 

que apenas 10% do total de casos eram diagnost icados no país (Raskin e 

col. 1997). O perf i l do diagnóst ico da f ibrose císt ica vem mudando ao 

longo do tempo, sendo a doença diagnosticada atualmente na infância. 

Em 1990, 90% dos casos da doença foram diagnost icados até 12 anos de 

idade. Dessa maneira, a proporção de adultos aumentou de cerca de 8% 

em 1969 para 33% em 1990, assim como a média de sobrevida que 

subiu de 14 para 28 anos. Cur iosamente, a média de sobrevida em 

pacientes do sexo feminino (25 anos) apresentava-se menor que em 

indivíduos do sexo masculino (30 anos) (Fitz Simmons, 1993). A doença 

é causada por um defeito no gene regulador da condutância 

transmembranar da f ibrose císt ica (CFTR – cyst ic f ibrosis transmembrane 

regulator), localizado na porção longa do cromossomo 7, o qual origina 

um mRNA que transcreve a proteína CFTR, de aproximadamente 1480 

aminoácidos (Rommens e col. 1989). A proteína determina a formação 

de canais de cloreto em células epitel iais de glândulas exócr inas, sendo 

essencia l para o transporte iônico através da membrana celular 

(Boucher, 1998; Vankeerberghen e col. 2002). Como as secreções 

isotônicas viajam das glândulas sudor íparas em direção à pele, as 

células epiteliais dos dutos reabsorvem NaCl, resultando em liberação de 

suor hipotônico. Como os dutos sudoríparos de pacientes com a doença 

apresentam-se impermeáveis aos cloretos, o NaCl permanece nas 

secreções, or iginando suor altamente salgado. Essa mutação causa o 

fenômeno responsável pela pr incipal característ ica relacionada à doença: 

baixa produção de suor, apresentando altos níveis de eletrólitos (revisto 

em Akabas, 2000). 
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 Embora existam muitos sintomas relacionados à doença, a 

principal causa de morbidade e mortalidade de pacientes com fibrose 

cística está relacionada à doença pulmonar crônica (Courtney e col. 

2004). Mutações no gene CFTR desregulam a sinalização intracelular 

pela via do NF-κB, levando ao aumento excessivo de citocinas pró-

inf lamatórias como fator de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-

1, IL-6 e IL-8; por outro lado, há redução na produção de óxido nítr ico 

(NO) e na sensibi l idade ao interferon (IFN)-γ e fator transformante de 

crescimento beta (TGF)-β  (Kent e col. 1997; revisto em Machen, 2008 e 

em Döring & Gulbins, 2009), resultando em um processo de inf lamacão 

crônica. Além disso, com a alteração da f isiologia das células epitel iais 

pulmonares, as secreções produzidas tornam-se extremamente viscosas, 

dif icultando o transporte muco-ci l iar das vias aéreas e possibil itando a 

infecção, principalmente por espécies como Haemophilus influenzae, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa  e espécies 

pertencentes ao complexo Burkholderia cepacia (revisto em Millar e col. 

2009). Muitas dessas bactérias são capazes de formar biof i lmes com 

acentuado desenvolvimento, tanto hor izontal como vert ical (Landry e 

col. 2006), possibil itando o escape do sistema imune e apresentando 

maior resistência a antibiót icos (Schierholtz e col. 1999; Xu e col. 

2000). 

Muitos fatores de virulência podem ser encontrados em bactér ias 

pertencentes ao CBC, como pil i (Sajjan e col. 1995), f lagelo (Tomich e 

col. 2002), exopolisacar ídeo (Chung e col. 2003), produção de melanina 

(Zughaier e col. 1999), catalase (Lefebre & valvano, 2001), proteases e 

outras enzimas (Hutchinson e col. 1998; Corbett e col. 2003), formação 

de biof i lme (Huber e col. 2002), sistemas de “quorum sensing” (Lewenza 
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e col. 1999; Huber e col. 2001) e sistema de secreção do tipo III (SSTT) 

(Tomich e col. 2003), sendo este últ imo considerado o principal deles. 

As infecções causadas por microrganismos do CBC são caracter izadas por 

febre, perda de peso, tosse, mudanças no volume, cor e aparência das 

secreções, queda na taxa respiratória, dispnéia e ocorrência de 

inf i ltrados pulmonares (revisto em McClean & Callaghan, 2009) e podem 

ser transmit idas entre pacientes através de contato intra ou extra-

hospitalares (LiPuma e col. 1990; Govan e col. 1993; Pegues e col. 

1994). Das diferentes l inhagens que compõem o CBC, B. cenocepacia  

(genomovar III) e B. mutivorans (genomovar II) apresentam maior 

relevância na infecção de pacientes com fibrose císt ica (McClean & 

Callaghan, 2009). 

 

1.3.  Burkholderia cenocepacia 

 

 Infecção das vias aéreas por B. cenocepacia pode causar “síndrome 

cepacia”, quadro caracter izado por um rápido declínio da função 

pulmonar e às vezes bacteremia e septicemia, resultando em óbito 

fulminante na maioria dos casos (Isles e col. 1984; Govan e col. 1996; 

Blackburn e col. 2004). Essa bactér ia pode formar biof i lme em conjunto 

com outras espécies. Contudo, a colonização de B . cenocepacia parece 

ser facil itada pela pr imo-infecção com P. aeruginosa (Saiman e col. 

1990).  

De uma maneira geral, em bactér ias do CBC, os fatores de 

virulência considerados, até o momento, mais importantes, localizam-se 

na superf íc ie, ou são l iberados (“shedding” ou excretados) (Chiar ini e 

col. 2004; Urban e col. 2004). Em B. cepacia a expressão de vár ios 
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fatores de virulência é regulada por mecanismos de “quorum-sensing”, 

dado observado ut il izando-se inibidores desse sistema, que é usado pelo 

microrganismo como forma de monitoramento de sua densidade 

populacional (Brackman e col. 2009). 

Muitas bactér ias patogênicas Gram-negativas apresentam sistemas 

de secreção de proteínas como pr incipal mecanismo de virulência. Esse 

sistema mostra-se estruturalmente conservado entre as mais diversas 

espécies bacter ianas, mas é capaz de secretar proteínas efetoras 

altamente var iáveis em estrutura e função, causando na célula 

hospedeira um número diversif icado de efeitos (Cornelis & Van 

Gijsegem, 2000). Existem em B. cenocepacia, além de um sistema do 

tipo III, outros sistemas secretores envolvidos nas mais diversas 

interações, como dois sistemas t ipo IV, associados ao f itoparasit ismo 

(Engledow e col. 2004), quatro sistemas t ipo V e um sistema do t ipo VI 

(Holden, e col. 2009), este últ imo sabidamente importante para o 

parasit ismo em P. aeruginosa (Potvin e col. 2003). O genoma da cepa 

J2315 de B. cenocepacia possui 8.06-Mb, compreendendo três 

cromossomos circulares e um plasmídeo, que codif icam grande var iedade 

de sistemas t ípicos de função metabólica, bem como de virulência e 

resistência a drogas (Holden e col.., 2009). Diferente de outras espécies 

patogênicas pertencentes ao gênero Burkholderia, B. cenocepacia não 

apresenta grande número de repetições em t ipo de sistemas secretores 

(Holden e col.., 2004; Lim e col.., 2009; Nierman e col.., 2004; Schell e 

col.., 2007). A análise comparat iva do genoma da cepa J2315 de B. 

cenocepacia (cepa obtida de caso humano de infecção pulmonar) com a 

de outras cepas dessa espécie, evidencia a ocorrência de pseudogenes 

em diferentes determinantes de virulência, suger indo que esta cepa 
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possa ter sofrido pressão seletiva, resultando na melhor adaptação e 

persistência em hospedeiros portadores de f ibrose císt ica (Holden e col. 

2009). 

 

1.4.  Sistemas de secreção tipo III 

 

 A interação de bactér ias patogênicas com células hospedeiras é 

dependente de componentes bacter ianos presentes na superf ície, ou 

secretados pelo microrganismo. Sistemas de secreção de bactér ias são 

mecanismos capazes de exportar produtos bacter ianos e em bactér ias 

Gram-negativas, quatro mecanismos de secreção protéica (Fath & Kolter, 

1993; Salmond & Reeves, 1993; Van Gijsegen e col. 1993; F inlay & 

Falkow, 1997) e um de ácidos nucléicos ou proteínas (Winans e col. 

1996) já foram descr itos (revisto em Hueck, 1998; Thanassi & Hultgren, 

2000). Os SSTT são altamente especia lizados, permitindo a secreção e 

translocação de proteínas efetoras através de membranas, diretamente 

para o citoplasma da célula hospedeira (Revisto em Hueck, 1998) sendo, 

por isto, denominados sistemas secretores contato dependentes 

(Cornelis & Van Gijsegen, 2000). As proteínas subvertem as funções 

celulares do hospedeiro podendo determinar diversas relações 

ecológicas, como patogênese, para benefíc io própr io, ou de simbiose 

(Mota e col. 2005). 

Os SSTT são at ivados em resposta a sinais moleculares emit idos 

pelo hospedeiro e apresentam-se extremamente conservados, tendo sido 

demonstrado que um SSTT oriundo de uma determinada espécie pode 

exportar proteínas secretadas por outro SSTT (Rosqvist e col. 1995). 
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A importância de SSTT na infecção de hospedeiros mamíferos foi 

demonstrada quando bactérias defic ientes do gene bscN  (Proteína N de 

secreção), que codif ica a proteína geradora de energia, essencia l para o 

funcionamento do SSTT, foram inoculadas em modelo murino, resultando 

na atenuação da virulência (Tomich e col. 2003). Além disso, esse 

sistema de secreção mostrou-se igualmente importante em modelo de 

infecção de Caenorhabditis elegans (Markey e col. 2006), onde a 

ausência desse sistema também reduziu a infecção no hospedeiro.  

Em B. cenocepacia cepa J2315 ocorre a presença de outros 

sistemas de secreção, como sistemas tipo IV (Holden e col. 2009), já 

descr ito como importante para o f itoparasit ismo (Engledow e col. 2004) 

e sistema t ipo VI (Holden e col. 2009), essencial para a infecção 

pulmonar crônica por P. aeruginosa em ratos (Potvin e col. 2003). 

Ambos também podem estar envolvidos na infecção em fibrose císt ica. 

De maneira objet iva, o funcionamento dos sistemas de secreção do 

tipo III se dá quando a bactér ia, em reconhecimento a sinais do 

hospedeiro, por exemplo, a temperatura do mesmo, inicia a produção de 

estruturas do complexo injetor e de proteínas efetoras em seu 

citoplasma. O microrganismo une-se a receptores existentes na 

membrana da célula alvo (integrinas, por exemplo), secreta proteínas 

por inas (formadoras de poros) que, ao se l igarem à célula hospedeira, 

possibil itarão a conexão do poro com o complexo injetor e posterior 

translocação da proteína efetora diretamente para o citoplasma da célula 

alvo (Thanassi & Hultgren, 2000). Dada a relevância do papel dessa 

estrutura como mecanismo de virulência desse microrganismo, bem 

como o escasso conhecimento sobre a sua ação no hospedeiro, esta foi 

um dos alvos de nosso estudo. 
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Figura 1: Sistema de secreção do t ipo III – Protót ipo Yersinia sp. Adaptado de 

Thanassi  & Hultgren, 2000.  

 

MI: membrana interna; ME: membrana externa; MP: membrana plasmát ica;  LcrD: 

prote ína formadora do poro na membrana interna; Yop: prote ína externa de Yersinia (B 

e D: por inas -  formadoras de poros na membrana a lvo;  N: energ izadora do canal) .  

Notar que a prote ína análoga à YopN (BscN) fo i  o a lvo mutagenizado por Tomich e col .  

2003.  
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Lipopolissacarídeo 

 

 L ipopolissacar ídeo (LPS) é uma molécula anfipática composta por 

elementos l ipídicos e sacar ídicos covalentemente l igados, presentes na 

membrana externa de bactérias Gram-negativas. A descoberta do LPS se 

confunde, remotamente, com a histór ia da medicina. A questão 

fundamental a ser respondida pela ciência era “qual agente ser ia o 

principal desencadeador de morte” e, uma vez que muitos sintomas 

comuns, como febre, vômito e diarréia eram observados em processos 

de intoxicação, as escolas de Hipócrates (460 a 370 a.C.) e 

poster iormente Galeno (129 a 199 d.C), chamavam de “venenos” os 

causadores desse fenômeno. O quadro “febre” era considerado como o 

principal s intoma f ís ico de doenças (e algumas vezes como a própr ia 

enfermidade). Na Grécia ant iga, acreditava-se que era causada por uma 

entidade f ís ica denominada “pirógeno” (“pyrogen”. pyros = fogo). Após 

Louis Pasteur ter comprovado que microrganismos eram responsáveis 

pela putrefação e decomposição de matér ia orgânica, além de serem 

capazes de causar doenças infecciosas, o pr incipio do “envenenamento” 

se confirmou, através da demonstração de Ludwig Brieger de que esses 

agentes patogênicos produziam e secretavam “venenos” chamados 

toxinas (revisto em Westphal e col. 1977 e Hitchcock e col. 1986). 

Richard Pfeiffer, invest igando a natureza da toxina envolvida na 

patogênese da cólera, denominou endotoxina a substância tóxica, termo-

estável, associada à porção insolúvel da parede celular de bactér ias 

Gram-negativas. Poster iormente, Eugenio Centamini, patologista 

ita liano, descobr iu a relação entre o efeito tóxico e pirogênico da 

substância denominada “veneno” em microrganismos, concluindo serem 
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quimicamente inseparáveis e chamando de pirotoxina (Centanini, 1894). 

O termo LPS foi ut i l izado pela primeira vez, para descrever endotoxina 

quando o método de extração fenól ica foi ut i l izado para pur if icar essa 

molécula biologicamente at iva de diversas cepas de bactér ia Gram-

negativas (Westphal & Jann, 1965). 

O LPS contém três domínios: ( i) pol issacar ídeo O-específ ico 

(antígeno-O ou antígeno somático). É uma cadeia polissacar ídica 

formada de unidades repetit ivas, contendo monossacar ídeos altamente 

var iáveis; ( i i) core oligossacar ídico, composto de aproximadamente 10 

mossacar ídeos, incluindo o ácido 2-ceto-3-desoxioctulosônico (KDO), 

heptose, glucose, galactose e N-aceti lglucosamina, sendo conservado 

entre cepas relacionadas; e ( i i i) l ipídio A, glicolipídio consist indo de di-

glucosamina em l igação β1-6, acopladas a ésteres, amidos ou ácidos 

graxos, sendo responsável pela atividade endotóxica (revisto em Caroff 

& Kar ibian, 2003). O LPS é a estrutura mais externa em bactér ias Gram-

negativas e dada sua função biológica considera-se que a determinação 

de sua estrutura é essencia l para o entendimento das relações bactér ia-

hospedeiro (f igura 2). 
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Figura 2: Esquema estrutural  do LPS da cepa 0111:B4 de Escherichia  

col i .  Gal  (galactose); GalNAc (N-act i lgalactosamina) Glc (glucose); GlcN 

(glucosamina); Hep (heptose); GalNAc (N-aceti lgalactosamina); GlcNAc (N-

aceti lglucosamina); KDO (ácido 2-ceto-3-desoxioctulosônico); P (fosfato). 

Adaptado de Ohno e Morrison (1989). 
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1.6. Domínio polissacarídeo O-específico 

 

 Cadeias O-específ icas estão presentes apenas em colônias de 

fenótipo l iso de bactérias Gram-negativas. A presença ou ausência do 

antígeno-O na molécula de LPS modif ica a caracter íst ica morfológica da 

colônia. Colônia t ipo l isa, de bactér ia que expressa LPS apresentando 

antígeno O, e colônia t ipo rugosa, de bactér ia não formadora de LPS com 

antígeno O. (Schimdt e col. 1968). 

 Sendo o antígeno-O o domínio mais externo da bactér ia Gram-

negativa, diversas at ividades biológicas são atribuídas a esta porção do 

LPS, como receptor de bacteriófagos e barreira f ísica contra agressões à 

superf íc ie da bactéria (revisto em Peschel, 2002); contra a ação de 

antibiót icos (Nikaido, 1976); e modulando a at ivação da via alternat iva 

do complemento (Joiner e col. 1984). De fato, em microrganismos 

patogênicos, o ant ígeno-O pode diretamente interagir com 

ligantes/receptores de células do sistema imune (Vil leneuve e col. 1994; 

revisto em Peschel, 2002). 

 O LPS produzido pela cepa J2315 de B. cenocepacia apresenta 

ausência do antígeno O (Evans e col. 1999) e a análise genômica da 

bactér ia mostrou que essa característ ica se deve à inserção de um 

transposon (IS 402) no cluster de biossíntese das unidades repetit ivas, 

uma vez que a inserção do gene (que codif ica uma glicosiltransferase), 

ininterrupto, confer iu a capacidade de expressão do fenótipo perdido, ou 

seja, a produção de antígeno-O (Ortega e col. 2005). 
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1.7. Core Oligossacarídico 

 

Como já mencionado, o core oligossacar ídeo é composto de 

aproximadamente 10 monossacar ídeos, incluindo heptose, glucose, 

galactose, N-acetilglucosamina (GlcNAc) e ácido 2-ceto-3-

desoxioctulosônico (KDO) (revisto em Caroff & Karibian, 2003), este 

últ imo podendo ser encontrado em todos os cores conhecidos e fazendo 

a l igação entre o core e o l ipídio A (Unger, 1983). Em B. cepacia, o 

der ivado D-glicero-D-ta lo-octulosônico (DO) também pode ocorrer 

(Isshiki e col. 1998). Em bactérias que apresentam fenótipo l iso, esse 

domínio é didat icamente subdividido em core interno, mais próximo do 

l ipídio A, e core externo, o qual se l iga ao antígeno-O (revisto em Caroff 

& Karibian, 2003). O core oligossacar ídico é conservado entre espécies 

do mesmo gênero ou família, ainda que apresentem característ icas 

estruturais parecidas entre bactér ias relacionadas, ref letindo a 

importância desse domínio na manutenção da integr idade da membrana 

externa (revisto em Peschel, 2002). Em bactér ia do gênero Burkholderia, 

o core pode apresentar o dissacar ídeo α-KO-(2→4)-α-KDO (Isshiki e col. 

1998; Molinaro e col. 2002). Em B. cenocepacia, o core externo pode 

não apresentar componentes com carga negativa dominante (reduzindo a 

atração de peptídeos microbicidas à molécula de LPS) e apresenta ácido 

urônico, em lugar dos grupos fosfatos normalmente encontrados (Sil ipo 

e col. 2007). 
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1.8. Lipídio A 

 

O Lipídio A corresponde, no LPS, ao componente responsável pela 

atividade endotóxica (Galanos e col. 1985). É constituído do 

dissacar ídeo β-D-GlcN-(1-6)-α-D-GlcN, apresentando dois grupos fosfor i l 

nas posições 1 e 4 que podem ser subst ituídos por etanolamina, fosfo 

etanolamina, difosfoetanolamina, GlcN, 4-amino-4-deoxy-L-

arabinopiranose e D-arabino-furanose (revisto em Caroff & Karibian, 

2003). O pr incipal fator relacionado à atividade endotóxica corresponde 

ao número e comprimento da(s) cadeias acilas presentes e ao estado de 

fosfori lação da estrutura dissacarídica (Rietschel e col. 1987). Estruturas 

com um número menor de subst ituintes fosfor i lados possuem menor 

atividade endotóxica. No entanto, a lguns trabalhos demonstraram que a 

presença desse subst ituinte não seja o único responsável pela atividade 

biológica. A subst ituição desse radical por outro com carga negativa 

pode restaurar a at ividade (Ulmer e col. 1992). Além disso, o 

dissacar ídeo também se mostrou importante, visto que preparações 

monossacar ídicas, fosfori ladas e aciladas em diferentes posições, 

perderam atividade (Aschauer e col. 1990). 

Em B. cenocepacia o l ipídio A é caracter izado por uma seqüência 

P�4-β-D-GlcpN-(1�6)-α-D-GlcpN-(1�P)-Ara4N, onde um KO possuindo 

um resíduo Ara4N subst itui uma unidade de KDO. Além disto, foi 

demonstrado que em B. cepacia  o KDO pode ser subst ituído também pelo 

pentassacar ídeo α-Hep-(1�7)-[  α-Rha-(1�2)]-  α Hep-(1�3)-[β-Glc-

(1�4)]-  α-hep-(1�  em O-5 (Sil ipo e col. 2006). Pelo exposto neste 

tópico, f ica evidente a importância da caracter ização molecular do LPS, 
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uma vez que sua estrutura química está diretamente relacionada à sua 

atividade biológica. 

 

1.9. Resposta imune inata e mecanismos de evasão do 

sistema imunológico por bactérias do CBC 

 

Infecção por bactérias Gram-negativas pode levar à sepse, resposta 

sistêmica, regulada pr incipalmente pelos mecanismos de virulência do 

patógeno e pela resposta imune do hospedeiro (Revisto em Rudiger e 

col. 2008). A sepse ocorre devido à infecção per se e pelo dano tecidual, 

causado tanto pelo microrganismo quanto pela resposta inf lamatór ia. Se 

não controlada, pode levar ao quadro clínico denominado choque 

séptico, caracter izado por coagulação intravascular e falência múlt ipla 

de órgãos (Revisto em Annane e col. 2005). Como observado 

anter iormente, o LPS possui papel central na infecção e patogenia do 

quadro clínico causada por bactér ias Gram-negativas. Um inóculo único 

em alta dose de LPS por via endovenosa pode, parcialmente (já que 

nesse caso não ocorre persistência da at ivação), induzir a resposta 

inf lamatória descr ita no fenômeno de choque séptico (Revisto em 

Glauser e col. 1991). Além disso, o LPS em baixas doses também pode 

causar essa desordem sistêmica, bastando que o hospedeiro tenha sido 

desafiado com doses não letais do mesmo até 24h antes (evitando o 

fenômeno de tolerância à endotoxina), caracter izando a reação de 

Shwartzman (Revisto em Cotran & Pober, 1990). Importante que se 

ressalte que a sensibil ização ao choque por LPS ocorre não somente com 

a infecção por bactérias Gram-negativas, mas também pela sinergia com 
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infecções por outros microrganismos (Fejer e col. 2005; Nansen & 

Thomsen, 2001; Nguyen & Biron, 1999; Smith e col. 1993) e moléculas 

pró-inf lamatór ias (Heremans e col. 1990), como vem sendo demonstrado 

por muitos autores, incluindo o nosso trabalho em colaboração no 

modelo de infecção pelo Trypanosoma cruzi  (Paiva e col. 2007 – Anexo 

1). 

 O sistema imune inato reconhece uma grande var iedade de 

patógenos através de componentes presentes na superf íc ie celular 

chamados receptores de reconhecimento de padrões moleculares (PRRs - 

pattern recognit ion receptors), responsáveis pelo reconhecimento de 

componentes microbianos, extremamente conservados, denominados 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs – pathogen-

associated molecular patterns) (Revisto em Janeway & Medzhitov, 2002). 

Receptores do t ipo Toll  (TLRs – Tol l l ike receptors) são os pr incipais 

membros da família dos PPRs, podendo ser encontrados desde plantas 

até mamíferos, tendo sido inic ia lmente descr itos em Drosophila 

melanogaster (Anderson e col. 1985). O TLR 4, encontrado em 

mamíferos, l iga-se a diversos componentes, sendo a molécula de LPS o 

l igante mais conhecido deste receptor (Poltorak e col. 1998; Hoshino e 

col. 1999). Além dos PPRs, moléculas do sistema complemento, um 

importante componente do sistema imune inato, podem reconhecer e 

opsonizar microrganismos, possibil itando a fagocitose por fagócitos 

profissionais ou induzindo à morte através de perturbações na 

membrana do microrganismo (revisto em Walport, 2001a e 2001b). 

Células do sistema imune inato, como macrófagos, ingerem e destroem 

microrganismos invasores através da fagocitose. No modelo clássico de 

fagocitose, a membrana plasmática engloba a part ícula ou 
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microrganismo a ser inger ido formando a membrana fagocítica (Griff in e 

col. 1975, 1976). Muitas bactér ias patogênicas são capazes de infectar 

células epiteliais, endotelia is, f ibroblastos ou fagócitos por via 

endocítica ou fagocít ica e, caso não possuam capacidade especial para 

escapar do fagossomo ou modif icar os vacúolos l ít icos, sofrem 

degradação nos compartimentos l isossomais (Sinai & Joiner, 1997). 

Entretanto, alguns patógenos intracelulares podem bloquear a maturação 

do fagossomo ou alterar sua função, podendo se multiplicar na célula 

infectada (revisto em Sinai & Joiner, 1997 e Dorn e col. 2002). Outros 

são capazes de escapar do vacúolo e replicar no citoplasma (revisto em 

Gouin e col. 2005). A infecção, bem como a presença de componentes 

bacter ianos como o LPS, é capaz de ativar monócitos e macrófagos a 

produzir quimiocinas, c itocinas proinf lamatór ias, como TNF-  α, IL-1, -6, 

-8 e -12, e também induzir a produção de uma grande variedade de 

mediadores inf lamatór ios, incluindo fator de at ivação de plaquetas 

(PAF), prostaglandinas, enzimas e radicais l ivres como o NO (revisto em 

Cohen, 2002). A produção desses mediadores contr ibui para o controle 

do patógeno e restabelecimento da homeostase. Entretanto, caso não 

exista a produção de mediadores antiinf lamatórios, pr incipalmente IL-

10, a produção excessiva ou descontrolada dessas substâncias pode 

levar a complicações sistêmicas graves, como disfunção 

microcirculatór ia, lesões teciduais e choque séptico (revisto em Morrison 

& Ryan, 1987; Tracey e col. 1987; revisto em Ulevitch & Tobias, 1985). 

Uma vez dentro da célula apresentadora de antígenos, o microrganismo 

pode sofrer degradação proteolít ica e os peptídeos gerados são 

apresentados: ( i)  por moléculas do complexo pr incipal de 

histocompatibil idade (MHC - major histocompatibil ity complex) de classe 
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I para o reconhecimento por l infócitos T CD8, pr incipalmente quando 

sofrem processamento no citoplasma; ou ( i i) por moléculas de MHC de 

classe II para o reconhecimento por células T CD4, quando são 

processados pr incipalmente no fagolisossomo (revisto em Harding e col. 

1995), aumentando a expressão das moléculas de MHC na superf ície 

celular. Além disso, no transcorrer da resposta imune adaptativa ocorre 

aumento da expressão de moléculas coest imulatór ias, como CD40, B7.1 

(CD80) e B7.2 (CD86) na superf ície celular, que auxil iam na at ivação 

celular e na instalação da resposta imune adaptat iva (revisto em 

Janeway & Medzhitov, 2002). Entretanto, como já observado, os 

microrganismos são capazes de inibir a resposta imune, seja regulando a 

apresentação de antígenos, através da modulação da expressão de 

moléculas de superf ície, seja regulando a produção de citocinas, 

quimiocinas e agentes microbicidas como o NO. Nesse sentido, a fusão 

entre fagossomo ou endossomos com l isossomos pode ser inibida por 

Chlamydia sp., Legionella sp., Mycobacterium tuberculosis e M . leprae 

(Hart e col. 1987; revisto por Britton e col. 1994; Heinzen e col. 1996), 

os dois últ imos podendo prevenir também a acidif icação dos vacúolos 

(Garcia-DelPorti l lo & Finlay, 1995). B. cenocepacia J2315 sobrevive 

dentro de macrófagos, possivelmente através de um mecanismo de 

modulação da acidif icação do fagossomo (Lamothe e col. 2006). 

Importante que se ressalte, que bactér ias do CBC resistem em 

microambientes onde a resposta microbicida encontre-se comprometida 

(Lefebre & Valvano, 2001; Bylund e col. 2005), como pulmões de 

portadores de doença granulomatosa crônica e de f ibrose císt ica. Como 

mecanismo de escape, Salmonella sp. e Yersinia sp., agem modif icando a 

apresentação de antígenos via moléculas de MHC-I através da inibição 
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da montagem dessa estrutura em sua conformação funcional ou através 

de sua degradação (Huang e col. 1997; Hughes e col. 1997; Wen e col. 

1994). M. tuberculosis pode evitar também a resposta microbicida e 

apresentação de antígenos através de MHC-II em macrófagos, inibindo a 

sinalização via IFN-γ (Fortune e col. 2004; Pai e col. 2003). Antígeno V 

(LcrV) de Yersinia sp. pode est imular a produção de IL-10, inibindo a 

produção de TNF-α, IFN-γ e NO (Sing e col. 2002). Produtos bacter ianos 

l iberados pelo microrganismo, como a toxina colér ica, também podem 

reduzir  a síntese de moléculas de MHC-II, aparentemente através do 

aumento intracelular de AMP cícl ico (Matousek e col. 1998). 

 Pelo exposto acima, f ica evidente a importância do estudo da 

inf luência dos principais fatores de virulência em B. cenocepacia, LPS e 

SSTT, sobre a função de componentes da resposta imune. Nesse sentido, 

no presente trabalho ut i l izamos a cepa J2315 de B. cenocepacia e a cepa 

defic iente do SSTT estabelecida por Tomich e colaboradores, gentilmente 

cedida pelo Dr. Chr ist ian Mohr (Departamento de Microbiologia da 

Universidade de Minnesota), para desenvolver estudos in vitro focando 

os efeitos específ icos desse sistema na resposta funcional de 

macrófagos. Além disso, estudos sobre a caracter ização química e a 

atividade inf lamatór ia do LPS desta bactér ia foram realizados, 

objet ivando um melhor entendimento sobre a interação entre B. 

cenocepacia e um dos principais componentes da resposta imune, os 

macrófagos, estudando a resposta funcional via produção de citocinas e 

NO, assim como a expressão de moléculas coest imulatór ias do processo 

de at ivação por estas células. 
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2. OBJETIVOS GERAIS 

 

 Aval iar a resposta de células do sistema fagocítico à infecção por 

B. cenocepacia. 

 

 Determinar a importância do Sistema de Secreção do Tipo III na 

interação da bactér ia com a célula hospedeira. 

 

 Pur if icar e caracter izar o LPS de B. cenocepacia. 

 

 Estudar a resposta celular causada pelo tratamento com o LPS 

pur if icado. 

 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Quantif icar a produção de NO, TNF-α, e IL-10 nos sobrenadantes 

de cultura de macrófagos peritoneais ou de l inhagem RAW264.7 murinos 

infectados pela cepa selvagem ou mutante (defic iente do SSTT) 

(SSTTmut) de B. cenocepacia. 

 

 Aval iar a expressão de moléculas de MHC, CD-40, CD-80 (B7.1) e 

CD-86 (B7.2) por células infectadas pela l inhagem selvagem ou pela 

SSTTmut de B. cenocepacia. 
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 Extrair e caracter izar quimicamente o LPS da cepa selvagem de B. 

cenocepacia. 

 

 Quantif icar a produção de NO, TNF-α, e IL-10 nos sobrenadantes 

de cultura de l inhagem RAW264.7 de macrófagos tratados pelo LPS de B. 

cenocepacia. 

 

 Aval iar e expressão de moléculas de MHC-II, CD-40, CD-80 (B7.1) 

e CD-86 (B7.2) por células tratadas com LPS de B. cenocepacia. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Manutenção das culturas de bactérias 

 A cepa selvagem (ATCC: LMG16656 [J2315]) e a SSTTmut (Tomich 

e col. 2003) de B. cenocepacia foram mantidas em meio de cultura Lur ia 

Bertani (LB), sob agitação em estufa a 37oC por 24h, sendo então 

congeladas em 20% gl icerol em meio LB e mantidas à -80oC. Para os 

testes de infecção, a quantif icação da população bacter iana foi realizada 

através da transposição da densidade óptica (DO)650nm das culturas em 

uma curva de crescimento. Para montagem da curva, alíquotas das 

culturas foram retiradas com 4h, e a cada 2h até 28h de cult ivo, sendo 

então semeadas em meio LB sólido. Concomitantemente, a DO650nm  foi 

medida. O número de unidades formadoras de colônias (CFU) foi 

ajustado uti l izando-se como base a curva de crescimento. Desta 

maneira, antes da realização das infecções as culturas foram 

descongeladas e crescidas por aproximadamente 16h. A inat ivação das 

culturas foi realizada por aquecimento a 100oC por 30 min. 

 

4.2. Extração do LPS de B. cenocepacia 

 Para extração do LPS de B. cenocepacia foi ut i l izado o método de 

fenol/aquoso (Westphal & Jann, 1965). As culturas foram centr ifugadas, 

lavadas três vezes com PBS e o pellet ressuspenso em água a 65 °C, 

sendo acrescido lentamente de igual volume de 80% fenol à mesma 

temperatura. Esta suspensão foi mantida sob constante agitação em 

placa agitadora por 15 min, sendo posteriormente centri fugada a 3.000 x 

g por 30 min. Posteriormente, a fase aquosa foi separada e a fenólica foi 
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ressubmetida à extração, como descr ito acima. As fases aquosas das 

duas extrações fenólicas foram dial isadas com água corrente por 48h e 

l iof i l izadas. O mater ia l foi então solubil izado em água e 

ultracentr ifugado a 105.000 x g por 18h para isolamento do LPS 

pur if icado, que foi recuperado do precipitado e l iof i l izado. 

 

4.3. Gel de poliacrilamida do LPS 

 Para verif icar a homogeneidade da preparação, o LPS for 

submetido à eletroforese em gel de poliacri lamida (12%) na presença de 

SDS. A corr ida foi desenvolvida ut i l izando uma corrente inic ial de 5mA 

para o gel de entrada e 12mA para o gel de separação. A visualização 

total da molécula foi feita por coloração por prata (Hitchcock & Brown, 

1983). Resumidamente, o gel foi f ixado em uma solução metanol 5% 

ácido acét ico por 10 min, sob agitação; o f ixador foi ret irado e então 

adicionado 50mL de 4g/L de nitrato de prata, f icando sob agitação por 

10 min; após a ret irada da solução de prata, o gel foi lavado duas vezes 

com água mili-Q e foi adicionado 50mL de uma solução de 1,5g de NaOH 

e 150µL de formaldeído. Após o aparecimento das bandas, ret irou-se a 

solução reveladora e lavou-se o gel por duas vezes, antes de f ixá-lo 

novamente por 2 min e lavá-lo para a ret irada do f ixador. 

 Para identif icação da porção sacar ídica, o LPS foi separado em gel 

de poliacri lamida (20%), e corado através do método de Schiff (PAS) 

descr ito em Fairbanks e colaboradores (1971), modificado em nosso 

laboratór io para este trabalho, onde as incubações foram realizadas em 

ciclos de 30 segundos de aquecimento em microondas e agitação por 5 

min. O gel foi f ixado em solução 80% etanol e 20% ácido acét ico. 

Poster iormente a solução foi descartada, e o gel foi lavado com 30% 
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etanol através do cic lo descrito. Após o descarte desta solução, foi 

adicionado 0,7% ácido periódico em 5% ácido acét ico, sofrendo mais um 

ciclo de aquecimento e agitação. O gel foi então lavado por mais um 

ciclo com 0,2% metabissulf ito de sódio em 5% ácido acét ico e 

poster iormente foi adicionado o regente de Schiff, aquecido e agitado 

até at ingir  a coloração esperada. 

 

4.4. Identificação dos monossacarídeos e ácidos graxos do 

LPS de B. cenocepacia 

 A caracter ização da composição monossacar ídica do LPS foi 

determinada após metanólise de aproximadamente 100µg de LPS de B. 

cenocepacia com 0,5mL de HCl 0,5M em metanol, por 18h a 100oC. Após 

a amostra retornar à temperatura ambiente, três extrações foram 

realizadas com 1 volume de heptano. As fases heptânica e metanólica 

foram evaporadas sob corrente de N2, sendo os meti l-glicosídeos 

tr imetils i l i lados com BSTFA/pir idina (1:1 v/v) por 1h à temperatura 

ambiente (Sweeley e col. 1963). As anál ises por GC-MS foram realizadas 

em espectrômetro de massas quadrupolo Schimadzu GC-MS-QP5050, 

acoplado ao cromatógrafo gasoso Schimadzu GC 17A, equipado com uma 

coluna capi lar DB-1, com energia de ionização de 70eV e corrente de 

ionização de 0,2mA. A programação de temperatura uti l izada foi de 

120oC a 240oC (2oC/min) para os metilglicosídeos e de 180oC a 280oC 

(3oC/min) para os ésteres metí l icos dos ácidos graxos. Os resultados das 

anál ises foram comparados aos obtidos com LPS de E.col i (Sigma-EUA 

055: B5). 

 

 



 28

 

4.5. Separação da porção sacarídica do LPS de B. 

cenocepacia 

 O LPS pur if icado foi submetido à hidrólise ácida através da 

solubil ização em 1% ácido acét ico aquoso a 100oC por 1h e 30 min. O 

lipídio A foi isolado após centr ifugação a 3.000 x g por 30 min e o 

sobrenadante contendo o mater ia l sacar ídico foi fracionado por 

cromatografia de f i ltração em gel ut i l izando coluna Bio Gel P-6 (400 

mesh – extra f ina) de 1 x 120 cm. As frações foram eluídas com água 

desti lada, sendo monitoradas para carboidrato através pelo método 

fenol-ácido sulfúr ico. As frações posit ivas foram coletadas (2,0 

mL/tubo), l iof i l izadas e analisadas por CGL e CGL-EM. 

 

4.6. Manutenção e infecção das culturas de células de 

mamíferos 

 As culturas foram mantidas em meio de cultura DMEM, 10% de SFB 

a 37oC e 5% de CO2. Macrófagos per itoneais obt idos por lavagem de 

camundongos BALB/c ou células Raw 264.7 (ATCC: TIB-71) foram 

semeados em placas de 24 poços em concentrações que variavam, de 

acordo com o exper imento a ser realizado, entre 1x105  e 5x105 células 

por poço, cultivados em ausência ou presença de bactérias na proporção 

célula:bactér ia de 1:1, 10:1 e 1:10. Alguns poços foram est imulados 

com IFN-γ duas horas antes das infecções. Como controles foram 

uti l izados meio de cultura, IFN-γ (40UI) e/ou LPS (10ng) por poço de 

1,0mL. Após o período de incubação os sobrenadantes foram ret irados 

para quantif icação de NO e citocinas. Em ensaios para avaliação da 
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modulação da produção de NO, as culturas foram est imuladas com 

LPS/IFN-γ por 18h, os poços foram lavados com meio de cultura e 

poster iormente infectados como descr ito. Nos experimentos de 

tratamento com LPS derivado de B. cenocepacia, as concentrações 

uti l izadas var iaram de 1ng/mL até 100µg/mL.  

 

4.7. Dosagem de citocinas 

 As dosagens de TNF-α e IL-10 foram real izadas ut i l izando kit 

comercial (R&D, Minneapolis, MN) através do método de Elisa. Os poços 

foram cobertos com 100µL de anticorpo primário e mantidos à 

temperatura ambiente. Após 16h de incubação, os poços foram lavados 3 

vezes com tampão de lavagem TBS (PBS contendo 0,05% Tween) e 

bloqueados com tampão de bloqueio (PBS contendo 1% de BSA) por 1h. 

Os poços foram novamente lavados, as amostras e a curva-padrão 

adicionadas em um volume de 100µL e incubadas por 2h à temperatura 

ambiente. Nova lavagem foi realizada e 100µL do anticorpo de detecção 

conjugado à enzima peroxidase foram adicionados. Após 2h de incubação 

à temperatura ambiente, foi adicionado o substrato (peróxido de 

hidrogênio) na presença do cromógeno (tetrametilbenzidina), seguindo-

se incubação por 20 min. A coloração foi medida em leitor de microplaca 

ut i l izando f i ltro de 540nm. 

 

4.8. Dosagem de óxido nítrico 

 Os níveis de NO foram quantif icados indiretamente pela dosagem 

de nitr ito através do método de Green (Green e col. 1982). Após a 

transferência de 100µL de amostra em uma placa de 96 poços e a 
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poster ior adição de igual volume de reagente de Griess (1% 

sulfanilamida em 5% H2PO4  e 0,1% α-naft i let i lenodiamina em água), foi 

realizada a leitura da densidade ót ica em um leitor de microplaca 

ut i l izando f i ltro de 540nm. 

 

4.9. Avaliação da expressão de moléculas de superfície em 

macrófagos infectados por B. cenocepacia ou tratados com 

seu LPS 

 Macrófagos cult ivados com a cepa selvagem ou mutante para o 

SSTT, vivas ou inat ivadas, bem como tratados com o LPS pur if icado da 

cepa selvagem, foram fixados e incubados (como descr ito pelo 

fabr icante) com os anticorpos específ icos para MHC-II (FITC – BD 

Biosciences cód. 11-5321), CD40 (PE – BD Biosciences cód. 12-0401), 

B7.1 (FITC – BD Biosciences cód. 11-0801)e B7.2 (PE – BD Biosciences 

cód. 12-0862), para poster ior avaliação por citometr ia de f luxo. Para 

controle da marcação inespecíf ica pelos anticorpos foi feita a 

comparação com culturas controles não tratadas. 

 

4.10. Análises estatísticas 

 Para avaliar se as diferenças entre os resultados obtidos foram 

relevantes do ponto de vista estat íst ico, foi ut i l izado o método teste t de 

Student. Os resultados estão apresentados como média e desvio padrão 

da média. Todas as análises foram real izadas usando o programa 

GraphPad Pr ism (GraphPad Software, San Diego, CA) versão 3.0 ou 

super ior. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Curva de crescimento de B. cenocepacia 

 Para avaliação da curva de crescimento, alíquotas das culturas 

foram ret iradas em diferentes intervalos de tempo, seguindo-se a 

aval iação da DO e semeadas em meio sólido. O número de células foi 

quantif icado pela CFU proveniente de cada alíquota, após a diluição 

adequada. Foi calculado o coefic iente de correlação de Pearson para 

confirmar a relação entre as duas curvas, cujo resultado foi r=0,9389, 

indicando a similar idade entre elas. Portanto, para a real ização dos 

exper imentos de infecção, o número de bactér ias foi ajustado através da 

associação entre as medidas da DO e da CFU obtidas na curva de 

crescimento. Nossos resultados mostraram que o melhor tempo de 

crescimento foi entre 15 e 18h de incubação (f igura 3), quando as 

culturas encontravam-se no f im de sua fase exponencial de crescimento. 
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 F igura 3: Curva de crescimento de B. cenocepacia  medida através de 

contagem de CFU e DO. Resul tado representat ivo de três experimentos 

independentes. Coef ic iente de correlação de Persons: r=0,9389.  

 

 

5.2. Comparação entre a produção de NO por culturas de 

macrófagos murinos ex vivo  ou de linhagem. 

 Com o intuito de avaliar a possibil idade de ut i l ização de células de 

l inhagem em lugar de células de lavado per itoneal, comparamos a 

capacidade de produção de NO por macrófagos per itoneais ex vivo 

obt idos de camundongos BALB/c ou células da l inhagem Raw 264.7 

(também or iundas de camundongos BALB/c), após tratamentos com os 

controles a serem util izados nos experimentos de infecção. Foram 

uti l izados poços não tratados, tratados com 40UI de IFN-γ , 10ng de LPS 

comercial de E. col i  ou uma associação destes. Observamos que, quando 
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tratados com LPS/IFN-γ, macrófagos per itoneais apresentaram maior 

produção de NO se comparados às células de l inhagem, média de 73,5µM 

de NaNO2  e de 66,5  µM, respect ivamente (f igura 4). Entretanto, como 

não houve dist inção signif icat iva no perf i l de l iberação de NO entre as 

células estudadas, que just if icasse a ut i l ização de animais a cada 

exper imento in vitro, embora houvesse pequena diferença na real 

quantidade de NO encontrada nas culturas, a part ir daquele momento 

ut i l izamos apenas as células de l inhagem para a realização dos 

exper imentos de interação. 
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 F igura 4: Comparação entre a produção de NO por cul turas de 

macrófagos ex-vivo ou de l inhagem, tratados com 40UI de IFN-γ  e/ou 10ng de 

LPS de E. col i  (EC).  Resultado representat ivo de dois di ferentes experimentos. 

* indica P<0,001 em comparação ao controle não tratado.  
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5.3. Avaliação da produção de NO por culturas de macrófagos 

infectados pela cepa selvagem ou mutante de B. cenocepacia. 

 Para avaliar a possível diferença entre as cepas selvagem e 

mutante da bactér ia no tocante à indução de resposta microbicida, 

quantif icamos a l iberação de NO nos sobrenadantes das culturas da 

l inhagem de macrófagos, após interação com o microrganismo. As 

células foram infectadas nas proporções célula:bactér ia de 1:1, 10:1 e 

1:10, sendo então realizada a avaliação indireta de NO através da 

dosagem de NaNO2  no sobrenadante das culturas após 24h de incubação. 

A infecção pelas cepas selvagem ou mutante não induziu a l iberação de 

NaNO2, independente das proporções uti l izadas. A infecção também 

inibiu a produção basal deste metabólito após o tratamento com IFN-γ . 

(f igura 5 – relação célula:bactér ia de 1:1 como representativa dos 

exper imentos). Além disto, em culturas previamente at ivadas com 

LPS/IFN-γ por 18h a 37oC, a infecção na relação de 1:1 ainda foi capaz 

de reduzir  a l iberação de NO após 24h de incubação (f igura 6). 
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 F igura 5: Produção de NO por cul turas de macrófagos infectados pela 

cepa selvagem ou pela cepa SSTT mutante na proporção célula:bactéria de 1:1. 

Controles não tratados ou tratados com 40UI de IFN-γ  e/ou 10ng de LPS de E. 

col i  (EC). BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT.  Resultado representat ivo 

de cinco di ferentes experimentos. 
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 F igura 6: Produção de NO por cul turas de macrófagos previamente 

at ivados com 40UI de IFN-γ  e 10ng de LPS de E. col i  e infectados pela cepa 

selvagem na proporção de 1:1. Controles não tratados, tratados com 40UI de 

IFN-γ  e 10ng de LPS de E. col i  e infectados pela bactéria. BC: B. cenocepacia . 

Resul tado representat ivo de três di ferentes experimentos. * indica P<0,001.  

 

 

5.4. Avaliação da produção de TNF-αααα por culturas de 

macrófagos infectados pela cepa selvagem ou mutante de B. 

cenocepacia. 

 Os sobrenadantes das culturas de macrófagos da l inhagem RAW 

264.7 infectados com a cepa selvagem ou com a cepa mutante foram 

quantif icados quanto à presença de TNF-α após 24h de incubação, tendo 

como controles meio de cultura, 40UI de IFN-γ, 10ng de LPS e IFN-

γ/LPS. As diferentes cepas de B. cenocepacia induziram a produção e 
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l iberação de grandes quantidades de TNF-α, semelhantes às induzidas 

pelos controles posit ivos IFN-γ/LPS (aproximadamente 4.000pg/mL). A 

presença do IFN-γ não potencial izou o efeito da infecção por nenhuma 

das duas cepas no que se refere à produção de TNF-α, já que não houve 

diferenças signif icat ivas entre a produção induzida por elas (f igura 7). 
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 F igura 7: Produção de TNF-α  por cul turas de macrófagos infectados pela 

cepa selvagem ou pela cepa SSTT mutante.  Resul tado representat ivo de três 

di ferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica 

P<0,001 em comparação ao controle não tratado.  
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5.5. Avaliação da produção de IL-10 por culturas de 

macrófagos infectados pela cepa selvagem ou mutante de B. 

cenocepacia. 

 Para avaliar a ocorrência de perf i l  anti inf lamatório de resposta, 

quantif icamos também a presença de IL-10, após 24h de infecção. 

Encontramos grandes quantidades desta citocina nos sobrenadantes 

recolhidos das culturas infectadas pela cepa selvagem e pela mutante de 

B. cenocepacia, em todas as relações de infecção. Importante ressaltar 

que esta indução de at iv idade através da produção de IL-10 também 

ocorreu independente da presença do SSTT funcional, quando a 

interação com o microrganismo apresentou valores que se encontravam 

próximos de 6.000 pg/mL desta citocina (f igura 8). 
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 F igura 8: Produção de IL-10 por cul turas de macrófagos infectados pela 

cepa selvagem ou pela cepa SSTT mutante.  Resul tado representat ivo de três 

di ferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica 

P<0,001 em comparação ao controle não tratado.  

 

 

5.6. Avaliação da produção de NO por culturas de macrófagos 

cultivados com a cepa selvagem ou mutante de B. 

cenocepacia inativadas pelo calor. 

 Para avaliar se a presença de bactér ias metabolicamente at ivas era 

essencia l à inibição da produção de NO, quantif icamos a presença de 

NaNO2  após o tratamento com as diferentes cepas de microrganismos 

inat ivadas pelo calor, na proporção de 1:1. Desta vez, macrófagos 

cult ivados com a cepa selvagem e com a cepa mutante inat ivadas 

produziram altas quantidades de NO (aproximadamente 100 e 90µM, 
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respect ivamente), em torno de duas vezes maiores que as obt idas nas 

culturas tratadas com o controle LPS (f igura 9). 
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 F igura 9: Produção de NO por cul turas de macrófagos tratados com 

bactérias inat ivadas pelo calor.  Resultado representat ivo de três di ferentes 

experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica P<0,001 em 

comparação ao controle não tratado.  
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5.7. Avaliação da produção de TNF-αααα por culturas de 

macrófagos cultivados com a cepa selvagem ou mutante de 

B. cenocepacia inativadas pelo calor 

 Aval iamos também a capacidade do microrganismo inat ivado em 

induzir processo inf lamatório através da indução da l iberação de TNF-α. 

Macrófagos cult ivados com as cepas de bactér ias inat ivadas pelo calor 

na proporção de 1:1 foram capazes de l iberar níveis semelhantes ao 

obtido pelas culturas tratadas com IFN-γ/LPS, valores aproximados entre 

3.000 e 3.500pg/mL (f igura 10). 
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 F igura 10: Produção de TNF-α por cul turas de macrófagos cul t ivados com 

bactérias inat ivadas por calor.  Resultado representat ivo de três di ferentes 

experimentos. BC: B. cenocepacia; Mut: mutante do SSTT. * indica P<0,001 em 

comparação ao controle não tratado.  
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5.8. Avaliação da produção de IL-10 por culturas de 

macrófagos cultivados com a cepa selvagem ou mutante de 

B. cenocepacia inativadas pelo calor 

 Aval iando a l iberação de citocina de perf i l ant i inf lamatório, 

demonstramos que macrófagos cult ivados na proporção de 1:1, com as 

diferentes cepas de bactér ias inat ivadas pelo calor, são capazes de 

induzir a produção de altas quantidades de IL-10, que dependendo da 

ocorrência ou não do prévio tratamento com IFN-γ, var iaram entre 4.000 

e 4.500pg/mL (f igura 11). 
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 F igura 11: Produção de IL-10 por cul turas de macrófagos cul t ivados com 

bactérias inat ivadas por calor.  Resultado representat ivo de três di ferentes 

experimentos. * indica P<0,001 em comparação ao controle. 
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5.9. Avaliação da expressão de moléculas de ativação celular 

em macrófagos infectados pela cepa selvagem ou pela 

mutante de B. cenocepacia 

 Para ver if icar o efeito na expressão das moléculas de at ivação os 

macrófagos infectados pela cepa selvagem de B. cenocepacia. E avaliar a 

possível modulação do efeito inf lamatór io pela infecção com a cepa 

mutante, após a interação com o microrganismo as células foram 

incubadas com anticorpos específ icos anti MHC-II, CD40, CD80 e CD86 

conjugados a f luorocromos, tendo sua intensidade de f luorescência 

determinada através de citometr ia de f luxo. Como esperado, a infecção 

pelas diferentes cepas leva a um expressivo aumento da expressão de 

MHC-II (f igura 12 - a), CD40 (f igura 12 - b), CD80 (f igura 13 - a) e 

CD86 (f igura 13 - b) se comparados ao controle não tratado. Quando 

comparamos o efeito entre as infecções pelo microrganismo selvagem e 

pelo mutante, observamos que a cepa defic iente em SSTT é leva à 

relevante diminuição na expressão de todas as moléculas estudadas. 
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 F igura 12 (a): Expressão de MHC-II em cul turas de macrófagos 

infectados pela cepa selvagem ou mutante de B. cenocepacia.  -----: controles 

não tratados;     : cepa selvagem;     : cepa mutante. Resultado representat ivo 

de três di ferentes experimentos. 

 

 

 

 F igura 12 (b): Expressão de CD40 em cul turas de macrófagos infectados 

pela cepa selvagem ou mutante de B. cenocepacia.  -----: controles não 

tratados;     : cepa selvagem;     : cepa mutante. Resultado representat ivo de 

três di ferentes experimentos.  
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 F igura 13 (a): Expressão de CD80 em cul turas de macrófagos infectados 

pela cepa selvagem ou mutante de B. cenocepacia.  -----: controles não 

tratados;     : cepa selvagem;     : cepa mutante. Resultado representat ivo de 

três di ferentes experimentos.  

 

 

 F igura 13 (c): Expressão de CD86 em culturas de macrófagos infectados 

pelas cepas selvagem ou mutante de B. cenocepacia.  -----:  controles não 

tratados;     : cepa selvagem;     : cepa mutante. Resultado representat ivo de 

três di ferentes experimentos.  
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5.10. Gel de poliacrilamida do LPS  

 O LPS foi identif icado através de coloração pelo método de Schiff 

(PAS), modif icado para este trabalho, após corr ida em 20% gel de 

poliacr i lamida. O LPS da cepa selvagem de B. cenocepacia apresentou-se 

pur if icado, apresentando banda única e massa molecular aparente baixa 

(f igura 14). 

 

 

 

            PM         LPS E.  co l i          LPS BC        LPS E.  co l i         LPS BC  
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 F igura 14: Eletroforese em gel  de pol iacri lamida do LPS de B. 

cenocepacia .  Revelação para carboidrato através da coloração de Schi f f  (PAS) 

identi f icando o perf i l  de migração do LPS de BC e do LPS de E. col i  em 20% gel 

de pol iacri lamida. PM: peso molecular.  
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5.11. Identificação dos ácidos graxos do LPS de B. 

cenocepacia. 

 

 Os ácidos graxos, obt idos como ésteres metíl icos diretamente do 

LPS por metanólise após extração com heptano, foram determinados 

qualitat ivamente por CGL, através da análise comparat iva dos tempos de 

retenção com ácidos graxos de referência e confirmados por CGL-EM. 

 Os ácidos graxos encontrados no LPS da cepa J2315 de B. 

cenocepacia são: ácido miríst ico (f iguras 15 e 16), ácido 3-hidroxi-

mir ístico (f iguras 15 e 16) e ácido 3-hidroxi-palmít ico (f iguras 15 e 17). 
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Figura 15: Perf i l  cromatográf ico dos ésteres metí l icos obtidos após metanól i se 

do LPS de B. cenocepacia.  Os picos assinalados correspondem: (1) éster 

metí l ico do ácido miríst ico, (2) éster metí l ico do ácido 3-hidroxi-miríst ico e (3) 

éster metí l ico do ácido 3-hidroxi-palmí tico. 
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Figura 16: Espectros de massas referentes aos picos 1 e 2 do cromatograma de 

ácidos graxos do LPS de B. cenocepacia .  As fragmentações ut i l izadas para a 

identi f icação dos ácidos graxos estão representadas nos espectros. 
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Figura 17: Espectro de massas referente ao pico 3 do cromatograma de ácidos 

graxos do LPS de B. cenocepacia .  A fragmentação ut i l izada para a identi f icação 

do ácido graxo está representada no espectro.  
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5.12. Identificação dos compostos monossacarídicos do LPS 

de B. cenocepacia 

 

 A fração monossacar ídica foi obt ida após metanólise do LPS 

pur if icado. A fase metanólica foi evaporada sob corrente de N2, sendo os 

metil-glicosídeos tr imetils i l i lados com BSTFA/pir idina e analisados por 

CGL e CGL-EM. De acordo com os resultados, a fração glicíd ica do LPS de 

B. cenocepacia é composta predominantemente de unidades de ramnose 

(1), galactose (2), glucose (3) e heptose (4). Os sinais característ icos 

dos carboidratos identif icados estão apresentados nas f iguras 18 a 24. 
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Figura 18: Perf i l  cromatográf i co dos meti l -gl i cosídeos tr imeti lsi l i l ados obtidos 

após metanól ise e tr imeti ls i l i lação do LPS de B. cenocepacia.  Os picos 

assinalados correspondem a: (1) e (1’) ramnose; (2), (2’) e (2’ ’)  galactose; (3) 

e (3’) glucose; (4) e (4’) heptose. 
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Figura 19: Esquema de fragmentação de meti l -6-deoxi-hexopiranosídeos 

tr imeti ls i l i lados 
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Figura 20: Esquema de fragmentação de meti l -hexopiranosídeos 

tr imeti ls i l i lados.  
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Figura 21: Esquema de fragmentação de metil-heptogalactofuranosídeos 

tr imetils i l i lados. 
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Figura 22: Espectros de massas referentes aos picos 1, 1’  e 2 do cromatograma 

do LPS de B. cenocepacia.  
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Figura 23: Espectro de massas referentes aos picos 2’ ,  2 ’ ’ ,  3 e 3’  do 

cromatograma do LPS de B. cenocepacia .  
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Figura 24: Espectro de massas referentes aos picos 4 e 4’  do 

cromatograma do LPS de B. cenocepacia.  
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5.13. Avaliação da atividade citotóxica através da clivagem 

de MTT por culturas de macrófagos cultivados com LPS 

derivado da cepa selvagem de B. cenocepacia 

 Para avaliar a ação tóxica do LPS ao metabol ismo celular, 

realizamos exper imentos de aval iação de clivagem do MTT (Mosmann, 

1983). As culturas foram incubadas com diferentes concentrações de LPS 

e poster iormente foi adicionada a solução de MTT para avaliação 

espectrofotométrica da citotoxicidade. Como resultado de três diferentes 

exper imentos, apenas a concentração de 100µg de LPS de B. 

cenocepacia mostrou-se tóxica, com taxas de 20% de toxidez, ou seja, 

causando uma queda de aproximadamente 20% na clivagem do sal de 

MTT (f igura 25). 
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 F igura 25: Diminuição da cl ivagem do sal  de MTT por cul turas de 

macrófagos cul tivados com LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia  

após 24h incubação. Resultado representat ivo de três di ferentes experimentos. 

BC: B. cenocepacia; EC: E. col i .  
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5.14. Avaliação da produção de NO por culturas de 

macrófagos cultivados com LPS derivado da cepa selvagem 

de B. cenocepacia. 

 Real izamos exper imentos comparat ivos e de associação entre o 

tratamento das células com LPS de E. coli  e LPS de B. cenocepacia. 

Macrófagos cultivados com 10ng de LPS der ivado da cepa selvagem, 

produzem quantidades de NO aproximadamente 7,6 vezes menor (5µM) 

se comparados aos tratados com mesma concentração de LPS de E. coli  

(38  µM). Nas culturas pré-tratadas com IFN-γ  e cult ivadas com o LPS de 

B. cenocepacia, os valores encontrados não são signif icat ivamente 

diferentes dos obtidos no controle de IFN-γ. Além disto, a produção de 

NO induzida pela associação entre os dois LPS não se mostrou diferente 

daquela onde houve apenas o tratamento com o LPS controle (f igura 

26). 

Poster iormente, realizamos experimentos de tratamento com diferentes 

doses do LPS de B. cenocepacia, em var iação logar ítmica, ou seja, 

var iando de 100µg a 1ng. Os resultados apresentaram-se em perf i l 

dependente de dose. As células tratadas com 10 µg induziram maior 

l iberação de NO com média de 120mM (aproximadamente 1,6 vezes 

maior que o controle LPS de E. col i). Mesmo o tratamento com 100µg, 

onde existe ação citotóxica do LPS, este induziu um relevante aumento 

na produção em comparação ao controle com 10ng de LPS de E. coli 

(aproximadamente 1,3 vezes maior). O tratamento com 1  µg apresentou 

concentrações de NO equivalentes ao tratamento com 100 vezes menos 

LPS controle. As concentrações de 100ng e 10ng induziram l iberação de 

NO em quantidades signif icat ivamente menores se comparado ao LPS 
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controle, sendo 1ng incapaz de induzir l iberação em quantidades 

mensuráveis (f igura 27) 
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 F igura 26: Produção de NO por cul turas de macrófagos cul t ivados com 

10ng/mL de LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia.  Controles não 

tratados ou tratados com 40UI IFN-γ  e 10ng LPS E. col i  por mL. Resultado 

representat ivo de três di ferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. 

col i .  * indica P<0,001. 
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 F igura 27: Produção de NO por cul turas de macrófagos cul t ivados com 

di ferentes doses de LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia.  Controles 

não tratados,  40UI IFN-γ  e 10ng LPS E. col i .  Resultado representat ivo de três 

di ferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. col i .  * indica P<0,001.  
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5.15. Avaliação da produção de TNF-αααα por culturas de 

macrófagos cultivados com LPS derivado da cepa selvagem 

de B. cenocepacia 

 Quando avaliamos a l iberação de TNF-α nas culturas de 

macrófagos, cult ivadas com diferentes concentrações de LPS de B. 

cenocepacia, encontramos resultados com perf i l dependente de dose, 

similares aos obtidos nos exper imentos de l iberação de NO. Células 

tratadas com 10µg apresentaram maior l iberação desta citocina, um 

aumento signif icat ivo se comparado ao controle LPS de E. coli (1,3 vezes 

maior). Concentrações equivalentes, 10ng, do LPS dos dois 

microrganismos, E. col i e B. cenocepacia, apresentaram diferentes perf is 

de l iberação, onde o tratamento com o LPS do grupo exper imental 

produziu níveis signif icativamente menores de TNF-α (próximo à metade 

– em torno de 1.500pg/mL). Mais uma vez, os resultados obtidos com a 

concentração de 100µg de LPS de B. cenocepacia ref let iram sua 

citotoxicidade a esta l inhagem celular, apresentando-se menor do que os 

encontrados com 10µg (f igura 28). 
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 F igura 28: Produção de TNF-α por cul turas de macrófagos cul tivados com 

LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia .  Resultado representat ivo de 

três di ferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. col i .  * indica 

P<0,001.  
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5.16. Avaliação da produção de IL-10 por culturas de 

macrófagos cultivados com LPS derivado da cepa selvagem 

de B. cenocepacia 

 As culturas de macrófagos cult ivados com LPS de B. cenocepacia 

foram também quantif icadas quanto à l iberação de IL-10. Após 24h de 

incubação, o tratamento com LPS do grupo experimental apresentou 

perf i l de produção de maneira dependente de dose. Grupos tratados com 

10µg apresentaram maior l iberação desta citocina (aproximadamente 

1.800pg), uma quantidade 2,25 vezes maior que o controle com 10ng 

(1000 vezes menos) de LPS de E. col i . O tratamento com 1µg mostrou-se 

aproximadamente 1,6 vezes maior que o controle LPS, enquanto o 

tratamento com 10ng induziu l iberação em proporção 2,4 vezes menor 

se comparado ao tratamento com mesma quantidade do LPS controle. A 

ação citotóxica do tratamento com 100µg do LPS de B. cenocepacia f icou 

evidente também nesta avaliação, apresentando quantidades menores ou 

iguais que o tratamento com 10µg (f igura 29). 
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 F igura 29: Produção de IL-10 por cul turas de macrófagos cul t ivados com 

LPS oriundo da cepa selvagem de B. cenocepacia .  Resultado representat ivo de 

três di ferentes experimentos. BC: B. cenocepacia; EC: E. col i .  * indica 

P<0,001.  
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5.17. Avaliação da expressão de moléculas de ativação 

celular superfície em macrófagos tratados com LPS de B. 

cenocepacia. 

 Para analisar o efeito do LPS da bactér ia sobre a expressão de 

moléculas de at ivação na superf íc ie das células, após a interação estas 

foram incubadas com anticorpos específ icos anti MHC-II, CD40, CD80 e 

CD86 marcados com fluorocromo, tendo sua intensidade de f luorescência 

determinada através de citometr ia de fluxo. O tratamento com LPS 

oriundo de B. cenocepacia leva ao aumento da expressão de MHC-II 

(f igura 30 – a), CD40 (f igura 30 – b), CD80 (f igura 31 – a) e CD86 

(f igura 31 – b), se comparado com células não tratadas. Entretanto, 

para todas as moléculas estudadas, este efeito mostrou-se 

signif icat ivamente menor quando comparado ao observado no tratamento 

com as mesmas concentrações do LPS de E. coli . 
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 F igura 30(a): Expressão de MHC-II em culturas de macrófagos tratados 

com LPS derivado de B. cenocepacia .  ------  : controles não tratados;     : LPS 

de E. col i;     : LPS de BC. Resul tado representat ivo de três di ferentes 

experimentos.  

 

 

 F igura 30(b): Expressão de CD40 em culturas de macrófagos tratados 

com LPS derivado de B. cenocepacia .  ------  : controles não tratados;     : LPS 

de E. col i;     : LPS de BC. Resul tado representat ivo de três di ferentes 

experimentos.  
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 F igura 31(a): Expressão de CD80 em culturas de macrófagos tratados 

com LPS derivado de B. cenocepacia .  ------  : controles não tratados;       :  LPS 

de E. col i;     : LPS de BC. Resul tado representat ivo de três di ferentes 

experimentos.  

 

 

 F igura 31(b): Expressão de CD86 em culturas de macrófagos tratados 

com LPS derivado de B. cenocepacia .  ------: controles não tratados;     : LPS 

de E. col i;     : LPS de BC. Resul tado representat ivo de três di ferentes 

experimentos.  
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6. DISCUSSÃO 

 

 Bactér ias pertencentes ao CBC, descr itas em sua essência como 

f itopatógenos (Burkholder, 1950), demonstraram-se adaptadas ao 

hospedeiro humano em trabalhos que datam dos anos 70 e 80 do século 

passado (Gilardi, 1971; Isles e col. 1984). Pouco tempo depois, 

consideradas como alguns dos pr incipais microrganismos causadores de 

infecção em fibrose císt ica (Cunha e col. 2007; Kidd e col. 2003; Reik e 

col. 2005; Speert e col. 2002), a inda pouco se sabe sobre seus 

mecanismos de interação com o sistema imune do hospedeiro. A 

diferença entre os prognóst icos dos portadores de fibrose císt ica, 

infectados por cepas pertencentes ao CBC, permanece pouco 

compreendida e pode reflet ir , em partes, as caracter íst icas dos isolados 

de bactéria e da interação entre o microrganismo e o hospedeiro. Muitos 

autores, incluindo trabalhos de colaboração de nosso grupo (Paiva e col. 

2009 – Anexo 2), vêm estudando o papel de macrófagos no processo 

inf lamatório. A importância de fagócitos profissionais na interação do 

sistema imune com bactér ias Gram-negativas encontra-se já bem 

estabelecido, tendo papel central na progressão dos processos de 

infecção e de resposta imune (revisto em Janeway & Medzhitov, 2002 e 

em Benoit e col. 2008). Por outro lado, os microrganismos possuem 

diversas estratégias de regulação da resposta. De fato, a pressão 

selet iva do hospedeiro possibil itou que o SSTT de bactérias tenha se 

adaptado, ao longo do tempo, à interação com o sistema imune do 

hospedeiro, podendo levar nesta situação, à indução da resposta pró-

inf lamatória, ou a evasão da mesma (ou ambas as alternat ivas) (Revisto 
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em Coburn e col. 2007). Em Burkholderia sp. diversos fatores de 

virulência já foram descr itos, sendo o SSTT e o LPS considerados como 

essencia is para sua interação com o hospedeiro. Por este motivo, neste 

trabalho aval iamos o papel destes dois fatores de virulência encontrados 

em B. cenocepacia, sobre os principais mecanismos de resposta 

funcional de macrófagos, bem como sobre a expressão de moléculas 

coest imulatór ias do processo de at ivação celular na superf íc ie destas 

células. 

 Na padronização de nosso modelo de estudo, comparamos a 

resposta microbicida, através da l iberação de NO, de macrófagos obtidos 

por lavagem peritoneal de camundongos BALB/c, com a resposta 

encontrada em culturas de macrófagos da l inhagem Raw 264.7, der ivada 

da mesma cepa de camundongos. Nossos resultados demonstraram que a 

l inhagem celular foi capaz de produzir grandes quantidades de NO após 

o desafio com LPS, embora em menor quantidade se comparado às 

células ex vivo. Muitos autores vêm util izando esta l inhagem para o 

estudo da interação de células do sistema imune inato com diferentes 

microrganismos, avaliando a l iberação de citocinas e espécies reat ivas 

de oxigênio e nitrogênio, bem como outros mediadores de inf lamação, 

a lém da expressão de moléculas de superf ície celular (Shi e col. 2009; 

Wu e col. 2009). De fato, Berghaus e colaboradores (2009) 

demonstraram que esta l inhagem celular é uma ferramenta robusta para 

aval iação de resposta imune inata, após compará-la com outros t ipos 

celulares, der ivados de monócitos, comumente usados. 

 A resposta imune habitualmente encontrada após infecção por 

bactér ias Gram-negativas caracteriza-se, pr incipalmente, pela l iberação 

de citocinas pró-inf lamatór ias como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-12, de 
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quimiocinas como CCL2, CCL5, CXCL8 e expressão aumentada de 

receptores de quimiocinas, como CCR7 (revisto em Cohen, 2002 e em 

Benoit e col. 2008). Sobretudo, sua maior resposta microbicida consiste 

na l iberação de espécies reat ivas de oxigênio e de nitrogênio (revisto em 

Cohen, 2002). Em vias normais, a at ividade inf lamatór ia é modulada 

pela l iberação de mediadores como IL-10, evitando complicações 

sistêmicas graves. 

 Considerando o caráter microbicida, microrganismos que 

sobrevivem à resposta de fagócitos necessitam de mecanismos que 

percebam e inativem o NO (Revisto em Fang, 2004). De fato, muitos 

microrganismos podem subverter ou resist ir à produção de espécies 

reat ivas de oxigênio e nitrogênio através de mecanismos de evasão, 

supressão, inat ivação enzimática ou mecanismos de reparo celular. Os 

microrganismos são capazes de modular a resposta de macrófagos, seja 

repr imindo o processamento e a apresentação de antígenos (Revisto em 

Maksymowych & Kane, 2000), seja inibindo a secreção de substâncias 

pró-inf lamatór ias (Revisto em Rahman & McFadden, 2006) ou ainda 

dir igindo a apoptose de macrófagos ou neutrófi los (Zychlinsky e col. 

1992; Revisto por De Leo, 2004), estratégias que podem resultar em 

menor produção/l iberação de NO. Como exemplo, Yersinia sp. est imula a 

produção de IL-10, podendo inibir  a produção desta substância 

microbicida (Sing e col. 2002). Além disto, muitas bactérias possuem 

mecanismos de detoxif icação destas substâncias como catalases, 

superóxido dismutases, peroxidases, NO redutases, S-nitrosoglutat iona 

redutases e peroxinitr ito redutases (revisto em Fang, 2004). 

 Nossos resultados de infecção de macrófagos por B. cenocepacia 

corroboram o exposto pela l iteratura quanto à produção aumentada de 
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TNF-α e IL-10 após infecção por bactérias Gram-negativas. O trabalho 

de De Soyza e colaboradores (2004) demonstra que, embora não exista 

uma correlação estabelecida entre a origem da cepa de Burkholderia 

(humana, animal, solo, água, planta) e sua potencial indução de 

resposta inf lamatór ia, apenas microrganismos or iundos de casos cl ínicos 

de infecção em fibrose císt ica foram capazes de levar a um signif icat ivo 

aumento na produção de citocinas pró-inf lamatórias, ref let indo a pressão 

selet iva sofr ida pelo microrganismo no processo de infecção do 

hospedeiro. Entretanto, nossos achados mostram que nas culturas 

infectadas a bactér ia é capaz de regular at ivamente a produção de NO, 

uma vez que o cult ivo de macrófagos com bactérias inat ivadas pelo calor 

induziu a produção de altos níveis desta substância. Saini e 

colaboradores (1999) também encontraram maior produção de TNF-α e 

redução na l iberação de NO em cultura de macrófagos infectados por B. 

cepacia genomovar VI (B. dolosa) e genomovar V (B. vietnamiensis). 

Contudo, nossos resultados ut i l izando bactér ias inat ivadas pelo calor 

contrastam com os dados de Saini e colaboradores (1999). Nesse 

trabalho, o tratamento com bactér ias inat ivadas faz com que a l iberação 

de TNF-α e NO retorne aos níveis basais, suger indo a necessidade de 

bactér ias viáveis não só para que ocorra a modulação, mas para que 

também ocorra a at ivação da l iberação de substâncias pró-inf lamatór ias. 

No entanto, o potencia l inf lamatór io de suspensões de bactérias Gram-

negativas (Tansini & Medeiros, 2008; Wang e col. 2008; revisto em 

Plüddemann e col. 2006), inclusive espécies do CBC (West e col. 2008; 

revisto em De Soyza e col. 2008) inat ivadas por calor encontra-se bem 

estabelecido, principalmente na indução de TNF-α e NO fundamentando 

nossos resultados. Poster iormente, MacDonald & Speert (2008) 
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uti l izando a cepa C6433 de B. cenocepacia obt iveram resultados 

semelhantes aos nossos, com signif icat iva produção de TNF-α e IL-10 

por fagócitos infectados pela bactér ia. Entretanto, assim como no 

trabalho de Saini e colaboradores (1999), quando os autores trataram as 

células com bactérias inativadas pelo calor não houve produção 

aumentada destas citocinas. Isto ta lvez se deva pelo fato de que os 

autores ut i l izaram microorganismos inat ivados por 10min à 56oC, 

enquanto nós usamos em nossos experimentos bactér ias inat ivadas à 

100oC por 30min (onde garante-se a inat ivação da célula mas pode 

exist ir maior l iberação de componentes do microorganismo). No tocante 

à modulação da produção de NO, sabe-se que Salmonella enterica ut i l iza 

a f lavohemoglobina HmpA para detoxif icação desta substância 

microbicida (Stevanin e col. 2002) e B. cenocepacia J2315 possui em seu 

genoma uma região homóloga hmpA (Holden e col. 2008). Contudo, 

estudos que foquem em quais momentos da sinalização/produção de NO 

o microrganismo possui papel modulador ainda se fazem necessár ios.  

 Nossos resultados de avaliação da expressão de moléculas 

coest imulatór ias da at ivação celular após a infecção por B. cenocepacia 

são corroborados pelo trabalho de MacDonald e Speert (2008), onde os 

autores também demonstram que a bactér ia é capaz de induzir a super-

expressão destas moléculas, como CD80 e CD86. 

 Considerando o potencial papel regulador do SSTT, nossos 

resultados demonstram que nem este sistema de secreção encontrado 

em B. cenocepacia e, conseqüentemente, nenhuma das proteínas 

efetoras entregues exclusivamente através deste mecanismo, parecem 

possuir papel central na modulação da resposta microbicida induzida 

pela infecção, uma vez que a cepa SSTT mutante induziu resposta 



 76

funcional semelhante à encontrada pela infecção pela cepa selvagem. 

Entretanto, moléculas de superf íc ie como MHC-II, CD40, CD80 e CD86 

encontraram-se signif icat ivamente diminuídas nas células infectadas 

pela cepa SSTT mutante, indicando uma possível ação deste sistema 

sobre a at ivação/super-expressão destas moléculas. Uma possibi l idade é 

que o SSTT de B. cenocepacia entregue também proteínas com caráter 

inf lamatório, uma vez que, como em outras infecções por 

microrganismos patogênicos capazes de manipular vias de sinalização do 

hospedeiro, a bactéria poder ia ut i l izar-se da disseminação da inf lamação 

para colonizar diferentes tecidos do hospedeiro. Esta teor ia pode 

expl icar a maior eficiência no “clearance” da cepa mutante, descr ito por 

Tomich e colaboradores (2003) uti l izando modelo murino de infecção, 

uma vez que esta proteína secretada auxil iaria também à atividade 

inf lamatória e, conseqüentemente, a manutenção da infecção pelo 

microrganismo. Importante que se ressalte que fatores dependentes do 

hospedeiro também influenciam a instalação da infecção por B. 

cenocepacia, uma vez que em macrófagos infectados, defic ientes de 

CFTR, a acidif icação do vacúolo e a formação do fagolisossomo ocorrem 

em menor magnitude se comparados aos macrófagos controles (Lamothe 

& Valvano 2008). Nesse sentido, como o modelo empregado por Tomich 

e colaboradores (2003) não reproduzia as alterações imunológicas 

encontradas em portadores de mutação no CFTR (revisto em Machen, 

2006 e em Nichols e col. 2008), a resposta ao microrganismo foi mais 

acentuada do que a naturalmente apresentada em casos de f ibrose 

cística. 

 Contudo, como já comentado, outros sistemas secretores ou 

estruturas bacter ianas podem estar envolvidos na infecção por este 
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microrganismo. De fato, a cepa J2315 de B. cenocepacia induz a 

produção de CXCL8/IL-8 por culturas de células epitelia is pulmonares e 

monócitos através da l iberação de exoprodutos (Palfreyman e col. 1997), 

e induz apoptose de fagócitos pela produção de toxina hemolít ica 

(Hutchinson e col. 1998). Além disto, Y. enterocolit ica, bactéria com 

mecanismos reguladores parecidos aos encontrados em Burkholderia sp., 

é capaz de regular a expressão de moléculas coest imulatór ias de 

ativação celular, como MHC-II, CD45, CD80 e CD86, além de reduzir a 

produção de CXCLI/KC, TNF-α, IL-10 e IL-12, através de uma proteína 

efetora translocada por um SSTT, a YopP (Erfurth e col. 2004). Em 

Yersinia sp., as proteínas Yop (Yersinia outer proteins) translocadas pelo 

SSTT são capazes de modular a resposta do hospedeiro, por mecanismos 

que inibem a fagocitose (Aepfelbacher e col. 1999), ou o burst 

respiratór io em fagócitos profissionais (Andersson e col. 1996). P. 

aeruginosa, bactér ia oportunista com alta relevância médica pela 

infecção em hospedeiros imunocomprometidos, incluindo portadores de 

f ibrose císt ica, ut i l iza proteínas efetoras injetadas por SSTT, de forma 

bastante parecida àquela encontrada em Yersinia sp. (Frank, 1997 e 

Frithz-Lindsten e col. 1997) Nessas bactér ias relacionadas à 

Burkholderia sp., como P. aeruginosa e Y. entorocolit ica , existe 

homologia entre as proteínas envolvidas no processo de translocação, 

como as “outer proteins” B, D e N (Yahr e col. 1997), além do fato de 

que proteína exportada ExoS de P. aeruginosa , associada ao dano 

epitel ial e disseminação da infecção (Kang e col. 1997), possui também 

similar idades estruturais e funcionais com a YopE de Yersinia sp. (Kul l ich 

e col. 1994).  
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 Neste trabalho, demonstramos que bactér ias vivas, bem como 

inat ivadas à 100oC, foram melhores estimuladores de produção de 

citocinas do que o LPS. Esses resultados embora sejam corroborados 

pelo poster ior trabalho de MacDonald & Speert (2008), contrastam com 

os obtidos por Zughaier e colaboradores em 1999, uti l izando ensaios 

com macrófagos est imulados por LPS de B. cenocepacia . Uma 

possibil idade é a de a molécula ut i l izada pelo autor em 1999 ter 

sinalizado por outras vias além de CD14/TLR4, uma vez que a mesma 

não se encontrava em sua forma pur if icada, diferentemente da uti l izada 

em nosso trabalho. 

 Em B. cepacia a molécula de LPS pode apresentar duas 

gl icosaminas bifosfori ladas, l igadas a ácidos 3-hidroxi-hexadecanóicos e 

com a seqüência 4-amino-4-deoxiarabinose (Ara4N) em ambos os 

fosfatos, a lém de um core oligossacarídico Ara4N, ácido d-glicero-d-talo-

oct-2-ulosônico (Ko) e ácido 3-deoxi-d-mano-oct-2-ulosônico (Kdo) 

(Gronow e col. 2003). De fato, a seqüência tr issacar ídica Ara4N-KO-KDO 

tem sido demonstrada em moléculas de LPS de diferentes espécies de 

Burkholderia e parece ser um fator exclusivo deste gênero (Isshiki e col. 

1998, Gronow e col. 2003; Sil ipo e col. 2006; revisto em De Soyza e col. 

2008). 

 Nossas anál ises foram real izadas através da determinação dos 

ácidos graxos do l ip ídio A e dos açúcares presentes na molécula de LPS 

da cepa J2315 de B. cenocepacia. Tendo em vista o resultado sobre o 

perf i l de migração das moléculas do LPS em gel de poliacr i lamida na 

presença de SDS, podemos afirmar que neste isolado da cepa J2315 de 

B. cenocepacia as cadeias polissacar ídicas do LPS são pouco extensas. 

Nossos resultados do perf i l de ácidos graxos do LPS de B. cenocepacia 
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indicam a presença de ácido mir íst ico, 3-hidroxi-mir íst ico e 3-hidroxi-

palmít ico, caracter íst icos do perf i l de ácidos graxos para o gênero 

Burkholderia (Galbraith e col. 1999), corroborando os resultados de De 

Soyza e colaboradores (2004) e de Si l ipo e colaboradores (2007) 

ut i l izando também a cepa J2315. Como comentado em tópico apropr iado, 

o l ipídio A é o principal componente do LPS com atividade 

imunoest imulatór ia. Porém, diferenças em sua composição podem reflet ir 

sua at ividade biológica. De fato, o l ipídio A da cepa J2315 possui grande 

heterogeneidade na composição de ácidos graxos, em geral tetra-

acilados, apresentando normalmente apenas um resíduo Ara4N (Si l ipo e 

col. 2007). Por outro lado, cepa LMG12614 de B. cenocepacia possui 

estrutura do l ipídio A mais homogênea, com espécies penta-aciladas e 

podendo apresentar um ou dois resíduos Ara4N (revisto em De Soyza, 

2008). Contudo, outras porções da molécula parecem ser importantes na 

interação com o hespedeiro. Loutet e colaboradores (2006) demonstrou 

que, em B. cenocepacia, a resistência a peptídeos microbicidas e a 

sobrevivência no hospedeiro estavam associados à produção de um LPS 

apresentando lipídio A e core ol igossacarídico ( independente da presença 

do antígeno O). 

 A caracter ização glicídica do LPS da cepa J2315 apresentada neste 

trabalho apresenta unidades de ramnose, galactose, glucose e heptose, 

corroborando os achados de Isshiki e colaboradores (2003), com LPS 

obtido de B. cepacia cepa GIFU 645T  e de Ortega e colaboradores 

(2005), Sil ipo e colaboradores (2007) e Masoud e colaboradores (2009), 

ut i l izando a mesma cepa de B. cenocepacia foco de nossos estudos. 

Nossos resultados demonstram que o LPS caracter izado neste trabalho 

induz pouca atividade inf lamatór ia em comparação ao LPS de E. coli , em 
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uma razão aproximada de 1:100 em massa, ou seja, para obtenção de 

um efeito semelhante ao LPS controle, foi necessár io a ut i l ização de LPS 

de B. cenocepacia  100 vezes mais concentrado. De fato, embora os 

diferentes trabalhos que corroboram nossos resultados de atividade 

inf lamatória (De Soyza e col. 2004; Sil ipo e col. 2007) não tenham 

aval iado o efeito dose-resposta, como f izemos, a atividade 

proinf lamatór ia do LPS parece ocorrer da mesma maneira. 

 Os diferentes resultados encontrados na l iteratura, tanto de 

caracter ização química do LPS e sua at ividade biológica, quanto de 

indução de resposta pela infecção por diferentes cepas or iundas do clone 

ET-12 de B. cenocepacia, ref letem a variabil idade deste microrganismo 

ao microambiente, tanto no hospedeiro com fibrose císt ica como em 

cultura nos repositór ios de referência. De fato, Smith e colaboradores 

(2006) demonstraram que P. aeruginosa adaptou-se à interação com o 

hospedeiro f ibrose-císt ico e o genoma da cepa J2315 (or iunda de caso 

clinico de f ibrose císt ica) de B. cenocepacia apresenta pseudogenes em 

determinantes de virulência, evidenciando sua adaptação a estes 

hospedeiros humanos (Holden e col. 2009). 

 Os diversos mecanismos de interação presentes em B. cenocepacia 

fazem com que, embora a persistência de infecções por bactér ias do 

genomovar III seja menor se comparada a infecções por outras cepas do 

CBC, (Chu e col. 2002), B. cenocepacia seja um dos pr incipais 

causadores de morbi-mortalidade associados à f ibrose cística. Nesse 

sentido propomos, de maneira resumida, que o modelo de infecção por 

B. cenocepacia em pacientes que sofrem de f ibrose císt ica ocorra da 

seguinte forma: Transmissão da bactéria através de contatos intra ou 

extra-hospitalares (socia is) que, facil itada pela defic iência f isiológica do 
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paciente, irá colonizar suas vias aéreas. Como o muco espesso dif iculta 

não só a antibiótico-terapia, bem como a resposta imune, já 

comprometida neste t ipo de paciente, o microrganismo, auxil iado em 

algumas cepas pela baixa at iv idade inf lamatór ia de suas estruturas e 

pela característ ica de crescimento vert ical de seu biof i lme, sofre pouca 

pressão selet iva do meio. Provavelmente, o sistema de quorum sensing 

servirá para indicar o momento onde a fase exponencial de replicação do 

microrganismo terá chegado ao seu pico e desencadeará um processo de 

infecção celular exacerbado, onde os sistemas secretores l iberarão 

diferentes proteínas efetoras, causando os mais diversos efeitos, como 

inf lamatórios (para recrutamento de células onde a bactéria irá replicar-

se) e anti inf lamatór ios, evitando assim a montagem da resposta imune 

adequada. Além disto, o microrganismo pode causar o relaxamento das 

“t ight junct ions” das células epitelia is pulmonares e atravessá-las, 

ganhando a corrente sangüínea, podendo assim colonizar outros órgãos, 

difundindo a contaminação, causar bacteremia e levando ao quadro 

patológico descrito para esta infecção. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Infecção por B. cenocepacia, assim como o cultivo com bactérias inativadas por 

calor, induz a liberação de TNF-α e IL-10. 

 

 B. cenocepacia é capaz de modular ativamente a liberação de NO de 

macrófagos. 

 

 A cepa de B. cenocepacia mutante para o SSTT também é capaz de modular 

esta resposta microbicida, demonstrando que o SSTT encontrado nesta bactéria não 

possui papel central nesta modulação. 

 

 A cepa de B. cenocepacia selvagem induz maior expressão de moléculas 

coestimulatórias se comparada à cepa mutante para SSTT, sugerindo que proteínas 

secretadas por esta estrutura levem à sinalização em macrófagos. 

 

 LPS produzido pela cepa J2315 de B. cenocepacia apresenta ramnose, glucose, 

heptose, KDO e os seguintes ácidos graxos: ácido miristico, 3-hidroximirístico e 3-

hidroxipalmítico. 

 

 LPS oriundo de B. cenocepacia leva a uma resposta funcional dependente de 

dose por macrófagos, caracterizada pela liberação de NO, TNF-α e IL-10, em menores 

quantidades se comparado ao LPS de E. coli. 

 

 LPS de B. cenocepacia induz menor expressão de moléculas de ativação em 

comparação ao LPS de E. coli. 
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8. PERSPECTIVAS 

 Desenvolver estudos que objet ivem aval iar qual via de sinalização 

da produção de NO está sendo modulada pelo microrganismo. Além 

disto, encontramo-nos aguardando a avaliação do “Comitê de Ét ica no 

Uso de Animais” (CEUA) da FIOCRUZ para realização de exper imentos em 

animais modelo de f ibrose císt ica e seus controles, visando aval iar a 

infecção pelas cepas de bactér ias ut i l izadas neste estudo e o tratamento 

com o LPS, visando um melhor entendimento da relação 

microrganismo/fibrose císt ica. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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