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RESUMO 

 

SCARLATHE BEZERRA DA COSTA 

ASSOCIAÇÃO ENTRE OS REGULADORES TRANSCRICIONAIS BmoR E OxyR E 

CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS DE CEPAS DE Bacteroides fragilis 

Orientador: Leandro Araujo Lobo 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Bacteroides fragilis é um bacilo Gram-negativo anaeróbio que é encontrado 

predominantemente no trato gastrointestinal e é componente da microbiota anfibiôntica do 

homem, mas pode se tornar um patógeno levando a quadros clínicos como bacteremias e 

endocardites. Essa bactéria é o anaeróbio estrito mais isolado de processos infecciosos de 

origem endógena, e, acredita-se que sua perpetuação em um quadro infeccioso se dê 

principalmente pela expressão de fatores de virulência e sua alta resistência ao estresse 

oxidativo. Dentre os anaeróbios, B. fragilis é uma das bactérias mais resistentesà exposição ao 

oxigênio, podendo sobreviver por até 72 horas em ambiente aeróbio. O oxigênio leva à 

formação de radicais livres de oxigênio que atuam de forma deletéria para a célula.B. fragilis 

possui uma resposta ao estresse oxidativo onde há a alteração da expressão de diversos genes 

codificantes de proteínas que vão atuar no combate desses radicais, como os que codificam as 

enzimas detoxificantes: superóxido dismutase e catalase. Grande parte da expressão desses 

genes é controlada pelo regulador OxyR, mas um outro regulador, o BmoR, que pertence à 

família de reguladores transcricionais MarR também participa dessa resposta. Já se sabe que a 

expressão de BmoR é independente de OxyR, porém, ainda não são claros quais os 

mecanismos envolvidos nessa resposta. Portanto, o principal objetivo desse trabalho foi 

avaliar a prevalência dos genes bmoR e oxyR em cepas de B. fragilis,assim como, as 

características fenotípicas das mesmas. Inicialmente, foi pesquisada a prevalência do gene 

bmoRe oxyRem um conjunto de cepas de B. fragilis, sendo observado que nem toda cepa 

deste microrganismo é portadora desses genes. Este mesmo conjunto de cepas foi submetido à 

exposição a agentes oxidantes como o O2 atmosférico e ao Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 

3%. Observamos que o fenótipo dessas cepas varia entre os dois agentes testados, porém, não 

foi possível estabelecer uma relação causal entre a presença dos genes e o fenótipo observado. 

Ainda foram utilizadas cepas mutantes de B. fragilis para o gene bmoR,oxyR ou um mutante 

duplo para ambos em testes in vitro e in vivo. Quando essas cepas foram expostas a 

macrófagos peritoneais e medulares, percebeu-se que não há diferença na sobrevivência de 

nenhuma das mutantes quando comparadas a cepa selvagem independente da célula ao qual 

elas foram expostas. Já quando foi avaliada a capacidade de formar abscessos em 

camundongos C57BL/6 foi observado que a ausência do gene oxyR levou a uma diminuição 

na expressão desse fator de virulência. Esperamos que os resultados obtidos nesse estudo 

ajudem a esclarecer a influência dos reguladores BmoR e OxyR nas características fenotípicas 

de cepas de B. fragilis e de que forma esses reguladores estariam relacionados à capacidade 

deB. fragilisde prevalescer em processos infecciosos.  

Palavras-chave: Bacteroides fragilis, regulação da expressão gênica, estresse oxidativo, 

bactérias anaeróbias. 
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ABSTRACT 

 

SCARLATHE BEZERRA DA COSTA 

ASSOCIATION BETWEEN BmoR AND OxyR TRANSCRIPTIONAL REGULATORS 

AND PHENOTYPICAL CHARACTERISTICS OF Bacteroides fragilis STRAINS 

 

Orientador: Leandro Araujo Lobo 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Bacteroides fragilis is a Gram negative rod that is found predominantly in the 

gastrointestinal tract and is part of human microbiota, but can become a pathogen leading to 

various clinical conditions. This bacterium is the strict anaerobe most commonly isolated 

from endogenous infections, and this may be due to the expression of virulence factors and its 

high resistance to oxidative stress. Among the anaerobes, B. fragilis is one of the most 

resistant to oxygen exposure and can survive for up to 72 hours in an aerobic environment. 

One of the consequences of oxygen exposure is the formation of free radicals of oxygen that 

are harmful to the microorganism. B. fragilis has a defense mechanism against this stress, a 

response that controls the expression of several genes such those encoding detoxifying 

enzymes like superoxide dismutase and catalase. Much of the expression of these genes is 

controled by the regulator OxyR, but there is another regulator, BmoR, which belongs to the 

MarR family of transcriptional regulators,that also participate in this response and is 

expressed independently of OxyR. However, it is not clear what is the mechanism involved in 

this response. Therefore, the aim of this study is to evaluate the prevalence of bmoR and oxyR 

in B. fragilis strains as well as their phenotypic characteristics. Initially, the genesbmoRand 

oxyRwere identified by PCR in a set of B. fragilis’s strains and it was observed that not all the 

strains carried those genes. These same strains were exposed to oxidants such as atmospheric 

O2and hydrogen peroxide (H2O2) however, it was not possible to establish a causal 

relationship between the presence of genes and the observed phenotype. Mutant strains of 

B. fragilis were used to perform in vitro and in vivo tests.When these strains were exposed to 

peritoneal and medullary macrophages, there were no difference in the survival of any of the 

mutants when compared to the wild-type strain independent of the cell to which they were 

exposed,but when we evaluated the ability to form abscesses in C57BL/6 mice it was 

observed that the absence of oxyR led to decrease the expression of this virulence factor. We 

hope that this study results helps to clarify how the BmoR and OxyR regulators acts on 

phenotypic characteristics of B. fragilis strains and how these regulators would be related to 

the ability of B. fragilis to prevail in infectious processes.  

 

Key-words:Bacteroides fragilis, gene expression regulation, oxidative stress, anaerobic 

bacteria 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Gênero Bacteroides 

 

O corpo humano abriga mais de 100 trilhões (10
14

) de células de microrganismos. Isso é o 

equivalente a cerca de 10
11

-10
12

 células por grama de fezesno cólon, com massa total maior 

que 1 kg (Chow et al., 2010).A colonização do corpo humano começa no nascimento, onde a 

microbiota da mãe na hora do parto pode ser transferidaao filho. Espécies pertencentes ao 

gênero Bacteroides aparecem aproximadamente 10 dias após o nascimento devido ao contato 

da criança com o meio externo, através da comida, objetos, entre outras coisas. 

 O colón humano possui a maior diversidade de espécies bacterianas sendo sua maioria 

composta por bactérias anaeróbias, das quais cerca de 25% pertencem ao gênero 

Bacteroides(Wexler, 2007). O gênero Bacteroidesé constituído por bacilos Gram negativos, 

anaeróbios estritos, resistentes à bile, não esporulantes, formadores de cápsula, fazem parte da 

microbiota anfibiôntica do homem e são encontrados principalmente no intestino, onde os 

anaeróbios encontram-se em uma quantidade maior que as bactérias facultativas em uma 

proporção de 1000:1 (Willis, 1991). 

Em 1984,o gênero Bacteroidespossuía mais de 50 espécies catalogadas no Bergey’s 

Manual of Systematic Bacteriology(Holdeman, Kelley e Moore, 1984) e Approved Lists of 

Bacterial Names(Moore, Cato e Moore, 1985), porém, em 1989, Shah e Collins propuseram 

que o gênero Bacteroides deveria ser restrito a Bacteroides fragilis e a espécies relacionadas, 

enquanto outras espécies, que não faziam parte do ―grupo‖ B. fragilis,deveriam ser  

reclassificadas. Inicialmente, faziam parte deste grupo as espécies:B. fragilis, B. ovatus, B. 

distasonis, B. thetaiotaomicron, B. uniformis, B. merdae, B. caccae, B. eggerthii, B. 

vulgatuseB. stercoris (Shah, 1992). Em 2006, houve uma reclassificação onde o B. distasonis 

e B. merdae foram transferidas para outro gênero com base na análise genética do rRNA 16S, 

passando a se chamar Parabacteroides distasonis e Parabacteroidesmerdae (Sakamoto e 

Benno, 2006).Os critérios utilizados para classificar bactérias no ―grupo‖ B. fragilis foram as 

características químicas, bioquímicas e moleculares (Shah e Collins, 1989) que determinadas 

espécies tinham e tornavam esses microrganismos relativamente homogêneos e próximos a 

espécie B. fragilis. Em 2008 essa divisão em grupo foi extinta, e diversasnovas espécies 
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passaram a pertencer ao gênero Bacteroides,contabilizando 28 espécies no total(Olsen e Shah, 

2008). 

As bactérias pertencentes ao gêneroBacteroidessão encontradas no organismo do homem 

como componentes da microbiota, portanto, existem muitas interações benéficas entre esse 

microrganismo e seu hospedeiro (Loboet al., 2013). Por décadas já se sabe que as bactérias 

desempenham funções essenciais para o bom funcionamento do intestino humano como, por 

exemplo, o metabolismo de carboidratos complexos.As espécies do gênero Bacteroidessão 

essenciais para essa função.Análises do genoma de espécies de Bacteroides que colonizam 

humanos mostram que existem inúmeras glicosidases para a degradação de carboidratos 

complexos. Esses carboidratos são fermentados por Bacteroidesspp.e outras espécies 

presentes no intestino, resultando na produção de ácidos graxos que são absorvidos pelo 

intestino grosso e utilizados pelo hospedeiro como fonte energética. Além disso, 

microrganismos presentes na microbiota, mas que não possuem o mecanismo de utilização de 

açúcar que osBacteroides spp. possuem, também podem se beneficiar utilizando subprodutos 

do metabolismo desses açúcares (Sonnenburg, Angenent e Gordon, 2004;  Wexler, 2007).  

A espécie B. fragilis possui um complexo de polissacarídeos em sua superfície que, além 

de proteger a bactéria, ajuda na interaçãodesta com os tecidos do organismo e na 

modulaçãodo sistema imune do hospedeiro (Wexler, 2007, Liuet al., 2008).Isso impede que 

bactérias não-pertencentes à microbiota e que possam ser eventuais patógenos colonizem o 

intestino. Estudos anteriores já demonstram que Bacteroides spp. têm um papel importante na 

prevenção de infecções intestinais causadas por patógenos bacterianos como o Clostridium 

difficile. A administração de prebióticos compostos por oligossacarídeos não digestíveis 

permite a multiplicação de Bacteroides spp. impedindo a colonização por C. difficile(Hopkins 

e Macfarlane 2003). A espécieB. thetaiotaomicronpode estimular as células de Paneth a 

produzir peptídeos antimicrobianos que também previnem colonização por patógenos 

(Hooper, Stappenbeck e Gordon, 2003). Além disso, o complexo polissacarídico capsular 

(CPC) do B. fragilisestimula o sistema imune, mas também é responsável por formar abscesso 

que é um dos principais mecanismos de virulência dessa espécie (Gibson IIIet al., 1998; Troy 

et al., 2010).  

Espécies do gênero Bacteroides normalmente se comportam como comensais no intestino, 

mas esses microrganismos podem também ser responsáveis por infecções, como já citado,com 

morbidade e mortalidade significantiva (Wexler, 2007). Bacteremia causada por B. fragilis 
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está associada a uma mortalidade de 20% (Brook, 2010),sendo que esse microrganismo 

também é um dos principais isolados de endocardite infecciosa onde os anaeróbios são 

responsáveis por cerca de 2-16% de todos os casos (Brook, 2008).Em 1977, Finegold relatou 

o estudo de 204 casos de endocardite infecciosa onde 42 casos eram causados por bacilos 

anaeróbios Gram negativos, destes, 15 casos foram causados por B. fragilis (Finegold, 1977). 

Uma das complicações mais relatadas em endocardite causada por B. fragilis é a insuficiência 

cardíaca congestiva, 60-70% dos pacientes desenvolvem essa complicação, assim como 30-

54% dos pacientes desenvolvem embolia periférica (Brook, 2008). Sabemos que muitas 

bactérias da microbiota intestinal tem a capacidade de adquirir genes de outras bactérias por 

transferência genética, mas o mesmo princípio não é necessariamente verdadeiro em relação a 

genes de virulência (Gilmore e Ferreti, 2003). Microrganismos como os Bacteroidesspp., que 

possuem um amplo banco genético,podem simplesmente passar a expressar determinados 

genes de acordo com a demanda do ambiente, como os responsáveis por novas vias de 

obtenção energética, bombas de efluxo que irão eliminar substâncias tóxicas da célula, ou 

novos epítopos de superfíciedeixando de ser comensais e passando a ser patogênicos para o 

seu hospedeiro. 

 

1.2 Bacteroides fragilis 

 

Dentre as espécies do gêneroBacteroides, oB. fragilispossui maior importância médica por 

ser o mais isolado de processos infecciosos de origem endógena, apesar de constituir apenas 

menos de 1% da microbiota do cólon humano, sendo as infecções mais comuns as do trato 

gastrointestinal, trato genital feminino, trato respiratório e em tecidos moles (Giamarellou, 

2000). Os quadros que estão mais comumente associados à espécie são: infecções intra-

abdominais (Crabet al.,1990), bacteremias (Goldstein e Citron,1988), abcessos 

retroperitoneais (Brook e Frazier,1998), cerebrais, hepáticos, pulmonares (Patrick, Lutton e 

Crockard, 1995), cutâneos (Brook e Finegold, 1981), endocardites (Brook,2008) e pericardites 

(Brook,2009). 

Como as outras espécies do gênero,B. fragilisna maioria das vezes atua como comensal no 

hospedeiro, mas pode também se comportar como patógeno oportunista em parte devido a 

seus fatores de virulência (Wexler, 2007). O processo simbiótico entre um hospedeiro e sua 

microbiota é mantido por diversos parâmetros como barreiras físicas e processos 
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imunológicos. Quando essas barreiras são rompidas pode haver uma desregulação da 

microbiota, levando a alterações na diversidade das espécies que compõe essa comunidade, 

que chamamos de disbiose. No caso de B. fragilis,a ruptura da barreira física do trato 

gastrointestinal, seja por traumas acidentais ou cirúrgicos,pode levar a danos ao epitélio 

intestinal permitindo o escape dessa bactéria do intestino, e o seu estabelecimento em sítios 

aos quais ela não pertence(Wexler, 2007; Maier, Anderson e Roy, 2015).Em situações como 

essa, podem-se desenvolver diversas patologias, incluindo formação de abscessos em vários 

sítios do corpo e bacteremia. Os fatores de virulência deB. fragilissão muito versáteis, há 

aqueles que estão envolvidos em aderência tecidual como adesinas, os que estão envolvidos 

na proteção contra a resposta imune do hospedeiro, como o lipopolissacarídeo(LPS) e CPC, e 

os envolvidos na destruição de tecidos, como as enzimas histolíticas (Wexler, 2007). 

Inicialmente, para fixação em um determinado sítio,B. fragilis utiliza-se de mecanismos 

de adesão como fimbrias, pili e adesinas. A adesão a tecidos do hospedeiro permite não só 

estabelecer um quadro infeccioso, mas também permite, por exemplo, o escape do sistema 

imune (Finlay e Falkow, 1997; Paueret al., 2013).Uma vez fixado no tecido,B. fragilis 

necessita de nutrientes que irão mantê-lo viável no sítio. A produção de enzimas 

extracelulares como proteases, hialuronidases, DNases e condroitina sulfatase ajudam na 

degradação de compostos do tecido hospedeiro fornecendo uma fonte nutritiva e permitindo 

também a passagem da bactéria para outros sítios (Macfarlane e Gibson, 1988; Guzmán, Platé 

e Pruzzo, 1990; Macfarlane e Macfarlane, 1991; Chenet al., 1995). 

Um dos seus principais fatores de virulência é o CPC,o qual é responsável pela ligação da 

bactéria ao epitélio hospedeiro, pela formação de abscessos intra-abdominais e pela ativação 

do sistema imune. Já foram descritos pelo menos oito polissacarídeos diferentes que podem 

compor a cápsula, de PSA a PSH (Krinoset al., 2001). A característica mais importante desses 

polissacarídeos é a presença de cargas positivas e negativas em cada unidade de repetição, o 

que se conhece como zwitterion,e é necessário para a capacidade de formar abscessos(Wexler, 

2007).Sabe-se que o B. fragilis é capaz de induzir a formação de abscessos peritoneais em 

animais de laboratório, assim como sua cápsula purificada também é o suficiente para induzir 

esse processo (Tzianabos et al., 1993). A cápsula é bastante heterogênea dentro do gênero, 

essa variabilidade de polissacarídeos é controlada por um mecanismo de inversão reversível 

de segmentos de DNA. Os genes que codificam enzimas necessárias para a síntese dos 

polissacarídeos individuais são organizados em operons distintos, cada um com seu promotor. 
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Essas inversões são mediadas porrecombinases (Mpi) pertencentes à família das serinas que 

colocam os genes na orientação ―correta‖ (ligado) ou na ―incorreta‖ (desligado). Essa 

característica confere ao B. fragilis a capacidade de alterar suas estruturas de superfície 

tornando mais difícil o seu reconhecimento pelo sistema imune hospedeiro 

(Wexler, 2007; Troy et al., 2010).  

Ospolissacarídeos zwiteriônicos (ZPS)são capazes de mediar a proliferação de células 

TCD4
+
in vitro(Brubakeret al., 1999; Tzianabos e Kasper, 2002). Outros estudos 

demonstraram que a resposta imunológica ao PSA, que é conhecido por ser o mais 

imunogênico, é realizada apenas por células TCD4
+ 

e não por células B ou outras células T 

(Tzianaboset al., 1999). Essa célula T ativada controla a formação de abscessos intra-

abdominais através da liberação de mediadores como Interleucina 8 (IL-8) e isso demonstra 

que o CPC de B. fragilisé capaz de recrutar leucócitos polimorfonucleares (PMNs) para o 

local da infecção. Dentro da cavidade peritoneal o sequestro e infiltração de PMNs, vai 

culminar na formação de abscessos intra-peritoneais. Ao mesmo tempo em que ocorre o 

recrutamento de PMNs, o CPC também estimula a produção dofator de necrose tumoral-

α(TNF-α) e Interleucina 1 (IL-1) de macrófagos.Estas citocinas vão interagir com células do 

mesotélio e induzir a expressão de ICAM-1(Molécula de adesão intercelular 1) que é uma 

molécula de adesão. Essa molécula vai ajudar a manter os PMNs recrutados no tecido 

inflamado levando ao aumento do recrutamento dessas mesmas células(Tzianabos e 

Kasper, 2002).  

Outra característica presente nesta bactéria éo LPS. O LPS é o principal glicolipídeo 

presente na membrana externa das bactérias Gram-negativas. Há muitas funções atribuídas ao 

LPS, como, por exemplo, ativação de citocinas, agregação de plaquetas e endotoxina 

(Vermelho, Bastos e De Sá, 2008). A porção polissacarídica do LPS é composta pelo 

polissacarídeo cerne e pelo polissacarídeo O, e a porção lipídica é formada pelo lipídeo A. O 

LPS está presente na maior parte da porção externa da membrana externa, enquanto que a 

porção interna da membrana externa se assemelha mais à membrana citoplasmática. A 

toxicidade de bactérias Gram-negativas está associada à presença de LPS, particularmente ao 

lipídeo A, que é responsável pela característica de endotoxina. Algumas endotoxinas 

provocam distúrbios gastrointestinais como diarreia e vômito (Madigan et al., 2010).  
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A atividade do LPS de B. fragilis é considerada pequena, sendo por muitos pesquisadores 

não considerada uma endotoxina (Pumbwe, Skilbeck e Wexler, 2006). Estudos in vivo e in 

vitro mostraram que a endotoxicidade do LPS de B. fragilis é cerca de 10 vezes menor do que 

a de bactérias pertencentes à família das enterobactérias. Foi demonstrada que em 

subpopulações de B. fragilis há a presença de diferentes tipos de polissacarídeos em sua 

superfície gerando variação antigênica. A estrutura do lipídeo A de B. fragilis já foi elucidada, 

é uma estrutura monofosforilada que difere da estrutura encontrada em enterobactérias, pois, 

não contém ácido 3-hidroxitetradecanoico. Acredita-se que a baixa toxicidade do LPS desta 

espécie se dê por causa da estrutura do lipídeo A (Weintraub, Larsson e Lindberg, 1985; 

Poxton e Edmond, 1995). O LPS de B. fragilis é capaz de induzir a produção de TNF-α, 

quando reconhecido por receptores do tipo Toll 4 (TLR4), e citocinas pró-inflamatórias como 

Interleucina 8 (IL-8) em monócitos humanos que possuam TLR4. Essa ativação de TLR4 por 

LPS de B. fragilis gera a expressão de um grande número de genes em várias células da 

resposta imune do hospedeiro humano como macrófagos, células dendríticas e mastócitos, 

assim como também há a indução da produção de interleucina-12 (IL-12), interferon beta 

(INF-β) e interferon gama (INF-γ) (Mancusoet al., 2005). 

Além da produção de cápsula e LPS que ajudam na perpetuação da espécie em infecções 

endógenas, há ainda algumas cepas de B. fragilis que tem a capacidade de produzir uma 

enterotoxina. Essa enterotoxina, chamada de B. fragilis toxin(BFT), é codificada pelo gene 

bftque está localizado em uma ilha de patogenicidade (BfPAI) de aproximadamente 6kb. As 

cepas produtoras desta enterotoxina foram inicialmente referidas como B. fragilis enterotoxin-

like(BFEL) ao serem isoladas de fezes de carneiros com quadro de diarreia (Myers et al., 

1984). Depois essas cepas passaram a ser conhecidas como Enterotoxigenic B. fragilis(ETBF) 

(Ignacioet al., 2015). Esta enterotoxina é uma metaloprotease dependente de zinco de 21 kDa. 

Existem três isoformas desta enterotoxina BFT-1, BFT-2 e BFT-3, que possuem uma 

identidade de 93-96% entre suas sequências (Chunget al., 1999; Goulas, Arolas e Gomis-

Ruth, 2011). Cepas ETBF estão associadas a casos de diarreia, colite, doença inflamatória 

intestinal (Prindivill, Sheikh e Cohen, 2000; Sears, Islam e Saha, 2008) e câncer colorretal 

(Topraket al., 2006; Sears, 2009). A BFT cliva as junções celulares e, in vivo, o único alvo já 

descrito foi a E-caderina, que é uma molécula de adesão intercelular. A clivagem da E-

caderina leva ao aumento da permeabilidade do epitélio levando a perda de fluidos, a 
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processos inflamatórios e facilitando a translocação bacteriana (Chunget al., 1999; Goulas, 

2011). 

Uma das preocupações que vem aumentando em relação a esse microrganismo é sua 

resistência a antimicrobianos. O tratamento de infecções causadas por esse microrganismo 

muitas vezes é complicado, pelo fato de que, B. fragilis é intrinsecamente resistente aos 

aminoglicosídeos e à maioria das penicilinas e cefalosporinas (com exceção de carbapenemas) 

(Miyamae et al., 1998). Cinco grupos de antimicrobianos são utilizados com maior frequência 

no tratamento de infecções causadas por bactérias anaeróbias, são eles: nitroimidazóis, como 

metronidazol e tinidazol; carbapenemas, como imipenem e meropenem; fenicóis, como 

cloranfenicol e tianfenicol; β-lactâmicos combinados a inibidores de β-lactamases como 

tazobactam, sulbactam e clavulanato; e fluoroquinolonas, como trovafloxacina, clinafloxacina 

e moxifloxacino. As bactérias pertencentes ao gênero Bacteroides são as que possuem maior 

resistência a antimicrobianos dentre as bactérias anaeróbias. Há antimicrobianos que possuem 

uma menor eficácia contra infecções anaeróbias, mas que ainda são usados é o caso da 

cefoxitina, clindamicina, e penicilinas de amplo espectro como a ticarcilina e piperacilina 

(Fanget al., 2002). 

A resistência do B. fragilis a antimicrobianos comumente prescritos está aumentando, 

principalmente à clindamicina, cefoxitina, metronidazol e desde 1994 notou-se também o 

aumento de resistência à fluoroquinolonas (Fille et al., 2006). A disseminação de resistência a 

antimicrobianos está ligada diretamente a genes de resistência que são carreados em 

plasmídeos conjugativos e móveis, transpósons e elementos genéticos integrados. B. fragilis 

possui uma variedade de elementos genéticos móveis que podem ser usados na troca de genes 

de resistência entre cepas (Wexler, 2007). O aumento na resistência a metronidazol, um dos 

mais eficazes antimicrobianos utilizados no tratamento de infecções causadas por B. fragilis e 

em profilaxia cirúrgica, está associada a muitos fatores como, por exemplo, o uso contínuo de 

metronidazol para tratar infecções causadas por outros anaeróbios, como infecções causadas 

por C. difficile e Helicobacter pylori. O metronidazol inicialmente foi desenvolvido para 

tratar infecções causadas por protozoários, mas agora é o mais usado no tratamento de 

bactérias anaeróbias. Este antimicrobiano é administrado em sua forma inativa. Para sua 

ativação, é necessário que ocorra a redução do grupo nitro, feito pelo sistema redox da célula, 

conferindo a forma ativada da droga que vai gerar compostos nitrosos tóxicos que impedem a 

síntese de DNA e promovem sua degradação (Veeranagouda et al., 2014). Muitos 



8 
 

 
 

microrganismos não possuem o mecanismo necessário para ativação da droga e, portanto, são 

intrinsicamente resistentes (Husain et al.,2013). Bactérias como as do gênero Bacteroides 

possuem tal mecanismo e são naturalmente susceptíveis ao metronidazol, exceto quando 

adquirem outras formas de resistência. O principal tipo de resistência a metronidazol em B. 

fragilis é causada pelo gene nim que codifica uma nitroimidazol-redutase que converte o 

grupo nitro da droga em um componente não tóxico (Veeranagouda et al., 2014). Já foram 

descritos oito genes nim (nimA-nimH) em B. fragilisque podem ser localizados em plasmídeos 

ou no cromossomo da bactéria e também já foi descrita a presença de sequências de inserção 

que aumentam a expressão desses genes (Hecht, 2004). Outros mecanismos como aumento de 

efluxo, mudanças no mecanismo de reparo de DNA e mudanças metabólicas também podem 

ser responsáveis por esta resistência (Abratt, Zappe e Woods, 1993; Diniz et al, 2004; Gal e 

Brazier 2004; Schaumann et al., 2005; Pumbwe et al., 2007; Steffens et al., 2010). 

B.fragilis é intrinsicamente resistente a aminoglicosídeos como gentamicina e canamicina, 

pois a absorção destas drogas requer uma cadeia transportadora de elétrons dependente de 

oxigênio ou nitrogênio que é ausente nestes microrganismos (Wexler, 2007). A presença de 

bombas de efluxo em espécies do gênero Bacteroides é muito comum, essas bombas são 

compostas por um transportador de membrana interna, uma lipoproteína periplasmática e um 

canal de membrana externa e são responsáveis por fazer o transporte de diversos 

antimicrobianos. Essas bombas podem agir em sinergia com a membrana externa, pois 

quando as bombas expelem o antimicrobiano, estes têm de passar novamente pela barreira 

criada pela membrana externa para entrar novamente na célula, tornando a chegada da droga 

no sítio alvo mais difícil. Entre os antimicrobianos expelidos por essas bombas estão as 

fluoroquinolonas, cloranfenicol e os β-lactâmicos que possuem cadeias lipofílicas (Ueda et 

al., 2005). Pode-se notar que é grande o número de antimicrobianos aos quais oB. fragilis é 

resistente, e esse fato demonstra que é necessário a procura de mecanismos de combate a este 

microrganismo que possam ser adicionados ao tratamento de suas infecções e por este motivo 

é essencial que este microrganismo seja estudado detalhadamente, para com isso conhecer sua 

maquinaria de resistência às substâncias e fatores do ambiente e assim poder desenvolver 

formas de combatê-las. 

 

1.3 Estresse oxidativo 
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Outra característica deB. fragilis que vem sendo extensamente estudada é sua 

aerotolerância. Dentre as bactérias anaeróbias, B. fragilis é uma das espécies que mais resiste 

ao oxigênio atmosférico, sendo capaz de sobreviver por até 72 horas, mas incapaz de se 

multiplicar na presença desse agente(21%O2) (Sundet al., 2008; Reottet al., 2009; Teixeiraet 

al., 2013). Essa característica é muito importante, pois como já mencionado, B. fragilis é 

componente da microbiota humana que pode se tornar um patógeno oportunista. Essa 

transição implica a saída de sítios reduzidos e anaeróbios, como o cólon, para ambientes mais 

oxidados, como a cavidade peritoneal que tem uma concentração de cerca de 6% de O2. Para 

conseguir se estabelecer e dar continuidade a infecção,B. fragilis precisa se adaptar a esse 

novo ambiente (Ndamukong, Gee e Smith, 2013) e ao estresse causado por mecanimos de 

ação de PMNs que são recrutados para o sítio de infecção (Betteken, Rocha e Smith, 2015).  

A aerotolerância de B. fragilisjá foi relacionada com a resposta ao estresse oxidativo 

(REO). O estresse oxidativo é causado por espécies reativas de oxigênio (ROS), como ânion 

superóxido (O2
-
), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH•). A produção de 

ROS é uma consequência inevitável da exposição aeróbica, além de ser um dos mecanismos 

de defesa de células do sistema imune como macrófagos (Herren, Rocha e Smith, 2003). 

Esses radicais são gerados endogenamente por oxidação de compostos próprios, como 

enzimas desidrogenase, flavoenzimas e oxidases, e deradicais tiol. Além disso, moléculas de 

H2O2 livre podem, através da reação de Fenton, reagir com íons metálicos como o ferro, 

gerando radical hidroxila que tem um poder de oxidação elevado. Os radicais de hidroxila 

podem causar dano ao DNA através de mutações pontuais e despolimerização do ácido 

nucleico, modificações em resíduos de aminoácidos, oxidação de grupos sulfidrilas em 

proteínas, quebra de ligações peptídicas, perda de metal nas metaloproteínas, oxidação de 

polissacarídeos e ácidos graxos poliinsaturados (Rocha e Smith, 1995; Brioukhanov e 

Netrusov, 2004). Durante a REOvários genes que codificam enzimas detoxificantes como 

catalase (katB), superóxido dismutase (sod), alquil hidro-peróxido redutase (ahpCF), 

tiorredoxina (trx), citocromo-C peroxidase (ccp) e ferritina (ftnA) são expressos para atuar na 

resposta (Gregory, 1985; Rocha e Smith, 1995, 1999; Rocha, Owens e Smith, 2000; Herren, 

Rocha e Smith, 2003; Sund, Wells e Smith, 2006; Sundet al., 2008).  

Durante os estágios iniciais da REO, um regulador da família LysR, o OxyR, controla a 

expressão dos genes que codificam várias enzimas detoxificantes. Vários genes fazem parte 

do regulon OxyR (katB, tpx, dps e ahpCF) que vai regular positivamente a expressão destes 
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genes em resposta tanto ao O2 quanto ao H2O2(Rocha et al., 2003).Experimentos mostraram 

que a resposta conduzida pelo OxyR leva a uma rápida detoxificação da célula quando esta é 

exposta ao H2O2 e que uma cepa mutante no OxyR é menos virulenta quando se trata da 

formação de abscessos (Sundet al., 2008). 

Inicialmente a função da REO é eliminar os radicais de oxigênio da célula e restaurar os 

danos ocorridos. Nesse momento, as enzimas detoxificantes são essenciais. A enzima 

superóxido dismutase de B. fragilis é um homodímero codificada pelo gene sod que possui as 

subunidades unidas por ligações não covalentes e contém em sua composição ferro e zinco. 

Essa enzima é responsável por transformar o O2
-
 em O2 e H2O2. Muitas espécies do gênero 

Bacteroides possuem o gene katB que codifica uma catalase. Sabe-se que mutantes para esse 

gene possuem maior sensibilidade ao H2O2 do que a cepa parental (Rocha e Smith, 1997). A 

catalase de B. fragilis é um homodímero que contém um grupo heme por enzima. Sua 

principal função é impedir a formação de H2O2e,para isso, ela catalisa uma reação que 

transforma o H2O2 em H2O e O2(Brioukhanov e Netrusov, 2004). Ainda no combate aos 

peróxidos, há a enzima alquil hidro-peróxido redutase, que está relacionada ao combate a 

peróxidos orgânicos e é composta por duas subunidades, AhpC, que possui atividade de 

peroxidase, e AhpF, que possui atividade de flavoproteína e usa NADH e NADPH como 

doadores de elétrons. Há evidências de que AhpC possua uma maior importância na 

resistência ao estresse oxidativo, uma vez que quando essa subunidade é deletada a 

sensibilidade ao H2O2aumenta (Rocha e Smith, 1999). Para evitar a formação de radicais 

livres e prevenir que o ambiente celular se torne tóxico, é feito o controle de metais 

intracelulares como o ferro por proteínas da família das ferritinas que removem excesso de 

ferro ferroso (Fe
2+

) do citoplasma prevenindo, assim, danos decorrentes do radical hidroxila 

produzido a partir da oxidação do ferro pelo H2O2 (Betteken, Rocha e Smith, 2015).  

Um dos mecanismos celulares que são alterados poucos minutos após a exposição ao 

oxigênio é o balanço redox tiol/dissulfeto com geração de ROS a partir da oxidação de 

grupamentos tiol. O ambiente intracelular reduzido é mantido pela presença de proteínas 

redox, como as tiorredoxinas (Trxs) e as glutarredoxinas (Grxs). Essas proteínas são pequenas 

tiol/dissulfeto oxidorredutases que atuam no balanço tiol/dissulfeto e estão relacionadas a 

vários processos biológicos, entre eles, o combate ao estresse oxidativo, reduzindo ligações 

dissulfeto produzidas pela oxidação de cisteínas, e também promovendo a eliminação de 

ROS. A redução intracelular dessas pontes dissulfeto é mediada por NADPH, que funciona 
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em conjunto com uma tiorredoxina redutase (TrxB) na conversão de Trx oxidada na sua 

forma reduzida. As Trx estão mais associadas à eliminação de peróxidos gerados 

internamente, mas também atuam contra o O2. Esse mecanismo é essencial para a adaptação e 

aerotolerância de microrganismos anaeróbios em ambientes oxidados (Herren, Rocha e Smith, 

2003; Rocha, Tzianabos e Smith, 2007). Outro mecanismo utilizado pela célula é o reparo de 

DNA por meio de excisão de bases através da ação de endonucleases e glicosilases. Durante o 

estresse oxidativo pode haver muitas alterações na configuração de componentes celulares 

como os aminoácidos. A metionina é um aminoácido que possui muita facilidade em ser 

oxidada formando sulfóxido de metionina. O B. fragilis possui um mecanismo de reparo que é 

a expressão do gene msrAque codifica a proteína sulfóxido de metionina redutase que vai 

levar a redução do sulfóxido de metionina. As chaperonas também fornecem um mecanismo 

de correção do enovelamento de proteínas durante a REO (Sund et al., 2008).  

 

1.4 Família de reguladores LysR  

A família de reguladores transcricionais LysR é composta de reguladores bem 

caracterizados que são bastante conservados entre bactérias e possuem ortólogos tanto em 

arqueas quanto em eucariotos. LysR é o ativador transcricional de lysA, um gene que codifica 

uma diaminopimelato descarboxilase importante na biossíntese de lisina.Esse regulador vem 

sendo objeto de estudo a nível molecular tornando-o o regulador mais bem caracterizado da 

família. Hoje, essa é uma das maiores famílias de proteínas ligantes de DNA descrita em 

procariotos, possuindo 800 membros identificados com base na sequência de aminoácidos 

(Schell, 1993; Maddocks e Oyston, 2008). Os reguladores transcricionais do tipo LysR 

(LTTR) são reguladores globais que podem atuar como ativador ou repressor de um único 

gene ou de um operon.  

Os genes regulados por esses reguladores podem estar relacionados às mais diversas 

funções como metabolismo, divisão celular, quorum sensing, virulência, motilidade, fixação 

de nitrogênio, resposta ao estresse oxidativo, produção de toxinas, adesão e secreção entre 

outros(Kovacikova e Skorupski, 1999; Deghmane et al., 2000, 2002; Cao et al., 2001; Kim et 

al., 2004; Russell et al., 2004; Byrne et al., 2007; Lu, Takeuchi e Sato, 2007; Sperandio et al., 

2007; Maddocks e Oyston, 2008).Na estrutura dos LTTRs a região C-terminal, que atua como 

cofator e a região N-terminal,que é uma estrutura no formato hélice-volta-hélice alada e que 
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proporciona a ligação ao DNA, estãopresentes em todas as proteínas da família LysR e em 

cerca de 95% das proteínas procariotas que se ligam ao DNA (Pérez-Rueda e Collado-Vides, 

2001; Huffman e Brennan, 2002; Aravind et al., 2005).A maioria dos reguladores 

transcricionais que possuem domínio de hélice-volta-hélice são classificados ou como 

ativadores ou como repressores transcricionais. Geralmente, os ativadores transcricionais têm 

como característica apresentarem o domínio hélice-volta-hélice no C-terminal, enquanto que 

os repressores apresentam esse domínio no N-terminal (Pérez-Rueda e Collado-Vides, 2000; 

Maddocks e Oyston, 2008). Os LTTRs formam um grupo distinto que foi denominado de 

regulador duplo, uma vez que o domínio hélice-volta-hélice está localizado no N-terminal 

desses reguladores e ainda assim eles exercem função de ativar ou reprimir a eles mesmos ou 

genes sob sua regulação.Os genes que codificam reguladores da família LysR são conhecidos 

por possuírem alto conteúdo G+C, isso se deve pela relação de Lisina e Arginina que é 

comum às proteínas LTTR. Várias LTTRs são encontradas em regiões transmissíveis do 

DNA, e a distinta porcentagem de G+C permitiu que LTTRs que foram adquiridas por 

transferência horizontal fossem identificadas dentro do genoma de muitas bactérias (Henikoff 

et al., 1988; Maddocks e Oyston, 2008). 

 

1.4.1 Regulador Transcricional OxyR 

O OxyR é um regulador transcricional da família de reguladores LysR que é sensível ao 

H2O2, esse regulador é geralmente encontrado em bactérias Gram-negativas, mas há 

ocorrência dele em algumas bactérias Gram-positivas (Mukhopadhyay et al., 2007; Oh, Shin e 

Roe, 2007). Assim como outros reguladores da mesma família, o OxyR possui um domínio de 

hélice-volta-hélice no N-terminal que se liga ao DNA, uma região de reconhecimento do co-

indutor, e um C-terminal que é importante para multimerização e ativação (Schell, 1993; 

Kullick et al., 1995a, b; Kona e Brinck, 2006; Wang et al., 2006). O OxyR funciona 

inicialmente como regulador global de resposta ao estresse causado por H2O2 que mantém os 

níveis de H2O2 interno em um limite seguro para a célula (Antelmann e Helmann, 2011) e 

também está envolvido na resposta celular à depleção de radicais tiol (Aslund et al., 1999). 

Em Escherichia coli, o regulon do OxyR possui mais de 20 genes, relacionados a 

detoxificação do H2O2(katE e ahpCF), biossíntese de grupamentos heme(hemH), reparo do 

centro Fe-S (sufA–E e sufS)entre outros (Dubbs e Mongkolsuk, 2012). OxyR também regula a 



13 
 

 
 

expressão de OxyS, um RNA regulador que integra o estresse gerado pelo H2O2 a diversas 

vias metabólicas da célula (Zhang et al., 1998; Gonzalez-Flecha e Demple, 1999).  

O OxyR foi inicialmente descrito como um ativador transcricional sob circunstâncias de 

oxidação que age diretamente com a subunidade α da RNA polimerase (Storz, Tartaglia e 

Ames 1990; Kullik et al., 1995b; Tao et al., 1995), mas OxyR também pode atuar em 

condições reduzidas, tanto como ativador quanto repressor (Christiman, Storz e Ames, 1989; 

Toledano et al., 1994; Seib et al., 2007; Zeller et al., 2007; Leva et al., 2008; Heo et al., 

2010). Em E. coli, o OxyR tetramérico se liga na região promotora 5’ do gene alvo numa 

sequência conservada. O OxyR em sua forma oxidada e em sua forma reduzida possuem 

estado de conformação diferentes que pode alterar o modo como ele se liga ao DNA 

(Toleddano et al., 1994). Essas mudanças dependentes do estado redox da célula também 

podem interferir na afinidade por diferentes promotores e também na interação com a RNA 

polimerase (Storz, Tartaglia e Ames, 1990; Tartaglia et al., 1992; Toledano et al., 1994). A 

sensibilidade ao H2O2 ocorre pela oxidação de um resíduo de cisteína do OxyR. Em E. coli a 

concentração de H2O2 intracelular é de cerca de 20 nM, nesse caso OxyR se encontra 

reduzido, quando os níveis intracelulares de H2O2 alcançam cerca de 100 nM, concentração 

abaixo do valor que inibe crescimento que é cerca de 2 µM, o OxyR sofre uma rápida 

oxidação (Gonzlez-Flecha e Demple, 1997; Seaver e Imlay; 2001). O OxyR é novamente 

reduzido por glutaredoxinas 1 que usam elétrons provenientes da redução de glutationas 

(Zheng, Aslund e Storz, 1998; Aslund et al., 1999; Tao, 1999). OxyR não responde a um co-

indutor clássico, sua ativação depende de uma alteração redox que modifica sua conformação 

e afinidade com o DNA. Mais especificamente, o OxyR na presença de H2O2, através da 

formação de uma ponte dissulfeto transiente, vai ter sua oligomerização alterada. Na forma 

reduzida o OxyR é dimérico, ocupando duas regiões de ligação do DNA, quando está oxidado 

ele passa a ter uma conformação tetramérica que ocupa quatro regiões de ligação do DNA 

(Kullik et al., 1995 a, b). A oxidação de OxyR também influencia a interação com a RNA 

polimerase na região promotora, levando ao inicio da transcrição. A determinação de sua 

estrutura mostrou a presença de cisteínas redox-ativas nas subunidades RD1 e RD2 (Zaim e 

Kierzek, 2003). Estudos mutagênicos mostraram que há resíduos conservados que são 

importantes para a ligação do regulador ao DNA, a mutação nesses resíduos leva a perda 

dessa habilidade. Para o OxyR as mutações que levam a esse fenótipo são T31M e S33N 

(Kullik et al., 1995 a; Lochowska et al., 2004).  
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O mecanismo exato pelo qual ocorre a oxidação de OxyR ainda está sendo investigado, 

mas foram propostos dois modelos para esse evento. No primeiro, a oxidação do OxyR de E. 

coliocorre pela formação de uma ponte dissulfeto entre dois resíduos de cisteína C199 e C208 

(Zheng, Aslund e Storz, 1998; Tao, 1999; Lee et al., 2004). A ativação se dá por oxidação em 

dois passos, onde o H2O2 reage com o íon tiolato da cisteína C199 formando ácido sulfênico. 

Essa cisteína então reage com o grupo sulfidrila da cisteína C208 formando uma ponte 

dissulfeto (Lee et al., 2004). Isso resulta numa mudança conformacional alterando a 

associação entre as subunidades do tetrâmero, que por consequência altera as propriedades de 

ligação do DNA e permite uma interação eficiente entre OxyR e RNA polimerase (Zheng, 

Aslund e Storz, 1998; Tao, 1999; Choi et al., 2001). A segunda hipótese sugere que a 

modificação apenas no resíduo C199 já é suficiente para ativar OxyR sem a formação de 

ponte dissulfeto (Kim et al., 2002).  

Uma segunda classe estrutural de OxyR que contém apenas um resíduo de cisteína redox 

ativa foi encontrada em Deinococcus radiodurans(Chen et al., 2008; Yin et al., 2010). Duas 

novas proteínas DrOxyR e DrOxyR2 foram encontradas nesse microrganismo, cada uma 

contém um resíduo de cisteína que correspondem ao resíduo C208 de E. coli, ambas as 

proteínas possuem resíduos conservados que estão relacionados à ligação do DNA, ativação e 

multimerização (Kullik et al, 1995b; Wang et al., 2006). Apesar de os resíduos necessários 

para formação de ácido sulfênico não terem sido observados nessa espécie, a complementação 

de mutantes de E.coli para o resíduo C208 com DrOxyR pode ser realizada, mostrando que há 

similaridades entre os dois reguladores (Chen et al., 2008).  

 

1.4.2 OxyR e B. fragilis 

OxyR é uma proteína de 34,4 kDa de forma tetramérica. A detecção de OxyR em B. 

fragilis pela primeira vez ocorreu após a identificação de uma cepa resistente ao peróxido e 

que superexpressava KatB, AphC e Dps (Rocha e Smith, 1998; Rocha, Owens e Smith, 

2000). A deleção de OxyR tanto na cepa selvagem quanto na cepa resistente levou ao 

aumento na sensibilidade ao H2O2, demonstrando assim, que o OxyR é responsável pela 

resistência ao H2O2 em B. fragilis(Rocha, Owens e Smith, 2000).  
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Em B. fragilis, o regulon OxyR é um dos primeiros a ser ativado e atua na manutenção da 

resposta aguda contra o estresse oxidativo. Esse regulon é composto por quatro unidades 

transcricionais: katB, ahpCF, dps e tpx que codificam enzimas que vão rapidamente eliminar 

a maior parte do peróxido, enquanto dps auxilia no controle de ferro que pode reagir com 

H2O2e formar HO
-
. Esse regulon tem uma indução significativa quando há exposição a 10 μM 

de H2O2, e tem sua máxima expressão quando exposto a 100 μM da mesma substância 

(Herren, Rocha e Smith, 2003). O regulon OxyR de B. fragilis possui algumas similaridades 

com regulons de resposta ao H2O2 em outras espécies, por exemplo, em E. coli, katG, dps e 

ahpCF são controlados por OxyR.Além de ser de extrema importância para o controle do 

estresse oxidativo em B. fragilis, o OxyR também é importante para a formação de abscessos. 

Mutantes em OxyR tiveram sua capacidade de formar abscessos diminuída quando 

comparadas à cepa selvagem.Isso mostra que a atuação de OxyR se estende a proteção contra 

peróxidos externos à célula, como aqueles liberados por células fagocíticas do sistema imune 

(Sund et al., 2008). 

Diferente do que acontece em E. coli, onde o OxyR se autorregula tanto em sua forma 

reduzida quanto oxidada, em B. fragilis isso não parece acontecer. Aparentemente, nessa 

espécie, esse regulador é expresso constitutivamente, com a presença de um nível basal 

mesmo na ausência de estresse oxidativo (Christman, Storz e Ames, 1989; Tao et al., 1991; 

Rocha, Owens e Smith 2000). 

Apesar de sua importância, o regulador OxyR não é o único relacionado a resposta ao 

estresse oxidativo. Em 2008, Sund e colaboradores através da análise do transcriptoma do 

B. fragilis observaram a presença de um gene putativo que tinha sua expressão aumentada 

mesmo quando o OxyR era inativado (Sund et al., 2008). Em 2013, Teixeira e colaboradores 

caracterizaram este regulador como pertencente à família de reguladores transcricionais 

MarR, e o denominaram BmoR (Bacteroides MarR-like oxidative stress regulator) (Teixeira 

et al., 2013).  

 

 

1.5 Família de Reguladores Transcricionais MarR 
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Os reguladores pertencentes à família MarR estão presentes em bactérias e arquease 

estão envolvidos em diversos processos celulares como expressão de fatores de virulência, 

vias metabólicas, resposta ao estresse oxidativo, degradação e exportação de compostos 

nocivos como os compostos fenólicos, múltiplos antimicrobianos, detergentes entre outros 

(Perera e Grove, 2010).  

MarR foi primeiramente descrito em E. colie Salmonella enterica sorovarTyphimurim. 

Em E. coli foi descrito como componente do locus marRABonde atua regulando 

negativamente a expressão desse operon. Em ambas as espécies, o lócus de múltipla 

resistência a antibióticos(mar) é constituído de duas unidades transcricionais que são marC e 

marRABflanqueando o operador marO. O gene marCcodifica uma proteína de membrana e 

marRAB codifica o repressor MarR, o ativador MarA, e uma proteína MarB(Figura 1) 

(Alekshun e Levy, 1997). 

 

Figura 1: Organização do lócus marem E. coli. Em E. colié composto por duas unidades: 

marC e marRAB. O repressor marR se liga ao promotor marO regulando negativamente a 

expressão de marRAB. marA se liga ao promotor marO regulando positivamente marRAB. 

marC tem sua expressão coordenada por um promotor diferente. Adaptado com permissão de 

Teixeira, 2012. 

 

 

O gene marC é transcrito de modo divergente ao operon marRAB(Figura 1)e foi visto 

que o promotor de marC não possui sítios de ligação para MarR, logo, não tem sua 

transcrição reprimida por este repressor. Foi demonstrado que a deleção de marC não afeta a 

susceptibilidade da célula em relação a antimicrobianos de diversas classes, portanto, foi 

sugerido que marC não seja classificado como  gene de resistência a múltiplas drogas 

(McDermott et al., 2008).MarC possui homólogos em outras espécies como S. typhimurium e 

Methanococcus jannaschii(Alekshun e Levy, 1997).  
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O gene marRcodifica o repressor de marRABe, na ausência de uma molécula indutora, 

MarR regula negativamente a transcrição do lócus ao se ligar no promotor marO. Já foi visto 

que a região N-terminal de MarR é essencial para sua característica de repressor, uma vez que 

ao deletar 19 aminoácidos de sua sequência,esta capacidade é perdida. A estrutura do MarR 

consiste em um dímero (Figura 2) no formato hélice-volta-hélice alada que se liga ao DNA 

para controlar vários processos biológicos. Já foram identificadas cerca de 12.000 proteínas 

homólogas a MarR, sendo que destas, aproximadamente, 100 já foram estudadas quanto a seu 

papel fisiológico (Perera e Grove, 2010).  

 

Figura 2: Representação da estrutura secundária e eletrostática de MarR em E. coli.A, 

Representação do dímero MarR em fita. B, Representação eletrostática da superfície do 

dímero MarR. Fonte: Alekshun et al., 2001. 

 

 

MarA é um fator de transcrição que ativa a expressão do operon marRAB e regula a 

expressão de mais de 60 genes cromossômicos. Muitas cepas de E. colide origem clínica 

albergam o gene marA e a expressão constitutiva desse regulador está ligada diretamente a 

resistência a antimicrobianos, especialmente às fluoroquinolonas. Foi o primeiro regulador 

global descrito que está relacionado à resistência intrínseca a múltiplas drogas (Alekshun et 

al., 2001; Ruiz e Levy, 2010). MarA é composta de sete α-hélices que são organizadas em 

dois subdomínios de estruturas similares. Esses dois subdomínios interagem entre si através 

de ligações de ponte de hidrogênio e forças de Van der Waals. A proteína MarA se liga ao 

DNApor inserção de hélices próximo a região do sulco maioronde os eixos das hélices de 

reconhecimento estão quase paralelas as bases do DNA (Rhee et al., 1998).Assim como 

A B 
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MarR, MarA possui homólogos em diversos gêneros bacterianos e de arqueas (Alekshun e 

Levy, 1997).  

MarB é uma proteína periplasmática que tem a capacidade de inibir MarA, mais 

especificadamente a formação de seus transcritos, mas também podeatuar na estabilidade 

destes (Vinué, McMurry e Levy, 2013).O modo como MarB atua ainda não está elucidado, 

mas estima-se que há dois meios pelos quais essa proteína possa atuar.O primeiro seria a 

emissão de um controle indireto provavelmente através de sinal químico que alteraria direta 

ou indiretamente a atividade de reguladores citoplasmáticos do operon marRAB. Outra forma 

seria aatuação em conjunto com outra proteína periplasmática ou membranar para criar um 

sinal ou responder a um estresse (Vinué, McMurry e Levy, 2013). 

 

1.5.1 MarR e B.  fragilis  

 

 Diversas proteínas homólogas à proteína MarR já foram descritas em diversas espécies 

bacterianas. Em Pseudomonas aeruginosa, por exemplo,há a proteína MexR que regula 

negativamente o operon responsável por codificar uma bomba não ATPase de efluxo a 

múltiplos substratos e que está relacionada a resistência intrínseca a múltiplas 

drogas.Neisseria gonorrhoeae possui FarR que medeia a resistência a antimicrobianos 

hidrofóbicos (Lee et al., 2003).Xanthomonas campestris possui OhrR que 

está envolvida na proteção a peróxidos orgânicos (Sukchawalit et al., 2001; Mongkolsuk et al.

, 2002).Bacillus subtilis possui o mesmo regulador que X. campestris, porém ao contrário 

dessa espécie, em B. subtilis o gene que codifica essa proteína não se auto-regula(Fuangthong 

et al., 2001; Fuangthong and Helmann, 2002). Uma das primeiras espécies,assim como E. 

coli, a ter a família MarR descrita foi S. Typhimurium.O regulador SlyA é um homólogo para 

a família MarR de S.Typhimurium e funciona tanto como repressor quanto ativador, 

regulando sua própria expressão e de mais 23 genes, incluindo os que estão envolvidos com a 

resposta ao estresse oxidativo e resistência a antimicrobianos (Wilkinson e Grove, 2006). 

Outros exemplos em patógenos humanos são a proteína RovA deYersinia enterocolitica e 

Yersinia pseudotuberculosis(Revell e Miller, 2000; Nagel, Lahrz e Dersch, 2001) e MgrA 

deStaphylococcus aureus (Ingavale et al., 2005). Os homólogos da família MarR também 

estão presentes em patógenos de plantas como a proteína PecS de Dickeya 
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dadantii(Reverchon, et al., 2002) e em bactérias do solo como a proteína ExpG da fixadora de 

nitrogênio Sinorhizobium meliloti(Becker et al., 1997; Rüberg, Pühler e Becker, 1999; Bartels 

et al., 2003). 

Diversas respostas a estímulos ambientais são controladas pelos homólogos 

pertencentes à família de reguladores transcricionais MarR, entre elas a resposta ao estresse 

oxidativo. A resposta gerada por proteínas pertencentes à família MarR são independentes do 

regulador OxyR (Sukchawalit et al., 2001; Perera e Grove, 2010), demonstrando que existem 

outras vias para os microrganismos reagirem a situações como essa. Muitos homólogos de 

MarR possuem resíduos de cisteína sensíveis à oxidação que estão presentes no C/N terminal 

das hélices que compõem a proteína. Aparentemente essas cisteínas atenuam a ligação de 

repressores da família MarR ao DNA quando sob estado de estresse oxidativo. Resíduos de 

cisteína presentes em proteínas como MgrA e SarZ de S. aureus e OhrR de X. campestris, por 

exemplo, são oxidados a ácido sulfênico, que sofre reação com moléculas de tiol gerando 

pontes dissulfeto entre elas. Essa oxidação de cisteínas leva a uma mudança na conformação 

da proteína reduzindo a ligação ao DNA e por consequência leva a expressão do regulon 

emquestão permitindo que as proteínas codificadas por esses regulons atuem em reposta ao 

estresse (Perera e Grove, 2010). 

Em 2009, Rungrassamee e colaboradores caracterizaram um regulador pertencente à 

família MarR em P. aeruginosa chamado de PqrR,que possui um grupamento de ferro-

enxofre formado por quatro resíduos de cisteína. Esse grupamento está conservado em 

diversos homólogos de MarR, sugerindo que proteínas do tipo MarR possam conter esse 

grupamento ferro-enxofre e que estes sejam sensíveis ao estresse oxidativo (Rungrassamee et 

al., 2009; Perera e Grove, 2010).  

Em B. fragilis já foi descrito um homólogo da família MarR, o BmoR 

(Teixeira et al., 2013). Foi visto que esse regulador tem sua expressão aumentada em quase 

cinco vezes em condições de estresse oxidativo quando comparada a condições normais, a 

comparação também foi observada com relação a mutantes do regulador OxyR onde a sua 

expressão foi um pouco maior que cinco vezes (Sund et al., 2008). Já se sabe também que a 

inativação deste gene leva ao aumento da sensibilidade ao oxigênio atmosférico e ao H2O2 em 

B. fragilis. O aumento da expressão do gene bmoR independente do regulador OxyR, indica 

que o BmoR possui um regulon distinto, mas os genes que são regulados por este repressor 

ainda não foram totalmente elucidados (Teixeira et al., 2013). A capacidade de regular 
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genesque estejam relacionados ao combate dos efeitos causados pelo estresse oxidativo é 

importantíssima para bactérias como o B. fragilis,que possui propriedades patogênicas e que 

se encontram em ambientes com poder oxidativo maior que podem atrapalhar a colonização e 

a perpetuação de quadros infecciosos.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

B. fragilis é um microrganismo muito versátil.Esta bactéria, que faz parte da microbiota 

humana, é também um patógeno em potencial que pode vir a causar doenças ao seu 

hospedeiro. Este microrganismo é dotado de muitos fatores de virulência, que o ajudam a 

sobreviver no ambiente do trato gastrointestinal, porém, quando há uma ruptura de barreiras 

teciduais e este microrganismo se vê em ambientes naturalmente oxidados como o peritônio,é 

necessário que ele se adapte a essas novas condições. Nesse ambiente, o microrganismo 

também se encontra enfrentando o mecanismo de defesa do organismo, como macrófagos 

queutilizam a geração de radicais de oxigênio como uma maneira de combater o agente 

causador da infecção. Já se sabe que a aerotolerância do B. fragilis é um dos principais 

mecanismos que parece contribuir para esta adaptação, o que culmina na sua perpetuação em 

quadros infecciosos que ocorrem em locais onde microrganismos anaeróbios geralmente não 

tem a capacidade de se manter. A regulação gênica de mecanismos de resistência ao estresse 

oxidativo deve ser minuciosa para que todos os mecanismos de defesa da bactéria resultem na 

sua sobrevivência. Já se sabe que o regulador OxyR é um dos primeiros mecanismos ativados 

pela célula para eliminar e prevenir a formação de radicais oxidativos, atuando principalmente 

contra o H2O2 (Sund et al., 2008).  

Trabalhos anteriores do grupo do Laboratório de Biologia de Anaeróbios, mostraram que 

o regulador BmoR está relacionado a regulação da resposta ao estresse oxidativo causado pelo 

oxigênio atmosférico e pelo H2O2e que mutantes para esse gene apresentam maior 

sensibilidade frente a esses agentes e tem uma taxa de recuperação de crescimento menor 

após a exposição a eles (Teixeira et al., 2013). Devido ao aumento da resistência do B. fragilis 

aos atuais antimicrobianos utilizados para o tratamento de infecções causadas por este 

microrganismo, assim como o número de cepas multirresistentes, deve-se buscar outras 

maneiras de intervir no processo de infecção por esta bactéria. Tendo em vista que a 

sobrevivência ao estresse oxidativo em B. fragilis é eficiente e importante durante processos 

infecciosos, os mecanismos que permitem essa sobrevivência se tornam alvos interessantes 

para o desenvolvimento de novos métodos de intervenção e controle de infecções. Portanto, 

este trabalho visa caracterizar com mais afinco a relação entre os reguladores OxyR e BmoR e 

a relação de ambos com a resistência ao estresse oxidativo em B. fragilis, focando 
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principalmentena caracterização fenotípica de cepas de B. fragilis que contenham ou não 

esses reguladores.  
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3. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o papel dos reguladores transcricionais OxyR e 

BmoR e características fenotípicas de cepas de Bacteroides fragilis. 

As metas específicas deste estudo são: 

1. Pesquisar a presença dos genesbmoR eoxyRatravés do PCR específico e correlacionar 

a sua presença à susceptibilidade a exposição ao oxigênio e peróxido de hidrogênio em 

cepas de B. fragilis; 

2. Avaliar o impacto dos genesbmoRe oxyR para a sobrevivência de B. fragilis frente a 

macrófagos peritoneais e medulares através de análises comparativas de cepas 

selvagens e mutantes; 

3. Avaliar a relevância de bmoRe oxyRna capacidade de B. fragilis induzir abscessos 

peritoneais em camundongos C57BL/6 através de análises comparativas de cepas 

selvagens e mutantes. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Cepas bacterianas e condições de cultivo 

 

Para cultivo das cepasde B. fragilisde diferentes origens pertencentes a coleção de 

cultura do Laboratório de Biologia de Anaeróbios (Tabelas 1, 2 e 3) foi utilizado o caldo 

Brain Heart Infusion (BHI) pré-reduzido e esterilizado anaerobicamente (PRAS) 

suplementado com menadiona (10 g/mL – Sigma) e hemina (0,5 mg/mL – Sigma) 

(Jousimies-Somer et al., 2002) sob fluxo de CO2. As cepas foram incubadas em estufa a 

37 °C por 24 h. Com o auxílio da alça bacteriológica, o cultivo bacteriano foi semeado em 

placas de Petricom meio BacteroidesBile Esculina (BBE) contendo gentamicina (100 μg/mL). 

O objetivo foi caracterizá-las parcialmente, uma vez que este meio possui em seus 

componentes a esculina que, quando degradada gera um composto chamado de esculetina que 

reage com o ferro presente no meio, formando um precipitado negro. Este também possui bile 

a qual o Bacteroides é intrinsicamente resistente, e ainda o antibiótico ao qual sabe-se que o 

B. fragilis é resistente. As amostras foram incubadas a 37ºC em câmara de anaerobiose(80% 

de N2; 10% de H2; 10% de CO2) por 24 h(Jousimies-Somer et al., 2002; Ferreira, Domingues 

e Uzeda, 2003). As cepas foram analisadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF) com 

o objetivo de ter a identidade do microrganismo confirmada. Em seguida, as amostras foram 

inoculadas em caldo BHI sob fluxo de CO2 e incubadas a 37°C por 24 h, com o objetivo de 

mantê-las viáveis para os experimentos, em seguida foram centrifugadas (10.000 x g / 5 min) 

e o sedimento de célulasfoi suspendidoem caldo Lysogeny Broth(LB) com 20% de glicerol 

para manter um estoque viável que foi congelado a -80ºC. 

O cultivo das cepas mutantes de B. fragilis foi realizado em caldo BHI (PRAS), 

suplementado com menadione (10 g/mL) e hemina (0,5 mg/mL) (Jousimies-Somer et al., 

2002) sob fluxo de CO2, porém, para cada cepa foram adicionados os antibióticos necessários 

para a sua seleção (Tabela 4). As amostras foram incubadas em estufa a 37°C por 24 h em 

anaerobiose.  
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Amostra Origem Ano de isolamento 

ATCC 25285 Abscesso - 

SBF1 Abscesso 1997 

SBF2 Pus 1997 

SBF3 Fenda operatória 1994 

SBF6 Bacteremia 2005 

SBF7 Pus 2003 

SBF10 Otite média crônica 1984 

SBF11 Diarreia - 

SBF13 Bacteremia 2000 

SBF14 Osteomielite 1988 

SBF15 Abscesso 1981 

SBF16 Liquido ascítico 2002 

SBF17 Bacteremia 2000 

SBF18 Clínico 2006 

SBF19 Bacteremia 2015 

SBF20 Bacteremia - 

SBF22 Bacteremia 2000 

SBF25 Liquido ascítico 2002 

SBF26 Clínico 2006 

SBF27 Bacteremia 2006 

638R Bacteremia - 

(-) Não consta em nosso banco de dados 

Tabela 1: Cepas de B. fragilis isoladas de processos infecciosos. 
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Tabela 2: Cepas de B. fragilis isoladas da microbiota de indivíduossaudáveis. 

Amostra Origem Ano de isolamento 

SBF4 Microbiota fecal de indíviduo saudável 1997 

SBF8 Microbiota fecal de indíviduo saudável - 

SBF9 Microbiota fecal de indíviduo saudável 1980 

SBF12 Microbiota fecal de indíviduo saudável 2001 

SBF21 Microbiota fecal de indíviduo saudável 1980 

SBF24 Microbiota fecal de indíviduo saudável 2000 

 

 

 

Tabela 3: Cepas de B. fragilis isoladas do ambiente. 

 

 

Tabela 4: Cepas de B. fragilis mutantes. 

Mutação Característica Referência 

ΔBmoR RIF
r
, CFX

r
 Teixeira, 2016 

ΔOxyR RIF
r
, TET

r
 Teixeira, 2016 

ΔBmoRΔOxyR RIF
r
, CFX

r
, TET

r
 Teixeira, 2016 

  

 

 

Amostra Origem Ano de isolamento  

SBF5 Água de poço artesiano 1996 

SBF23 Água de poço artesiano 1997 

RIF
r
: resistente à rifampicina; CFX

r
: resistente à cefoxitina; TET

r
: resistente à tetraciclina; 

(-) Não consta em nosso banco de dados 
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4.2 Obtenção de DNA e avaliação da presença dos genesbmoRe oxyRem cepas de B. 

fragilis 

A obtenção de DNA das amostras de B. fragilis foi feita por lise térmica, segundo 

Assumpção (2013) com algumas modificações e pela técnica de extração por lise de sacarose 

segundoSambrook, Fritsch e Maniatis (1989)com algumas modificações. Para a obtenção por 

lise térmica, um mililitro e meio de uma amostra crescida em caldo BHI por 24 h a 37ºC em 

anaerobiose foi centrifugado (16.000x g/2 min), o sobrenadante foi descartado e omaterial 

precipitado foi lavado com 150L de água HPLC. Em seguida, a amostra foi novamente 

centrifugada nas mesmas condições, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado 

foi suspendido em 150 L de água HPLC. A amostra foi colocada em água fervente por 5 

min, em seguida, colocada em gelo por 5 min, após repetir a incubação em água fervente e em 

gelo, a amostra foi centrifugada (10.000 xg /10 min). Após a centrifugação, foi coletado o 

sobrenadante com o DNA obtido. Para a obtenção do DNA pela técnica de lise de sacarose, 

foram centrifugados (3.500x g /10 min) um mililitro e meio de uma amostra crescida em 

caldo BHI por 24 h a 37 ºC em anaerobiose, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

suspendido em 300 µL de tampão de lise de sacarose(sacarose 0,75 M; EDTA 10 mM; Tris 

50 mM, pH 8,0).Em seguida, a suspensão foi incubada a 37 ºC / 10 min e foram adicionados 

20 μL de SDS (dodecil sulfato de sódio) a 20% em TE (Tris-EDTA; Tris 10 mM, EDTA 1 

mM), os microtubos foram agitados manualmente e incubados em temperatura ambiente por 5 

min. Após a incubação, foi adicionado 1µL de RNase (10 mg/ mL; Invitrogen) e fez-se uma 

incubação por 10-20 min em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 300 µL de 

fenol saturado em TRIS e 300 µL de clorofórmio-isoamílico (24:1), depois o conteúdo dos 

microtubos foi agitado em vortéx. Os microtubos foram centrifugados (3.500 x g /10 min) e a 

fase aquosa superior foi transferida a um novo microtubo. Em seguida, adicionou-se acetato 

de potássio 5 M correspondente a 0,1x do volume total e, etanol P.A gelado correspondente a 

2,5x o volume total. Incubou-se a - 20 ºC por 20 min e centrifugou-se (3.500 xg /15 min), 

descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado e novamente 

foi centrifugado (3.500 xg / 10min). O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram 

deixados secando para evaporar qualquer resquício de etanol. Em seguida, o precipitado foi 

suspendido em 50 μL de tampão TE.  

 Com o DNA extraído, foi realizado aPCR para confirmar a presença dos genesbmoRe 

oxyR nas amostras. Para investigar a presença de bmoRfoiutilizado o par de iniciadores 
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MarR3, cuja sequência é Foward: 5’ TGG CGT TTG TCT ACT TCA CC3’ eReverse: 

5’AAT GGT GCT ATG TGC GTT3’. O ciclo utilizado para este experimento foi: 

desnaturação inicial a 94ºC/4 min, 35 ciclos de desnaturação a 94ºC/30 s, anelamento a 

50ºC/30 s, extensão a 72ºC/2 min,extensão final a 72ºC/10 min. Para investigar a presença de 

oxyR foi utilizado o par de primers OxyR cuja sequência éFoward: 5’ GGC CCG TAA GAT 

TCT TTC GG 3’ e Reverse: 5’ CGT CGG TAA CAC TGC CAA TC 3’ que geram um 

fragmento de 100 pb. O Ciclo utilizado para este experimento foi: desnaturação inicial a 95 

ºC/4 min, 30 ciclos de desnaturação a 94 ºC/20 s, anelamento a 48 ºC/20 s, extensão a 68 ºC/1 

min,extensão final a 68 ºC/10 min.Ambas as reações foram realizadas em termociclador 

Mastercycler® nexus da Eppendorf. Em seguida, foi realizada uma eletroforese em gel de 

agarose a 1% para analisar o produto da PCR.A eletroforese foi realizada a 100 V por 

aproximadamente 25 min. A marcação utilizada para visualizar o resultado foiGelRed500X 

(Bioscience)e o gel foi observado em transiluminadorMiniBis Pro da Bio-Imaging Systems 

por luz ultravioleta. Como controle positivo de ambas as realções de PCR foram utilizadas as 

cepas ATCC 25285 e 638R que sabe-se possuir ambos os genes.  

 

4.3 Teste de tolerância ao estresse oxidativo: difusão de O2 em meio semissólido 

 Este teste foi realizado segundo Rocha, Tzianabos e Smith (2007), com algumas 

modificações. Uma alíquota de 200 L de uma cultura de B. fragiliscrescida por 24 h em 

caldo BHI a 37ºC em anerobiose foiinoculada em5 mL de BHI semissólido sem cisteína, 

contendo 0,5% de ágar a 40°C em tubos 10x70 mm. Os tubos foram incubados a 37°C por 24 

h em aerobiose. A área do topo do ágar até a borda do crescimento bacteriano visível foi 

medida e considerada a zona de inibição do crescimento pelo oxigênio (Figura 3). O teste foi 

realizado em triplicata e foi utilizada a cepade B. fragilisATCC 25285 como controle e a 

análise dos resultados foi realizada em comparação a média total e em comparação a cepa 

controle.  

 

 

 

 Zona de Inibição 
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4.4 Teste de resistência ao estresse oxidativo: disco difusão de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 3% 

 Este teste foi realizado segundo Sund e colaboradores (2008), com algumas 

modificações. As cepas foram cultivadas em caldo BHI por 24 h a 37 °C em anaerobiose e 

depois foram semeadas com o auxílio de um swab em placas contendo o meio BHI com 1,5% 

de ágar sem cisteína. Dez microlitros de H2O2 a 3% foram aplicados em discos de filtro 

estéreis de 6 mm e colocados sobre o ágar. As placas foram incubadas emcâmara de 

anaerobiose por 48 h a 37 °C. Após a incubação, foi feita a comparação entre o diâmetro das 

zonas de inibição do crescimento entre cada cepa (Figura 4). O teste foi realizado em 

triplicata, a cepa de B. fragilisATCC 25285 foi utilizada como controlee a análise dos 

resultados foi realizada em comparação a média total e em comparação a cepa controle.  

 

 

 

 

 

 

4.5 Teste de sobrevivência do B. fragilis frente a macrófagos peritoneais e medulares 

Este teste foi realizado segundo Ferreira (2007) com algumas modificações. Inicialmente 

para a obtenção de macrófagos peritoneais foi injetado1 mL de tioglicolato a 3% no peritônio 

de camundongos C57BL/6 machos com idade entre 6-8 semanase após três dias estes 

camundongosforam sacrificados em câmara de CO2. Injetou-se3 mL de tampão fosfato-salina 

(PBS) 1X concentrado, em seguida, foi feita a homogeneização e a coleta de cerca de 2,5 mL. 

Figura 3: Representação gráfica do tubo contendo meio semissólido após o crescimento 

bacteriano. 

 

Figura 4: Representação esquemática do teste de disco-difusão com H2O2 a 3%. 

 

 



30 
 

 
 

O material coletado foi centrifugado (200x g / 5 min), o sobrenadante foi coletado e 

suspendido em meio Dulbecco’s modified eagle médium (DMEM) com 10% de soro fetal 

bovino inativado. As células foram contadas em microscópio invertido e semeadasem placas 

de 24 poços(TPP
®
),5x10

5
 células por poço. A placa foiincubada em estufa com 5% de CO2 a 

37 ºC por cerca de 18 h. Para a obtenção de macrófagos de medula óssea, ossos como bacia, 

fêmur e tíbia foram cortados e o conteúdo interno foicentrifugado. O precipitado é lavado e as 

células foram cultivadas em placas de Petri não tratadas para BMDM (macrófagos derivados 

de medula óssea) a 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 na presença de 30% de meio 

condicionado de células L929 com M-CSF em RPMI 1640 (Meio Roswell Park Memorial 

Institute) suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado, penicilina 100 mg/mL, 

estreptomicina 100 mg/mL e piruvato de sódio 1 mM. Após 3 dias de incubação, adicionou-se 

10 mL de meio novo, após 7 dias de incubação (final de diferenciação), as células foram 

plaqueadas em placas de 24 poços (10
6
 células por poço).  

Para o preparo da suspensão bacteriana, as amostras 638R, ΔBmoR, ΔOxyR e 

ΔBmoRΔOxyR foram cultivadas em BHI caldo por 24 h, a 37ºC sob anaerobiose. Em 

seguida,foram centrifugados 1,5 mL da cultura (16.000x g / 3 min), o sobrenadante foi 

descartado e o precipitadosuspendido em 200 μL de tampão Blanks[Solução de sais 200 mL 

(cloreto de cálcio anidro 200 µg/mL, sulfato de magnésio anidro 200 µg/mL ou sulfato de 

magnésio hepta-hidratado 48 mg/mL, fosfato bipotássio 1 mg/mL, fosfato monopotássio 

1 mg/mL, bicarbonato de sódio 10 mg/mL, cloreto de sódio 2 mg/mL), gelatina 0,8g, 

resazurina 1,6 mL, água destilada 200 mL]. Foirealizada a diluição das amostras para 

3x10
8 

UFC/mL correspondente a escala 1 de McFarland em 5 mL de tampão Blanks.  

Para a execução do teste, o meio presente nos poços foi descartado e substituído por 

300 μL da suspensão bacteriana em DMEM com 10% de soro fetal bovino inativado por 

poço. A placa foi incubada por 1 h em estufa com 5% de CO2 a 37ºC. Os poços foram lavados 

2 vezes separadamente com tampão PBS 1X que foi coletado. Esse lavado foi centrifugado 

(16.000x g / 3 min) e o sedimento formado foi suspendido em 300μLde tampão Blanks. 

Ambos os precipitados referentes as duas lavagens foram reunidos, diluídos e semeadosem 

ágar sangue suplementadocom hemina (0,5 mg/ mL) e menadiona (10 μg/mL)(Figura 5). 

Posteriormente, foi adicionado meio DMEM com 10% de soro fetal bovino em cada poço 

contendo metronidazol (200 μg/mL)para eliminar qualquer bactéria que não tenha sido 

fagocitada e que possa ter ficado após as lavagens. A placa foi incubada por 2 h em estufa de 
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CO2 a 37ºC. Os poços foram lavados com PBS e, em seguida, foifeita a lise das células com 

digitonina a 20nM em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino. Após 2 minos poços 

foram lavados 3 vezes com PBS 1X e em cada lavagem foi recolhido o sobrenadante. Esses 

sobrenadantes foram centrifugados (16.000 x g / 2 min) e suspendidos em 300 μL de tampão 

Blanks e depois foram semeados em ágar sangue suplementado. Para asemeadura em ágar 

sangue suplementado de todos os lavados do processo foram feitas gotas de 10μL da 

suspensão concentrada e das diluições (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 e 10
-4

) feitas a partir dela para cada 

amostra. Foramsemeados o inóculo, a primeira lavagem e o conteúdo lisado. Todas as placas 

foram incubadas a 37 ºC em anaerobiose por 48 h.  

O experimento seguiu as orientações do comitê de ética institucional e foi aprovado 

pelo CEUA (Comitê de Ética no uso de Animais do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil) sob inscrição IBCCF 132. 

 

 

 

 

 

4.6 Indução de abcessos peritoneais por B. fragilis em camundongos C57BL/6 

Esse experimento foi realizado segundo Coyne e colaboradores (2001) com algumas 

modificações. As amostras 638R, ΔbmoR , ΔOxyR, e ΔbmoRΔOxyR foram inoculadas em 

meio BHI caldo sob anaerobiose e incubadas a 37 °C por 24 h. Após o tempo esperado, foi 

feita uma diluição à 3x10
8 

UFC/mL correspondente a escala 1 de McFarland das amostras em 

tampão PBS 1X. Em seguida, essas amostras diluídas forammisturadas a um adjuvante, 

oconteúdo cecal estéril,emuma concentração final de 1x10
8
UFC/mL. Uma alíquota de 200μL 

contendo 1x10
8 

UFC/mL foi injetada no peritônio de camundongos C57BL/6 machos com 

idade entre 6-8 semanas. Após7 dias,foi feito o sacrifício dos animais em câmara de CO2para 

realizar a contagem dos abcessos formados. Os abscessos presentes no peritônio foram 

quantificados e medidos em milímetros, após a medida os abscessos foram classificados 

dentro de 5 grupos para a obtenção de um score: PP até 1mm (score 1), P até 2 mm ( score 2), 

0 -1 -2 -3 -4 

Figura 5: Representação da semeadura em gotas de 10 μL das alíquotas obtidas no teste de 

sobrevivência a macrófagos peritoneais e medulares. 
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M até 3 mm (score 3), G até 4 mm (score 4), e GG a partir de 4 mm (score 5).  A fórmula 

utilizada para a obtenção do score total foi: PP (n x 1) + P (n x 2) + M (n x 3) + G (n x 4) + 

GG (n x 5). O experimento seguiu as orientações do comitê de ética institucional e foi 

aprovado pelo CEUA (Comitê de Ética no uso de Animais do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil) sob inscrição IBCCF 132. 

 

4.7 Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa GraphPad 

Prism 7. Os dados foram analizados por Teste t de Student (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 
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5.1Detecção dos genesbmoRe oxyRem cepas de B. fragilis. 

 

Para avaliar a presença do gene bmoRe oxyR, foram analisadas amostras de B. 

fragilisde três origens: clínica, microbiota e ambiental. Na análise da presença de bmoRforam 

analisadas 28 amostras das quais20 das cepas eram provenientes de algum quadro clínico, 6 

foram amostras de microbiota de indíviduos saudáveis e 2 amostras ambientais. Dentre as 

amostras clínicas testadas, 50% apresentaram o gene bmoR, entre as amostras de microbiota, 

33,3% possuíam o gene. Dentre as amostras de origem ambiental 50% tinham o gene 

bmoR(Figura 6 A). Na análise da presença do gene oxyR, dentre as amostras clínicas, 80% 

possuíam o gene, dentre as de microbiota 66,6 % possuíam e, dentre as amostras do ambiente 

todas possuíam o gene oxyR(Figura 6 B).  

 

Figura 6: Detecção dos genesbmoR e oxyR em amostras de B. fragilis. A-Foi investigada 

apresença do genebmoR em 28 amostras: 20 de origem clínica; 6 de microbiota de indíviduos 

saudáveis e 2 do ambiente. A presença do gene não foi detectada em todas as amostras da 

espécie testadas.B-A mesma proporção de amostras foi analisada quanto a presença do gene 

oxyR,e assim como para o gene bmoR, este gene não parece ser encontrado de forma 

igualitária dentro da espécie.  

 

 

5.2Testede tolerância ao estresse oxidativo: difusão de O2 atmosférico em meio 

semissólido 

A B 
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A tolerância de cepas de B. fragilis ao O2 atmosférico foi analisada através da difusão 

de oxigênio em tubos contendo meio BHI semissólido. O ágar presente no meio permite a 

formação de um gradiente de concentração do O2 onde quanto mais perto da borda do meio, 

maior a concentração do O2. Entre as amostras testadas, 14 amostras se apresentaram mais 

resistentes ao O2(Figura 7; Tabela 5). Todas as amostras com excessão da amostra 

SBF1(p=1,673),ao serem comparadas com a cepa controle ATCC 25285 mostraram ter 

diferença significativa em seu resultado (p<0,05).A fim de determinar o perfil de tolerância 

dentro da população testada, também foi feita a comparação entre a zona de inibição de cada 

amostra e a média do grupo (9,14 mm).Quando comparadas a essa média, 14 amostras se 

mostraram mais tolerantes ao oxigênio, sendo as 11 mais tolerantes, todas de origem clínica e, 

12 amostras se mostraram mais sensíveis ao oxigênio. 
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Figura 7: Tolerância ao O2 atmosférico em meio semissólido. A zona de inibição do 

crescimento formada no ágar foi medida em milímetros e depois os resultados obtidos foram 

analisados por Teste T (p<0,05). Os asteriscos (*) indicam quais amostras quando comparadas 

como a média, apresentaram diferença significativa p<0,05, o triângulo(▲) indica quais 

amostras quando comparadas como a média, apresentaram diferença significativa p<0,01. 

Quando comparadas a média (9,14), 11 amostras se mostraram mais resistentes, sendo estas 

de origem clínica. Os resultados são a média do tamanho da zona de inibição em mm obtidos 

de um experimento em triplicata. 

Tabela 5: Cepas mais resistentes ao O2 quando comparadas à média do grupo 

Cepa Origem bmoR oxyR Média 

Clínica Microbiota Ambiental 

▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ 
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638R C + + 6,59 

SBF6 C + + 7,63 

SBF9 M + -   8,99 

SBF10 C - + 6,67 

SBF13 C - + 7,54 

SBF14 C - + 6,96 

SBF15 C + + 5,22 

SBF16 C + + 6,67 

SBF18 C + - 5,51 

SBF19 C - + 6,09 

SBF24 M - + 8,26 

SBF25 C - + 7,44 

SBF26 C - + 7,44 

SBF27 C - + 8,26 
C: Clínica; M: Microbiota; A: Ambiental; (+) A cepa possui o gene; (-) A cepa não possui o gene; Os valores 

apresentados representam a média de cada cepa em um experimento em triplicata; A s amostras que 

apresentaram diferença significativa (p<0,05) com relação à média estão escritas em vermelho. 

 

 

5.3Teste de resistência ao estresse oxidativo: disco-difusão de peróxido de 

hidrogênio a 3% 

A resistência de cepas de B. fragilis ao agente oxidante H2O2 a 3% foi medida por 

meio do teste de disco difusão. Algumas amostras se mostraram mais resistentes do que 

outras ao estresse causado pelo H2O2, e quando comparadas ao controle, a amostra ATCC 

25285, houvediferenças significativas(p<0,05) (Figura 8; Tabela 6). A fim de determinar o 

perfil de tolerância dentro da população testada, também foi feita a comparação entre o halo 

de sensibilidade de cada amostra e a média do grupo (46,29 mm). Quando comparadas a essa 

média,oito amostras se mostraram mais resistentes ao H2O2, entre elas, cinco eram de origem 

clínica, e seisamostras se mostraram mais sensíveis ao H2O2. 
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Figura 8: Resistência ao H2O2 a 3% por meio de disco difusão. Os asteriscos (*) indicam 

quais amostras quando comparadas com a média apresentaram diferença significativa p<0,05. 

O triângulo (▲) indicam quais amostras quando comparadas a média apresentaram diferença 

significativa p<0,01. Através dessa análise, oito amostras se mostraram mais resistentes ao 

H2O2 e seis amostras se mostraram mais sensíveis.Os resultados são a média do tamanho do 

diâmetro dos halos em mm obtidos de um experimento em triplicata. 

 

Tabela 6:Cepas mais resistentes ao H2O2 quando comparadas à média do grupo 

Cepa Origem bmoR oxyR Média 

SBF1 C + + 42,63 

SBF2 C + - 41,47 

SBF3 C + - 43,79 

SBF5 A + + 41,54 

SBF9 M + - 45,22 

SBF10 C - + 44,54 

SBF12 M - + 44,54 

SBF15 C + + 45,22 
C: Clínica; M: Microbiota; A: Ambiental; (+) A cepa possui o gene; (-) A cepa não possui o gene; Os valores 

apresentados representam a média de cada cepa em um experimento em triplicata; A s amostras que 

apresentaram diferença significativa (p<0,05)com relação à média estão escritas em vermelho.  

 

 

 

Clínica Microbiota Ambiental 
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5.4 Teste de sobrevivência do B. fragilis frente a macrófagos peritoneais e 

medulares 

As amostras que foram submetidas a macrófagos medulares não demostraram nenhuma 

diferença significativa quando comparadas ao controle selvagem (Figura 9A). O resultado 

obtido da análise do experimento com macrófagos peritoneais também não mostrou 

nenhumadiferença significativa para nenhuma das amostras mutantes quando comparados ao 

controle (Figura 9B). 

 

Figura 9: Sobrevivência de cepas mutantes de B. fragilis frente a macrófagos medulares 

e peritoneais.  Cepas mutantes de B. fragilis para os genes bmoR e oxyR não mostraram 

nenhuma diferença significativana sobrevivência frente a macrófagos medulares (A) e 

peritoneais (B).Os resultados são a média de UFC recuperadas após o tratamento com 

metronidazol(200 μg/mL) e representam um experimento realizado em triplicata. 

 

5.5 Indução de abscessos peritoneais por B. fragilis em camundongos C57BL/6 

As cepas mutantes de B. fragilis para os genes bmoR e oxyR foram avaliadas quanto a 

sua capacidade de induzir a formação de abscessos in vivo. Todas as cepas com mutação 

tiveram sua capacidade de levar a formação de abscessos diminuída quando comparadas a 

cepa selvagem 638R, ou seja, tanto a ausência de bmoRquanto de oxyR afeta a virulência da 

espécie. Dentre as mutantes, as que foram mais afetadas pela ausência do gene foram a 

mutanteoxyR (ΔOxyR) e a mutante dupla (ΔBmoRΔOxyR)que demonstraram maior perda da 

expressão desse fator de virulência (Figura 10).  

A B 
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Figura 10: Formação de abscessos por cepas mutantes de B. fragilis em camundongos 

C57BL/6. Foi avaliada a capacidade de indução da formação de abscessos das cepas mutantes 

de B. fragilis para os genes bmoR e oxyR em camundongos. Tanto a ausência de bmoRquanto 

de oxyR levou a uma diminuição na capacidade desses microrganismos em induzir a formação 

de abscessos em camundongos. As cepas mais afetadas foram a mutante OxyR (ΔOxyR) e a 

mutante dupla (ΔBmoRΔOxyR) que tiveram uma redução significativa (p<0,05) na formação 

de abscessos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O B. fragilis é uma bactéria anaeróbia estrita que faz parte da microbiota anfibiôntica do 

homem, mas que é um potencial patógeno e é a bactéria anaeróbia mais encontrada em 

processos infecciosos de origem endógena (Willis, 1991; Giamarellou, 2000; Lobo et al., 

2013). Esse microrganismo é muito bem sucedido durante processos infecciosos e isso em 

grande parte se deve a capacidade de resistir a ambientes oxidados como é o caso da cavidade 

peritoneal. A resistência ao estresse oxidativo é um dos mecanismos de sobrevivência mais 

fascinantes desse microrganismo e, quem sabe, até o mais crucial para sua permanência e 

sobrevivência no organismo hospedeiro. Muitos mecanismos relacionados a esta resposta 

nesta espécie vem sendo descritos, mas ainda há muito para se descobrir principalmente com 

relação à regulação dessa resposta (Rocha et al., 1996; Rocha e Smith, 1999, 2004; Rocha, 

Owens e Smith, 2000; Baughn e Malamy, 2004; Sund et al., 2008; Reott et al., 2009; 

Ndamukong, Gee e Smith, 2013; Teixeira et al., 2013; Betteken, Rocha e Smith, 2015). 

Diversos reguladores devem estar associados ao combate ao estresse oxidativo em B. fragilis, 

dentre eles os reguladoresOxyR, um dos mais bem caracterizados na espécie e que está 

envolvido principalmente no combate a peróxidos,e BmoR, que vem sendo estudado quanto a 

sua função e participação nessa resposta, mas que estima-se que esteja mais envolvido na 

resposta ao oxigênio,uma vez que sua expressão aumenta durante a exposição a esse agente 

(Sund et al., 2008; Teixeira et al., 2013).  

Embora saiba-se que ambos os reguladores sejam de grande importância para a 

sobrevivência e manutenção da homeostase celular, seus genes codificadores não puderam ser 

detectados em todas as cepas que foram utilizadas no nosso estudo (Figura 6). Nossos 

resultados, ainda que não tenham sido obtidos de um grande número de amostras, 

demonstraram que a distribuição desses genes não parece ser homogênea. Ainda assim, apesar 

de não termos detectado os genes em todas as amostras, não significa que de fato eles estejam 

ausentes. O polimorfismo genético é um fenômeno que ocorre com bastante frequência na 

natureza (Fernández-Calero et al., 2016; Chuet al., 2016). Portanto, o resultado observado 

pode ser devido a pequenas mutações que alteram partes da sequência dos genes,o que 

impediria o anelamento eficiente dos iniciadores utilizados.O fenômeno do polimorfismo já 

foi observado previamente na cepa IB263 de B. fragilis,que possui uma mutação no gene que 

codifica o regulador OxyR. O sequenciamento do operon do OxyR nesta cepa revelou uma 

mutação pontual no gene oxyRonde ocorreu a mudança de um nucleotídeo (A para G) no 
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códon 202 (GAT para GGT) levando a mudança de aminoácidos (aspartato para glicina) na 

proteína OxyR. Essa mutação fez com que o OxyRpermanecesse permanentemente ativado, 

permitindo a expressão constitutiva de genes como o da catalase (katB) que torna a cepa 

resistente a peróxidos (Rocha e Smith, 1998; Rocha, Owens e Smith, 2000). Para investigar 

mais a fundo essa questão, seria necessário fazer uma análise da sequência dos genes nessas 

cepas, comparando as mesmas com sequências de cepas de B. fragiliscujos genomas já 

tenham sido sequenciados, desse modo poderíamos ter uma estimativa da frequência com que 

isso ocorre na espécie. No entanto, é possível também que as cepas que não apresentaram os 

genes em nosso experimento realmente não os tenham. A presença de outros reguladores que 

atuem na resposta ao estresse oxidativo e que poderiam compensar a ausência dos referidos 

genesé possível. Um exemplo é o caso do gene que codifica o regulador PerR, que já foi 

descrito em bactérias Gram negativas e Gram positivas atuando em conjunto com OxyR ou 

substituindo-o(Dubbs e Mongkolsuk, 2012). Em B. fragilis, há indicação de que esse 

regulador controle a expressão de uma rubreritrina, uma enzima detoxificante da superfamília 

de proteínas similares à ferritina que está relacionada à detoxificação do H2O2(Andrews, 

2010; Teixeira, 2016).Outra possibilidade que tem que ser levada em contaé que a presença 

de pelo menos um regulador seja essencial para a sobrevivência do microrganismo, pois 

durante nossa análise todas as amostras apresentam bmoR, oxyR, ou ambos.  

Estudos anteriores demonstraram que a ausência do gene bmoR leva ao aumento da 

sensibilidade de cepas de B. fragilis ao O2 atmosférico, enquanto que a ausência de oxyR leva 

a diminuição da resistência ao H2O2(Teixeira, 2016). Em nossos resultados foi possível 

observar que amostras de B. fragilis expostas ao oxigênio apresentam fenótipos diferentes. 

Dentre o grupo de amostras avaliadas,quatorze se mostraram mais tolerantes a esse agente, 

(Figura 7)quando comparadas a média. Dentre estas, emduas amostrasdetectamos apenas o 

gene bmoR, nas demais foram detectados ou ambos os genes ou apenas o gene oxyR. A 

presença dos dois reguladores em uma mesma cepa deveria favorecer a eliminação de 

compostos derivados do oxigênio que sejam tóxicos para a célula, mas a detecção apenas de 

OxyR não necessariamente indica que esta cepa será mais sensível ao O2.A redução desse 

composto na célula dá origem ao O2
-
, que ao ser catalizado pela enzima superóxido dismutase 

gera H2O2 e O2. OOxyR regula a expressão de genes como o katB, que codifica uma catalase 

que elimina o péroxido formado. A presença de uma fonte de ferro (hemina) no meio de 

cultura utilizado pode favorecer a formação de HO•um dos radicais mais nocivos na célula 

através da reação de Fenton, onde o H2O2 formado reage com o ferro disponível (Rocha e 
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Smith, 1995).A regulação eficiente por OxyR contribui para a eliminação de compostos 

danosos como o H2O2 e previne a formação de outros ainda mais nocivos como o OH• 

podendo portanto, permitir a sobrevivência da célula mesmo durante a exposição ao O2. 

Ainda, em B. fragilis há outros homólogos da família MarR (Teixeira, Domingues e Lobo, 

2016). Esses homólogos ainda estão sendo estudados quanto sua função, mas é possível que 

assim como BmoR, possam estar atuando no combate ao estresse oxidativo gerado pela 

presença de O2.  

Ao expor as mesmas amostras a outro agente oxidante, o H2O2, notamos que o fenótipo 

entre elas também varia. Entre as oito amostras mais resistentes, em duas foi detectado apenas 

o gene oxyR, nas demais foram detectados ambos os genes ou apenas o gene bmoR(Figura 8). 

Novamente a não detecção do OxyR nessas amostras não significa que, de fato, ele esteja 

ausente, como foi dito anteriorente, pode se tratar de um gene com alguma mutação (Rocha e 

Smith, 1998; Rocha, Owens e Smith, 2000). Em caso de a cepa não possuir o gene oxyR que 

codifica o regulador com resposta contra o H2O2, há a possibilidade de que presença de outros 

reguladores como o PerR (Teixeira, 2016) estejam atuando contra peróxidos podem suprimir 

a falta de oxyR, evitando a formação de compostos tóxicos derivados desse agente que são 

nocivos à célula. 

A aerotolerância de B. fragilis parece ser um dos seus mais importantes fatores de 

virulência. Como componente da microbiota humana, este microrganismo geralmente está 

localizado no trato gastrointestinal do hospedeiro onde os níveis de O2 são baixos, mas a 

ocorrência de traumas que rompam a barreira física do trato gastrointestinal pode levar ao 

extravasamento desse microrganismo para outros sítios (Maier, Anderson e Roy, 2015). Nesse 

novo sítio, onde a tensão de O2 pode ser maior do que a de seu nicho natural, esta bactéria 

precisa encontrar meios de sobreviver. Naturalmente,B. fragilis vai utilizar da expressão de 

seus fatores de virulência para conseguir se manter e muitas vezes, esse processo acarreta no 

estabelecimento de um quadro clínico infeccioso (Lobo et al., 2013). De fato, em nossos 

resultados podemos observar que a prevalência de amostras mais resistentes tanto ao O2 

quanto ao H2O2 são de amostras provenientes de algum caso clínico. A capacidade de 

dispersão dessa bactéria permite que ela atinja diversos sítios do organismo humano e que 

cause diversos tipos de doença. Em termos evolutivos, as cepas mais bem sucedidas são 

aquelas que conseguem se adaptar melhor ao ambiente em que se encontram, portanto, as 

cepas que são recuperadas de quadros clínicos tendem a ser mais resistentes a diversos fatores 

entre eles, o estresse oxidativo.  
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Nosso banco de amostras conta com bactérias que foram isoladas dos mais diversos sítios 

anatômicos como, por exemplo, corrente sanguínea, peritônio, ouvido médio, entre outros.  A 

presença do microrganismo nesse sítio não necessariamente significa que se trata de uma 

bactéria resistente às condições do ambiente, o estado do paciente pode influenciar nesse 

quesito. Microrganismos isolados de pacientes imunocomprometidos podem ser estirpes 

comuns que circulam normalmente na comunidade, mas que nesses pacientes são o suficiente 

para estabelecerem um quadro infeccioso crítico (Kierzkowska, et al., 2014). O tratamento 

com antimicrobianos também é uma variável que deve ser levada em consideração, uma vez 

que pode exercer seleção de microrganismos mais resistentes que não representam uma 

realidade epidemiológica (Oz et al., 2014; Willmann et al., 2015). As amostras que chegam 

ao nosso grupo, no entanto, não vêm acompanhadas da ficha médica do indivíduo do qual a 

amostra foi coletada, dificultando a correlação entre o fenótipo observado e a condição do 

paciente.  

Sabendo da capacidade de B. fragilis em expressar fatores de virulência e do quão efetivo 

esses mecanismos podem ser, nós buscamos avaliar se a ausência dos reguladores alvo deste 

estudo iriam influenciar o fenótipo de cepas de B. fragilis com relação à capacidade de 

expressar um dos seus fatores de virulência. Amostras mutantes para os genes bmoR, oxyR ou 

ambos foram avaliadas quanto a capacidade de formar abscessos em camundos machos 

C57BL/6. Em 2008, Sund e colaboradores demonstraram que amostras de B. fragilis com 

mutação em oxyR tinham a capacidade de formar abscessos diminuída em até 3 graus de 

magnitude quando comparadas a cepa selvagem (Sund et al., 2008). Em nosso estudo 

observamos que de fato todas as amostras mutantes tiveram os níveis de formação de 

abscessos diminuída, mas entre elas a mais afetada foi a mutante dupla seguida da mutante 

ΔoxyR(Figura 10), isso mostra que para que a cepa possua total virulência é necessário que o 

oxyR esteja presente. A formação de abscessos depende não somente que a bactéria expresse 

moléculas que irão dar inicio a esse evento, mas também de fatores do hospedeiro como, por 

exemplo, a resposta imune (Gibson III et al., 1998).Durante a formação de abscessos ocorre o 

recrutamento de polimorfonucleares, principalmente neutrófilos (Tzianabos e Kasper, 2002). 

Neutrófilos utilizam de diversos mecanismos para combater mircrorganismos, entre eles o 

burst oxidativo, comum a outras células do sistema imune. Durante o burst ocorre aformação 

de diversas espécies reativas de oxigênio, entre elas o H2O2, O2
-
e OH•. A ausência dos 

reguladores em cepas mutantes de B. fragilis levaria possivelmente, a uma resposta ineficiente 
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contra esses agentes, uma vez que em nossas observações, foi visto que todas as cepas 

mutantes tem a capacidade de formar abscessos diminuída.  

A produção de H2O2 é tóxica à celula e ainda pode dar origem ao OH• através da reação 

de Fenton que é ainda mais tóxico, mas essa não é a única forma de gerar OH• através do 

H2O2. Os neutrófilos tem a capacidade de produzir ácido hipocloroso (HOCl) usando o H2O2 

como substrato, esse HOCl ao reagir com O2
-
 gera mais OH•. Sendo assim, a não eliminação 

do H2O2 presente pode levar a danos muito graves para o B. fragilis. Sem a presença do 

regulador que atua diretamente no controle da eliminação do H2O2, as células microbianas 

seriam mais facilmente eliminadas pelo neutrófilo (Manda-Handzlik e Demkow, 2015). Ainda 

deve ser levado em consideração que ao sair do seu local habitual que é o trato 

gastrointestinal onde o ambiente é reduzido o B. fragilisentra em contato com o O2 e todas as 

espécies reativas geradas a partir dele, novamente a deficiência na resposta leva a dimuição da 

sobrevivência da bactéria. Somando-se a pressão do meio e a resposta de fagócitos como o 

neutrófilo a viabilidade desse microrganismo diminui. Sem a replicação bacteriana, diminui-

se também a ativação de células T que é estimulada pela cápsula do B. fragilis e 

consequentemente a produção de citocinas. Essas citocinas recrutam polimorfonucleares ao 

sítio da inflamação levando ao depósito de células e de fibrina que culmina na formação do 

abscesso (Tzianabos e Kasper, 2002). 

Em estudos prévios, foi demonstrado que a cepa deficiente no gene oxyR era mais 

susceptível a morte por macrófagos em quase duas ordens de grandeza após um período de 

interação de 24 horas em relação a cepa selvagem (Ferreira, 2007). Nossos resultados 

mostraram que não houve diferenças significativas em relação à sobrevivência em nenhuma 

das cepas mutantes em comparação a cepa parental independente do macrófago utilizado no 

experimento (Figura 9). Com relação a macrófagos medulares esse resultado já era esperado, 

pois esse tipo de macrófago é menos ativo que macrófagos peritoneais, uma vez que recebem 

menos estímulos. Em relação ao macrófago peritoneal o esperado era de que houvesse menos 

células viáveis no fim do experimento.Já se sabe que o mecanismo de oxidação do macrófago 

é menos eficiente do que o de neutrófilos (Iles e Forman, 2002) o que pode ser uma das 

causas para a alta taxa de sobrevivência das amostras neste experimento, assim como o 

número de bactérias colocadas em contato com o macrófago. No experimento onde foi visto 

diferença na sobrevivência com relação à cepa mutante em oxyR, foi utilizado 10
7 

células 

bacterianas para cada 5x10
5
 de macrófagos, enquanto que em nosso experimento foram 

utilizadas3x10
7 

de células bacterianas para cada 5x10
5
 macrófagos, é possível que tenha 
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ocorrido uma ―saturação‖ dessas células interferindo no resultado. Ainda, em nosso 

experimento o tempo de interação bactéria:Macrófago foi de uma hora, enquanto que no 

experimento com diferença na sobrevivência houveram dois tempos de interação, 5 e 24 

horas, esse fator também pode ter influenciado em nossos resultados.  

Estudar um dos mecanismos de sobrevivência mais importantes para o B. fragilis é de 

extrema importância uma vez que se trata do microrganismo anaeróbio mais isolado de 

infecções endógenas. A resposta ao estresse oxidativo nessa bactéria é bastante complexa e 

aos poucos vem sendo desvendada, mas ainda é preciso percorrer um longo caminho até que 

se tenha completo entendimento dela. Nesse estudo foi possível aprender um pouco mais 

sobre os reguladores BmoR e OxyR, ambos envolvidos na resposta ao estresse oxidativo. Ao 

que parece não se tratam de genes predominantes em todas as cepas da espécie, mas apesar 

disso são extremamente importantes à espécie como um todo, uma vez que são capazes de 

influenciar até mesmo na expressão de fatores de virulência. Os fenótipos observadosnos 

mostraram também que esses genes podem estar sendo expressos de maneira diferente na 

espécie e que talvez essa seja uma maneira para selecionar cepas mais resistentes, tendo em 

vista que a maioria das amostras que se mostraram mais resistentes aos agentes oxidantes 

utilizados vem de origem clínica. Muitas outras dúvidas foram geradas a partir desse trabalho, 

fornecendo mais combustível a nossa curiosidade, mas apesar disso pudemos ter uma melhor 

compreensão da importância desses reguladores para essa bactéria, e esperamos, que em um 

futuro próximo esses dados somados a muitos outros possam ser utilizados na melhor 

compreensão dessa espécie e de seus fatores de virulência.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 
 

7 CONCLUSÃO 

 

 A detecção dos genes bmoR e oxyR em cepas de B. fragilis foi realizada e, vimos que a 

detecção dos genes não foi uniforme dentro da espécie, e pode ser que a expressão dos 

mesmos esteja variando entre as cepas, uma vez que o fenótipo observado varia frente 

a diferentes agentes oxidantes.  

 

 Não houve diferença significativa na sobrevivência de nenhuma das cepas mutantes 

frente a macrófagos medulares e peritoneais de camundongos C57BL/6. 

 

 A presença de ambos os reguladores influenciam a indução da formação de abscessos 

em camundongos C57BL/6.  
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