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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas integram diversas areas do conhecimento que estudam os
seres vivos e suas relagcdes entre o meio ambiente, além de mecanismos e processos
que acondicionam a vida. Sua integracao envolve ciéncias da saude, biotecnologia, meio
ambiente, biodiversidade entre outros fatores.

Descobertas e inovagéo no ambito das Ciéncias Bioldgicas exigem a compreensao
de que a vida se organiza no decorrer do tempo, com a acdo de processos evolutivos,
resultando na diversidade de formas sobre as quais atuam as condi¢des ambientais e o
desenvolvimento dos seres vivos. Diante disso, 0s seres humanos ndo estdo isolados. Eles
estabelecem sistemas que constituem complexas relagdes de interdependéncia.

Neste contexto a obra “Ciéncias Biologicas: realidades e virtualidades” foi
contemplada com dois novos volumes. O volume 2 esta organizado com 17 capitulos
e o volume 3 com 15. Os capitulos contaram com a autoria de diversos profissionais,
universitarios e/ou pesquisadores de diferentes regides do Brasil, que compartiiham seus
dados resultantes de pesquisas de natureza basicas e aplicadas, revisdes de literatura,
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RESUMO: A esquistossomose mansobnica
€ uma doenga infecto-parasitaria causada
pelo Schistosoma mansoni. Representa um
grave problema de salde publica em todo o
Brasil, com destaque para regido nordeste que
apresenta maior prevaléncia, sendo o estado de
Sergipe endémico para este agravo. O estudo
teve como objetivo analisar a prevaléncia da
Esquistossomose mansénica em material obtido
por bidpsia do reto e sigmoide no periodo de
2010 a 2014. Trata-se de um estudo ecolégico
realizado a partir de arquivos de um laboratério de
anatomia em Aracaju/SE. A amostra foi composta
por 2.882 exames anatomopatolégicos de
individuos que realizaram a retossigmoidoscopia
e tiveram seu diagnoéstico para o helminto
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Schistosoma mansoni. Foram incluidos exames
de pacientes com faixa etaria superior a 18
anos e residentes no estado de Sergipe. As
variaveis elencadas foram género, faixa etéria,
procedéncia, suspeita médica, manifestacbes
clinicas e presencga ou auséncia de Schistosoma
mansoni. Apos analise e tabulacao dos dados foi
utilizada estatistica descritiva e representacéo
gréfica para evidenciar os resultados. Observou-
se aumento na avaliacdo histopatolégica do
segmento intestinal no periodo estudado, 386
em 2010 e 768 em 2014. Foram confirmados
88 casos de esquistossomose mansobnica
a partir da avaliacdo anatomopatoldgica,
sendo que a maior parte ndo possuia suspeita
médica para a parasitose, configurando assim
um achado clinico laboratorial ocasional. O
género masculino foi o mais acometido (68%),
a faixa etaria mais prevalente foi de foi de 30
a 49 anos, 0 municipio de maior procedéncia
foi Aracaju. As manifestacdes clinicas mais
frequentes foram processo inflamatério, lesdo
polipoide e diarréia crbnica. Verificou-se que
andlise anatomopatolégica de fragmentos
retossigmoideanos € um mecanismo relevante
que pode ampliar as chances diagnoésticas para
esquistossomose mansoOnica. Os resultados
demonstraram a importancia da realizacdo de
estudos da esquistossomose mansOnica em
regides endémicas.

PALAVRAS - CHAVE: Schistosoma mansoni,
Esquistossomose mansénica; Retossigmoide;
Anatomia patologica.
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RECTOSIGMOIDOSCOPY: BIOPSY AT THE SERVICE OF SCHISTOSOMIASIS
MANSONTI’S DIAGNOSTIC

ABSTRACT: Schistosomiasis mansoni is an infectious-parasitic disease caused by
Schistosoma mansoni. It represents a serious public health problem throughout Brazil,
especially in the northeast region, which has a higher prevalence, and the state of Sergipe
is endemic for this problem. The study aimed to analyze the prevalence of Schistosomiasis
mansoni in material obtained by rectal and sigmoid biopsy from 2010 to 2014. This is an
ecological study carried out from the files of a pathological anatomy laboratory in Aracaju/
SE. The sample consisted of 2,882 pathological examinations of individuals who underwent
rectosigmoidoscopy and had their diagnosis for the helminth Schistosoma mansoni.
Examinations of patients aged over 18 years and residents of the state of Sergipe were included.
The variables listed were gender, age, origin, medical suspicion, clinical manifestations and
presence or absence of Schistosoma mansoni. After analyzing and tabulating the data,
descriptive statistics and graphical representation were used to show the results. There was an
increase in the histopathological evaluation of the intestinal segment during the study period,
386 in 2010 and 768 in 2014. Eighty-eight cases of schistosomiasis mansoni were confirmed
from the anatomopathological evaluation, and most of them had no medical suspicion for the
parasitosis, thus configuring an occasional clinical laboratory finding. Males were the most
affected (68%), the most prevalent age group was from 30 to 49 years old, the city with
the highest origin was Aracaju. The most frequent clinical manifestations were inflammatory
process, polypoid lesion and chronic diarrhea. It was found that anatomopathological analysis
of rectosigmoid fragments is a relevant mechanism that can increase the diagnostic chances
for schistosomiasis mansoni. The results demonstrated the importance of conducting studies
on schistosomiasis mansoni in endemic regions.

KEYWORDS: Schistosoma mansoni; Schistosomiasis mansoni; Rectosigmoid; Anatomical
Pathology.

11 INTRODUGAO

Esquistossomose mansénica é uma doenca infecto-parasitaria causada pelo
platelminto trematédeo Schistosoma mansoni que possui como hospedeiro intermediario
moluscos do género Biomphalaria e o homem como principal hospedeiro definitivo
(PINHEIRO, 2010; SOUZA et al., 2011; CUNHA; GUEDES, 2012). E um problema grave
de saude publica no Brasil associado a fatores socioeconémicos e ambientais, tendo o
Nordeste como area endémica e sendo o estado de Sergipe possuidor da maior prevaléncia
(SANTOS et al., 2011; CUNHA; GUEDES, 2012; NASCIMENTO, 2013).

Distintas manifestagbes clinicas da doenga podem ser constatadas nas fases
aguda e crbnica. Na aguda tém-se reagcbes de hipersensibilidade que raramente
acometem individuos de areas endémicas, ja na cronica destaca-se o agravamento com
comprometimento de 6rgdos como figado, trato digestério e bago que se caracteriza pela
formacgéo de granulomas que representam importante fenédmeno patogénico da doenca,
sendo evidenciado por acentuada resposta inflamatéria nos tecidos, originando uma
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estrutura fibrosa e lamelar (SOUZA et al., 2011; QUEIROZ, 2012).

Por apresentar uma sintomatologia diversificada, que as vezes pode ser confundida
com outras patologias, e um acentuado grau de morbimortalidade, o diagnéstico precoce e
preciso da esquistossomose mansénica consiste em um instrumento-chave para aspectos
importantes dessa infeccdo, como determinante epidemiolégico, fatores pertinentes
a morbidade, avaliacdo de agdes terapéuticas e assisténcia de medidas de controle
(PEREIRA, 2008; COSTA E SILVA, 2009; GAMA, 2010; NASCIMENTO, 2013; BRASIL,
2014).

O quadro clinico e os dados epidemiolégicos levam a suspeita do agravo a satde
acima citado e o diagnéstico é confirmado pelos exames laboratoriais através de métodos
diretos, como exames de fezes, pesquisa de anticorpos circulantes, bidpsia hepéatica e
retal; e indiretos, como intradermorreacéo (IDR), hemograma, exames de imagem, rea¢des
sorologicas e retossigmoidoscopia (VIDAL et al., 2001; SOUZA et al., 2011; REIS, 2012;
BRASIL, 2014).

A biopsia constitui relevante ferramenta diagnéstica por fornecer material para
avaliacé@o histopatolégica quando os outros métodos néo possibilitaram a confirmacéo da
esquistossomose mansonica. Nesse ambito, a retossigmoidoscopia permite a visualizagdo
da mucosa do intestino grosso e de possiveis alteracbes, igualmente obtencéo de
fragmentos do tecido onde podem ser encontradas evidéncias de Schistosoma mansoni
(PINHEIRO, 2010; VITORINO et al., 2012; BRASIL, 2014). Diante do exposto, esse estudo
buscou avaliar a prevaléncia da doengca em material de biépsia do reto e sigmoide a partir
de dados oriundos de um laborat6rio de anatomia patolégica de Aracaju/SE no quinquénio
de 2010 a 2014.

21 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo ecol6gico, com dados obtidos em arquivos de usuarios
que realizaram exames em um laboratério de anatomia patolégica em Aracaju/SE. Esse
laboratorio disponibiliza seus servigos a varios convénios, inclusive o Sistema Unico de
Saude (SUS), sendo selecionado por oferecer atendimento especializado para pessoas
necessitadas de laudos de retossigmoidoscopia.

Foram incluidas neste estudo, as pessoas que realizaram exame de
retossigmoidoscopia e tiveram seus diagnosticos efetivados pelos profissionais patologistas
vinculados ao laboratério-alvo para o helminto Schistosoma mansoni entre 2010 e 2014,
com faixa etéaria superior a 18 anos e residentes no estado de Sergipe a época da pesquisa.
Todos os procedimentos de coleta de dados tiveram inicio apds aprovacgéo pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Tiradentes sob o parecer n° 0411208.

As variaveis trabalhadas foram género, faixa etaria, procedéncia, suspeita médica,
manifestacdes clinicas e presencga ou auséncia de Schistosoma mansoni. Com os dados
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obtidos foram executadas tabulagdes utilizando o software Graph Pad Prism® 6.01. Os

resultados foram expressos em frequéncia absoluta e relativa.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Notou-se um aumento relevante nas analises de material oriundo de reto e
sigmoide quando se compara o quantitativo de 2010 (386) e 2014 (768) como observado
na tabela 1. Esse fato pode ser encarado por dois prismas: em consequéncia de os
médicos gradativamente estarem utilizando mais recursos para o diagnostico precoce da
esquistossomose mansonica e devido a capacidade do Schistosoma mansoni em casos
cronica os provocar fibrose da alga retossigmoideana (REY, 2008; FERREIRA, 2012;
NASCIMENTO, 2013).

Ano AP RS
2010 30.045 386
2011 31.804 474
2012 37.184 612
2013 33.289 642
2014 34.901 768

Tabela 1. Usuarios que realizaram exame anatomopatolégico, enfatizando a amostra de retossigmoide,
expressos em frequéncia absoluta, no periodo de 2010 a 2014. AP: anatomopatolégico; RS:
retossigmoide.

Fonte: Arquivo de um laboratério de anatomia patolégica em Aracaju/SE.

No periodo estudado foram diagnosticados 88 casos de esquistossomose
mansoOnica (n=88), distribuidos como segue: 14 casos em 2010, 13 em 2011, 24 em 2012,
18 em 2013 e 19 casos em 2014. Vale ressaltar que o nimero de ocorréncia da parasitose
em 2012 pode estar associado ao aumento pontual na produtividade do laboratério de
anatomia patologica, alvo desse estudo, suscitando uma questdo de proporcionalidade e
nao necessariamente uma expansao da endemia.

Para fins confirmatérios da esquistossomose mansdnica o diagnéstico laboratorial
se faz indispensavel, o qual pode ser efetivado através de métodos indiretos executado por
testes sorologicos, como o radioimunoensaio, (NEVES, 2009; OLIVEIRA; AMOR, 2012); e
os diretos ou parasitolégicos que identificam os ovos do parasita nas fezes ou tecidos do
portador. Nesse grupo esta inserido o exame parasitoldégico de fezes que é considerado
“padréo ouro” e a biopsia do retossigméide (VITORINO et al., 2012).

Nao obstante, o exame coproparasitologico possuir inegavel importancia para o
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diagnostico da esquistossomose mansonica, ficou claro também que ele possui limitagbes
que podem desencadear uma subestimativa real dessa parasitose. Entdo, dependendo da
circunstancia, torna-se premente buscar alternativas com a meta de melhorar o diagnéstico
da doenca (BORGES et al., 2014). Para Vitorino et al. (2012), a biopsia de retossigméide
pode ser utilizavel com positividade significativa e ainda é de suma importancia no controle
de cura, podendo ser adotada para esta finalidade.

Em contraponto, segundo a Fundagé@o Nacional de Saude — FUNASA, a biopsia de
reto e sigmoide por ser invasiva e causar desconforto ao paciente, deve ser usada com
parciménia (BRASIL, 2002). Neste estudo ndo houve a intengéo de comparar os resultados
dos exames parasitoldgicos de fezes e os desfechos obtidos por bidpsia de reto e sigméide,
contudo, eles podem ser usados de forma complementar sempre que possivel.

No que concerne a Figura 2, se demonstrou a distribuicdo dos casos baseada na
suspeita médica, onde evidenciou-se que a maioria dos positivados para Schistosoma
mansoni ndo possuiam a suposi¢do da ocorréncia dessa parasitose, configurando assim
um achado clinico laboratorial ocasional do parasita. No entanto, para os casos onde a
suspeita da esquistossomose mansOnica estava presente, mas o anatomopatologico ndo
foi positivado, deve-se considerar que a auséncia de ovos na amostra nao significa auséncia
da enfermidade, sendo necessaria a correlagdo com dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais, igualmente a repetitividade do exame.

N
N
1

=8= Com suspeita
== Sem suspeita

QG GG W )
OONDHAOWWO
1 1 1 1 11

Casos positivos
»
[]

H
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o o—o/\/o

c ] ] ] ] ]
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Figura 1. Distribuicdo dos casos de esquistossomose mans6nica em amostras de retossigmoide,
conforme suspeita médica, em Sergipe de 2010 a 2014.

Fonte: Arquivo computadorizado de um laboratério de anatomia patolégica em Aracaju/SE.
Para Vitorino et al. (2012), a biopsia de retossigmoide colabora como ferramenta

diagnoéstica da esquistossomose mansdnica, porém, constitui mais um achado do que
necessariamente um protocolo diagnéstico. Abordam ainda que informacdes sobre o

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3 Capitulo 1 _



paciente sejam imprescindiveis na tentativa de concluséo diagnoéstica, como naturalidade,
episédios de sintomatologia de fase aguda da parasitose, destacando-se a dermatite
cercariana e febre de Katayama, exposicdo a cole¢des hidricas e passagem em areas
conhecidamente endémicas.

Sobre a distribuicdo dos casos de Schistosoma mansoni por género, foi observado
um predominio do género masculino (68%), em consonancia com estudos conduzidos por
Cardim (2010); Cunha e Guedes (2012). Nesta pesquisa, a prevaléncia masculina pode ser
justificada pelos habitos culturais dos sergipanos em atividades de lazer e também laborais,
como banhos de rio, pesca e praticas esportivas que se notou serem mais frequentes
no género acima citado. Observou-se também a existéncia de diversas cole¢bes hidricas
de tamanhos variados, tanto rurais como periurbanas e urbanas em Sergipe, inclusive
na grande Aracaju, igualmente a presenga do molusco hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni, 0 Biomphalaria glabrata, e infraestrutura sanitaria precaria.

E valido enfatizar que a relagdo entre género e esquistossomose mansénica por
vezes nao deve ser concebida como um fator determinante para a ocorréncia desse agravo
a saude. As atividades desenvolvidas pelos individuos, independente do género, atuam
melhor como indicadores de risco, inclusive devido a nova configuragdo da sociedade
com mulheres exercendo cada vez mais fungbes anteriormente exclusivas dos homens
(FERREIRA; TABOSA E SILVA, 2007).

Para faixa etaria constatou-se maior prevaléncia para esquistossomose mansonica
nas pessoas com 30 anos a 49 anos, dados que respaldam os encontrados por Pinheiro
(2010), no Ceara, onde foi verificado que individuos de 26 anos a 46 anos apresentavam
maior prevaléncia do Schistosoma mansoni. Cardim et al. (2011) relataram que a faixa
economicamente ativa com média de idade de 30,9 anos ainda é a que exibe taxas
expressivas em areas endémicas para esquistossomose mansodnica, especialmente no
Nordeste.

A esquistossomose mansoénica apresenta vasta extensdo geografica e ocorre de
forma endémica atingindo grande parte dos estados brasileiros, sobretudo nas regides
Nordeste. Destaca-se Sergipe com altos indices de prevaléncia da doenca (PEREIRA,
2008; QUEIROZ, 2012; REIS, 2012; NASCIMENTO, 2013; BRASIL, 2014).

Reis (2012) postulou que, segundo informacgdes da Secretaria de Vigilancia em
Saude/Ministério da Saude em seu relatério de situacao 2011, 53 dos 75 municipios do
estado referido apresentam transmissdo endémica da esquistossomose mansonica,
prevalecendo os municipios localizados nas zonas da mata e litoral. Esse estudo verificou
(Quadro 1) que 26 municipios foram contemplados com resultados positivos para
Schistosoma mansoni, a partir de material colhido por retossigmoidoscopia, sendo que a
procedéncia ndo foi mencionada em um caso e Aracaju sobressaiu com maior numero (52
casos), no quinquénio em estudo.

Por apresentar predominéncia de terras planas ou levemente elevadas, bem
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como banhadas por rios como Séo Francisco, Sergipe, Vaza-Barris, Real e Japaratuba,
o estado de Sergipe oferece condicdes ambientais oportunas ao desenvolvimento do
molusco Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni. Para
Rollemberg et al. (2011), tal aspecto associado a fatores socioeconémicos favorecem a

continuidade da infeccgéo.

Municipio 2010 | 2011 2012 | 2013 | 2014 Total
Aracaju 06 10 13 10 13 52
Araua - - 01 - - 01
Barra dos Coqueiros - - 01 - - 01
Capela 01 - 01 - - 02
Carmopolis - - 01 - 01 02
Cristinapolis - - - 01 - 01
Estancia - - - 01 - 01
Itabaianinha - - 01 - - 01
ltaporanga d’Ajuda 01 - - - - 01
Lagarto 01 - - - - 01
Maruim 01 - - - - 01
Muribeca - 01 - - - 01
Nossa Senhora das Dores - - - - 01 01
Nossa Senhora da Gloria 01 - - - - 01
Nossa Senhora do Socorro - - 03 - 02 05
Propria - - - 01 - 01
Riachao do Dantas - - - - 01 01
Riachuelo - - - 01 - 01
Rosério do Catete - - - 01 - 01
Salgado - - 01 01 - 02
Séo Cristovao - - 02 01 - 03
Santa Luzia do Itanhy - - - 01 - 01
Siméao Dias - - - - 01 01
Tobias Barreto - 01 - - - 01
Tomar do Geru 01 - - - - 01
Umbaulba 02 - - - - 02
Ignorado - 01 - - - 01

Quadro 1. Casos confirmados de esquistossomose mansoénica por Municipio de procedéncia em
Sergipe de 2010 a 2014.
Fonte: Arquivo computadorizado de um laboratério de anatomia patolégica em Aracaju/SE.

No que tange a Tabela 3, as manifestagbes clinicas informadas pelos médicos
com numeros mais expressivos foram processo inflamatorio (relatado como retite, colite
ou retocolite) e lesdo polipdide, porém, nao foram levados em consideragdo os que nao
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possuiam manifestagéo clinica reportada pelo profissional requerente.

2010 2011 2012 2013 2014
Manifestacao Clinica
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Alteracéo de } ) ) ; ) ) ) 1 526
vascularizacao
Diarréia cronica - - 2 15,38 1 4,16 2 11,11 2 10,52
Dor abdominal - - - - 1 4,16 1 5,55 1 5,26
Granulacoes
esbranquicadas 1 7,14 . . 1 4,16 ) ) ) .
Hemorragia
digestiva baixa 1 7,14 . . ) . ) ) ) )
Hiperemia - - - - - - 1 5,55 1 5,26
Lesao polipoéide 2 14,28 - - 4 16,66 5 27,77 4 21,05
Microulceracoes 1 7,14 - - 1 416 - - 1 5,26
Processo
inflamatério 5 35,71 8 61,53 10 41,66 8 44,44 8 421

Tabela 3. Manifestacées clinicas observadas pelo médico, expressas em frequéncia absoluta e
relativa, em Sergipe de 2010 a 2014.

N: frequéncia absoluta.

Fonte: Arquivo computadorizado de um laboratério de anatomia patologica em Aracaju/SE.

Em seu estudo sobre os aspectos clinicos e endoscopicos da esquistossomose
mansoOnica, Vidal et al. (2001) verificaram que, dos 2.464 exames de retossigmoidoscopia
revisados, 442 apresentaram processo inflamatério intestinal, sendo que em 12,44%
destes (55 casos) tratava-se de infec¢cdo por Schistosoma mansoni confirmada por
avaliagao histopatolégica. Quanto aos polipos, eles estavam presentes em 25% dos casos
confirmados da doenca.

Ovos de Schistosoma mansoni na parede dos segmentos intestinais promovem a
ocorréncia de processo inflamatério do tipo granulomatoso e sua grande concentracéo
em algumas éareas leva a formacao de polipos por reacao fibrosante excessiva. Pode-se
ainda observar surtos diarréicos, por vezes sanguinolentos, célica, tenesmo e meteorismo.
Exames endoscopicos evidenciam ulceracbes, aumento de vascularizagdo, hiperemia,
friabilidade da mucosa e pontilhados hemorragicos (VIDAL et al., 2001; CARVALHO et al.,
2008).

Em associacdo com dados epidemiol6gicos, a observagédo do aspecto colorretal
endoscopico e de alteragdes do organismo auxiliam na detecgdo da esquistossomose
mansénica, o que permite a tomada de medidas curativas e evita a sua evolugédo. As

manifestagdes clinicas constituem entdo fatores de suspei¢cdo da parasitose referida,
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porém, o diagnostico é efetivado por meio do estudo anatomopatolégico de fragmentos
intestinais biopsiados (KALIL et al., 2006).

Reis et al. (1984) comentaram que a biopsia retal descrita na Venezuela em 1943 e
introduzida no Brasil em 1947 ampliou as possibilidades diagnosticas da esquistossomose
mansoénica. Em seu trabalho, apés estudarem 100 pacientes com suspeita clinica da doencga
através de exame parasitolégico de fezes (Técnicas de Lutz (1932); Kato-Katz e Cols.
(1954, 1960, 1972)), bem como avaliagdo histopatologica de fragmentos da mucosa retal,
verificaram consideravel vantagem da bidpsia retal sobre os outros métodos. Entretanto,
frente a simplicidade, custo reduzido e bom nivel de eficacia & preconizada a utilizacéo
de exame parasitolOgico, preferencialmente pela Técnica Kato-Katz e Cols. (1954, 1960,
1972), em trés amostras fecais. Com resultados negativos e persistindo a suspeita, a
conduta da biépsia retal deve ser instituida.

N&o obstante, em contraposicdo, Huggins (1971), ja havia realizado estudo
comparativo entre os métodos diagndsticos em 68 pacientes portadores da forma
hepatoesplénica da esquistossomose mansonica e constatou maior indice de positividade
no exame parasitologico de fezes (76,47%) pela técnica de Hoffman, Pons e Janer (1934),
em detrimento da biopsia retal (32,35%). Além disso, o autor referido buscou pesquisas
semelhantes e percebeu que a maioria delas obteve resultados concordantes.

41 CONCLUSAO

O diagnostico precoce do Schistosoma mansoni € indubitavelmente de suma
importancia, posto, determina a terapéutica que pode minimizar a morbidade e mortalidade
nos portadores de esquistossomose mansonica. Portanto, qualquer amostra biolégica
humana que apoés a sua avaliagédo possa revelar a presenga do parasita acima citado deve
ser utilizada, inclusive material colhido por bidpsia em retossigmoidoscopia. No entanto,
por ser uma conduta invasiva e incobmoda para o parasitado, deve ser usada com prudéncia
pelos médicos.
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RESUMO: O FIV é um Lentivirus imunossupressor
analogo ao HIV. E encontrado principalmente
na saliva e a principal via de transmissao
ocorre por mordeduras e/ou arranhaduras.
A caracteristica da infeccdo é o declinio dos
linfocitos T CD4+ e a consequente sindrome
de imunodeficiéncia. A prevaléncia da doenca é
variavel e depende da carga e viruléncia viral,
idade, imunocompeténcia do hospedeiro e da
regido geografica estudada. Gatos machos, ndo
castrados e com acesso a rua geralmente séo os
mais acometidos. Na rotina clinica diagnostica é
utilizado o teste rapido imunocromatografico ou
de ELISA para a deteccao de anticorpos anti-
FIV. Até o momento, ndo existem publicagbes em
plataformas de pesquisa acerca da epidemiologia
da Imunodeficiéncia felina na Bahia. O objetivo
deste estudo foi pesquisar a epidemiologia da
Imunodeficiéncia felina em gatos domésticos
da cidade de Salvador/Bahia. Como objetivo
especifico pretendeu-se estudar os principais
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sinais clinicos desenvolvidos em gatos infectados pelo FIV. Amostras de sangue de 285
gatos foram colhidas para a detec¢@o dos anticorpos anti-FIV utilizando os testes rapidos
imunocromatografico e de ELISA. No exame fisico foi verificada a presenga de alteragoes
clinicas sugestivas de infec¢@o, como a perda de peso, desidratac¢éo, alteracdo das mucosas,
linfoadenomegalia, sinais clinicos respiratérios, presenca de complexo estomatite-gengivite
e alteragdes neurolégicas. Informagdes acerca da idade, sexo, raga, origem, acesso a rua,
castracdo e presenga de contactantes foram coletadas. A soroprevaléncia encontrada foi
de 4,56% e a andlise univariada evidenciou uma associacao significativamente maior de
soropositividade para FIV em gatos machos, com idade acima de cinco anos, com acesso a
rua, errantes e provenientes da rua. Os sinais clinicos mais frequentemente observados foram:
alteracdes do apetite, seguidos por sinais respiratérios, secrecdo ocular ou dermatopatias,
desidratagcao ou prostracéo. Estes resultados poderao contribuir para o gerenciamento clinico
e para o controle e profilaxia desta importante virose que acomete os felinos domésticos.
PALAVRAS - CHAVE: F1V, felinos, epidemiologia.

CLINICAL EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF FELINE VIRAL IMMUNODEFICIENCY
IN DOMESTIC CATS IN SALVADOR CITY/BAHIA/BRAZIL

ABSTRACT: FIV is an immunosuppressive Lentivirus analogous to HIV. It is found mainly in
saliva and the main route of transmission is through bites and/or scratches. The characteristic
of the infection is the decline of CD4+ T lymphocytes and the consequent immunodeficiency
syndrome. The seroprevalence of the disease is variable and depends on the viral load and
virulence, age, host immunocompetence and geographic region studied. Male cats, not
neutered and with street access are usually the most affected. In clinical diagnostic routine, the
rapid immunochromatographic or ELISA test is used to detect anti-FIV antibodies. So far, there
are no publications on research platforms about the epidemiology of feline immunodeficiency
in Bahia. The aim of this study was to investigate the epidemiology of feline immunodeficiency
in domestic cats in the Salvador city/Bahia. As a specific objective, it was intended to study
the main clinical signs developed in FIV-infected cats. Blood samples from 285 cats were
collected for the detection of anti-FIV antibodies using the rapid immunochromatographic and
ELISA tests. The physical examination revealed the presence of clinical changes suggestive
of infection, such as weight loss, dehydration, mucosal changes, lymphadenomegaly, clinical
respiratory signs, presence of stomatitis-gingivitis complex and neurological changes.
Information about age, sex, race, origin, access to the street, castration and presence of
contacts were collected. The seroprevalence found was 4.56% and the univariate analysis
showed a significantly greater association of seropositivity for FIV in male cats, aged over
five years, with street access, straying and from the street. The most frequently observed
clinical signs were: changes in appetite, followed by respiratory signs, eye discharge or
dermatopathies, dehydration or prostration. These results may contribute to the clinical
management and to the control and prophylaxis of this important virus that affects domestic
cats.

KEYWORDS: FIV, felines, epidemiology.
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11 INTRODUGAO

A crescente aquisicdo de gatos como animais de companhia e sua concentragédo
em pequenos grupos ou em colbnias tem propiciado a incidéncia e persisténcia das
infeccdes virais. As retroviroses felinas talvez tenham, atualmente, a conotacdo das mais
complexas infecgdes virais em Medicina Veterinaria (Hosie et al., 2009). Sdo sindromes
causadas pelo virus da leucemia felina (FeLV) e pelo virus da imunodeficiéncia felina
(FIV). Ambos os virus infectam os membros da familia dos felideos e estdo amplamente
disseminados em todo o mundo (Westman et al., 2016). Esses agentes - virus envelopados
de RNA- simples - replicam-se em varios tecidos e tém o potencial de determinar quadros
imunossupressivos para os hospedeiros, mesmo que a partir de mecanismos diferentes
(Miller et al., 2018, Eckstrand et al., 2017). O FIV € um membro do género Lentivirus ao
qual também pertence o HIV, virus causador da imunodeficiéncia humana (Miller et al.;
2018). O virus é encontrado principalmente na saliva e a principal via de transmisséao
ocorre por mordeduras e/ou arranhaduras (Westman et al., 2016). Estudos recentes tém
utilizado gatos infectados pelo FIV como modelo para a infec¢do humana pelo HIV no
que se refere a semelhanca da morfologia viral, dos sitios de laténcia e dos processos de
neuropatogénese e imunossupressao (Miller et al., 2018; Eckstrand et al., 2017).

Ap6s uma infeccdo aguda, a maioria dos gatos permanece como portador
assintomatico durante anos (Hosie et al., 2009). Entretanto, a caracteristica da infecgéo
pelo FIV é o gradual declinio no nimero de linfécitos T periféricos CD4+ e a consequente
sindrome de imunodeficiéncia (Miller et al.; 2018). Ele infecta os linfécitos T, macréfagos,
linfocitos B, astrocitos e células microgliais (Westman et al., 2016; Yamamoto et al.;
2007). Durante a doenca pode ser observada uma progressiva deficiéncia qualitativa e
quantitativa do sistema imune dos gatos infectados tornando-os mais suscetiveis as
coinfec¢des ou ao desenvolvimento de neoplasias (Miller et al.; 2018; Hosie et al., 2009).
Na fase final da doenca, observa-se uma variedade de disturbios associados a sindrome
da imunodeficiéncia, que geralmente resulta em 6bito dos animais. Prostracdo, perda de
peso, desidratacdo, mucosas hipocoradas e sinais associados as coinfec¢bes sdo os
principais sinais clinicos observados em gatos FIV positivos (Miller et al.; 2018; Eckstrand
et al.; 2017). Em relagdo as alteragbes laboratoriais pode ser encontrada uma anemia,
geralmente arregenerativa, acompanhada de linfopenia (Hosie et al., 2009).

A prevaléncia, o curso e o prognostico da doenca € variavel e depende da carga
viral, viruléncia da cepa, idade e imunocompeténcia do hospedeiro assim como da regiao
geografica estudada (Eckstrand et al., 2017; Westman et al., 2016; Yamamoto et al.; 2007).
No Brasil, um estudo realizado em Londrina, Parana, com uma populagéo de 771 gatos,
identificou que 5,19% eram FIV positivos (Hashizume, 2016). Ja no Distrito Federal, 3,0%
dos 361 gatos testados foram FIV positivos (Martins et al., 2012). Estudos evidenciam que

gatos machos, nao castrados e com acesso a rua sao enquadrados no grupo de risco para
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a infecgéo e infectam novos hospedeiros por mordeduras e/ou arranhaduras durante brigas
por alimentos, fémeas e territorio (Luckman et al., 2017; Hosie et al., 2009). A prevencéo
e controle desta enfermidade estdo associados ao diagnostico precoce da infeccédo, a
permanéncia dos gatos dentro do domicilio (ndo permitir o acesso a rua), a castragéo e
ao bem-estar animal (Luckman et al., 2017). N&o existe vacina para o FIV no Brasil e o
tratamento especifico para os animais na fase clinica é baseado no uso de antirretrovirais,
que sdo onerosos e podem causar diversos efeitos colaterais (Hashizume, 2016).

Os procedimentos atuais para deteccao da infec¢ao pelo FIV incluem o isolamento
viral, a sorologia e os testes moleculares, como a reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) (Westman et al., 2019). O diagnéstico ndo pode ser estabelecido somente com
base nas alteragdes clinicas dos felinos, uma vez que a maioria dos gatos se torna
portador assintomatico por longos anos (Hosie et al., 2009). Na rotina clinica, o teste de
imunocromatografia para a detecgéo de anticorpos contra as proteinas de capsideo (p24 ou
p15) ou da glicoproteina de envelope gp41 é o mais amplamente utilizado no diagnéstico
do FIV (Westman et al., 2019). A identificagdo destes anticorpos especificos no soro pode
ser considerada adequada para o diagnéstico de uma infeccdo atual, ja que ocorre a
persisténcia da infecgdo viral, mesmo diante de resposta imune adequada do hospedeiro.
Estes testes sao rapidos, praticos e apresentam elevada sensibilidade e especificidade
(Hashizume, 2016, Hosie et al., 2009).

Até o momento, ndo existem publicacbes em plataformas de pesquisa acerca da
epidemiologia da Imunodeficiéncia felina na Bahia. Desta forma, o objetivo geral deste
estudo foi pesquisar a epidemiologia da Imunodeficiéncia felina em gatos domésticos da
cidade de Salvador/Bahia. Como objetivo especifico pretendeu-se estudar os principais
sinais clinicos desenvolvidos em gatos infectados pelo FIV.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra e diagnéstico da infeccao pelo FIV

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Bahia (n°19/2017). Amostras de sangue de 285 gatos domésticos higidos ou
nao higidos atendidos na rotina do Hospital Veterinario da Universiddae Federal da Bahia
(HOSPMEV/UFBA) e em uma clinica privada exclusiva para atendimentos de gatos, (locais
que atendem gatos provenientes de diferentes bairros da cidade de Salvador/BA), foram
coletadas por venopuncéao da veia cefalica no volume de 3mL. Deste volume, 2 mL foi
armazenado em tubo com EDTA e 1 mL em tubo de bioquimica, sendo o ultimo destinado
a centrifugacao para separagéo de soro. As amostras foram encaminhadas ao Laboratoério
de Viroses — LAVIR/HOSPMEV/UFBA para a deteccdo dos anticorpos especificos do FIV
(soro ou sangue com EDTA) utilizando o teste rapido imunocromatografico ALERE®FIV Ac/
FeLV Ag Test Kit, de acordo com as normas do fabricante. As amostras de sangue total ou
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soro colhidas na clinica privada foram testadas pelo teste rapido de ELISA da Idexx®Snap
FIV/FeLV combo Test Kit.

2.2 Avaliacao clinica e estudo da razéo de prevaléncia

Para cada animal foi preenchida uma ficha com dados do histérico e possiveis
alteragdes clinicas sugestivas de infecgdo pelo FIV, quando presentes, que incluiram:
perda de peso, desidratacdo, alteracdo das mucosas, linfoadenomegalia, sinais clinicos
respiratorios, presenca de complexo estomatite-gengivite e presenca de sinais clinicos
neuroldgicos. Ademais, também foram coletadas informacgdes acerca dos possiveis fatores
de risco associados ao FIV, tais como: idade, sexo, raga, origem (animal resgatado ou
ndo), acesso a rua, castracao tipo de habitacédo (errante ou domiciliado) e presenca de
contactantes.

Para medir a associacao entre as variaveis e a infecg¢éao pelo FIV foi usado o programa
JMP 10.0 software (SAS, Cary, NC, USA) no qual calculou-se a razao de prevaléncia (RP)
com intervalo de confianga de 95% (IC 95%) pelo teste exato de Fisher ou teste qui-quadrado
quando n = 5 ou n > 5, respectivamente. P-valor<0,05 foram considerados significantes.
Foram consideradas como fatores de risco para a infec¢ao pelo FIV as variaveis com IC =

1,0. A anélise dos sinais clinicos foi meramente descritiva.

31 RESULTADOS

No total dos 285 gatos testados 4,56% (13/285) foram soropositivos para o FIV.
Dentre os 13 animais positivos, 10 eram machos (76,92%) e trés (23,07%) eram fémeas,
todos eram sem raca definida (SRD), seis (46,15%) tinham idades superior a cinco anos,
nove (69,23%) tinham acesso a rua, dois (15,38%) eram errantes, 11 (84,61%) domiciliados
e 10 (76,9%) eram provenientes da rua. Os resultados acerca da analise das variaveis
apontadas como possiveis fatores de risco para a infecgdo pelo FIV estdo descritos na

Tabela 1.
Fator Grupos FIV + % (n/N) RP* (IC 95%) p-valor**
Sexo Macho 7,3 (10/137) 3,6 (1,01 —12,81) 0,0452
Fémea 2,03 (3/148) - -
Raca SRD 4,92 (13/264) - 0,6084
CRD 0 (0/21) - -
Faixa etaria (anos) >5 10,34 (6/58) 3,33 (1,16 — 9,52) 0,019
0-5 3,11 (7/225) - -
N> 0 (0/2) - -
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Castracao Nao
Sim

N[+

Acesso a rua Sim
Nao

NI+

Contactantes Sim
Nao

NI+

Domiciliado N&o
Sim

NI+

Adotado da rua Sim
Néo

N[

6,82 (6/88)
3,31 (6/181)
6,25 (1/16)
10,11 (9/89)
2,78 (4/144)
0 (0/52)
4,97 (8/161)
6,58 (5/76)
0 (0/48)
20 (2/10)
4,74 (11/232)
0 (0/43)
7,25 (10/138)
0 (0/59)
3,41 (3/88)

2,05 (0,68-6,19) 0,1916

3,64 (1,16-11,447) 0,0354
0,76 (0,26-2,23) 0,7606

4,22 (1 ,c;7-1 6,55) 0,02361
: o,o;345

Tabela 1 — Caracteristicas avaliadas em gatos domésticos (n=285) no municipio de Salvador —BA e
sua associagao com soropositividade para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV).

*Razao de prevaléncia com Intervalo de Confianga de 95% (IC 95%); ** p valor referente ao teste
de qui-quadrado quando n > 5 e Teste exato de Fisher quando n < 5; *** dado nédo informado, esses
animais ndo foram incluidos na anélise estatistica; SRD: sem raga definida; CRD: com raga definida.

A analise univariada evidenciou uma associagao significativamente maior (p-valor

< 0,05) para soropositividade para FIV em gatos machos (p=0,0452), com idade acima de

cinco anos (p=0,019), com acesso a rua (p=0,0354), errantes (p=0,0361) e provenientes

da rua (p=0,0345).

A ocorréncia de sinais clinicos associados a infeccéo pelo FIV foi de 69,3% (9/13).

Os sinais clinicos mais frequentemente observados foram: alteracbes do apetite (anorexia

ou hiporexia) (46,1%), seguidos por sinais respiratérios (38,46%), secre¢cao ocular ou

dermatopatias (30,7%), desidratacdo ou prostrag@o (23%). Outros sinais clinicos menos

frequentes incluiram aquesia, disquezia, melena, hematoquezia, emagrecimento, diarreia,

doenca periodontal, linfoma e presenca de parasitos, como a helmintose e a puliciose

(7,69%). A distribuicao da frequéncia dos principais sinais clinicos observados nos animais

infectados pelo FIV encontra-se descrita na Tabela 2.
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Sinal clinico Frequéncia (%) (n)

Anorexia/hiporexia 46,1 6
Sinais respiratérios 38,4 5
Secrecao ocular 30,7 4
Dermatopatias 30,7 4
Vémito 23 3
Desidratagéo 23 3
Prostracédo 23 3

Tabela 2 — Sinais clinicos observados em gatos FIV positivos (n=13).

41 DISCUSSAO

O aumento da aquisicdo de gatos como animais de companhia e a manutencao
de colbnias de gatos errantes em algumas regides fez com que o FIV se tornasse uma
das principais doencas infecciosas de gatos domésticos no mundo. O conhecimento
da soroprevaléncia da imunodeficiéncia viral felina é de suma importancia para que se
determine estratégias de prevencéo e controle desta enfermidade, como ocorre em regides
brasileiras que carecem de dados epidemioldgicos, como no municipio de Salvador/Bahia.

A soroprevaléncia da imunodeficiéncia viral felina varia de acordo com a regiéo,
populagéo testada e com o método diagnostico usado (Little et al., 2020; Lacerda et al.,
2017). No presente estudo foi observada uma soroprevaléncia de 4,56% de uma amostra
de 285 gatos saudaveis ou doentes testados durante a rotina clinica. Tais resultados
corroboram com os encontrados por Teixeira e colaboradores (2019) em um estudo
conduzido no estado do Ceard, onde foram testados 148 gatos domiciliados atendidos
em clinicas veterinarias por ELISA SNAP® FIV/FeLV para a deteccdo de anticorpos
anti-FIV confirmados posteriormente pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em
que a prevaléncia foi de 6,1% (9/148) em ambos os testes. Uma ocorréncia parecida foi
encontrada em outro estudo, também realizado por Teixeira e colaboradores (2007), onde
investigou-se a ocorréncia de infecgéo pelo FIV em 145 gatos domésticos provenientes
de dois abrigos situados no municipio de Belo Horizonte - MG, o qual revelou que 4,13%
daquela populagéo foi positiva para o FIV pela técnica de PCR. Cabe ressaltar que a técnica
de PCR possui maior sensibilidade e especificidade se comparado aos testes de detecgéo
de anticorpos, os quais podem evidenciar resultados falsos-negativos no inicio da infec¢éo
ou na fase clinica que antecede o 6bito do animal.

Segundo Biezus e colaboradores (2019), a prevaléncia desta infec¢do varia
de 5,63% a 11,7% em regides como Sao Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul.
Estes mesmos pesquisadores realizaram um estudo em um hospital veterinario de Santa
Catarina o qual analisou a soropositividade de 274 gatos domésticos para anticorpos anti-
FIV pelo ELISA SNAP FIV/FeLV e encontraram uma soroprevaléncia de 5,8% de gatos
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com FIV. Estes resultados também corroboram com os encontrados no presente trabalho.
A soroprevaléncia obtida neste estudo também foi similar & encontrada por Martins et al.
(2012) no Distrito Federal, que testou 361 gatos pelo teste imunocromatografico e obteve
11/361 3,0% das amostras positivas para anticorpos anti-FIV. Entretanto, ocorréncias
maiores da imunodeficiéncia viral felina foram encontradas em outros estudos brasileiros,
como em Porto Alegre-RS (35%), S&o Paulo-SP (15,6%), Rio de Janeiro-RJ (16,66%) e
Mineiros-GO (12,5%) (Finoketti, 2011; Lara, 2004; Souza; Teixeira; Graga, 2002; Lemos;
Bragas; Borges, 2017).

Em se tratando da ocorréncia do FIV em outros paises, um amplo estudo
retrospectivo avaliou a presenca de gatos positivos para FIV no periodo de 2008 a 2016,
em diversas regides da América do Norte, América Latina, Europa, Africa e Asia, e foi
encontrada uma soroprevaléncia de 5 a 14% para FIV, de acordo com algumas regibes
(Bunch, Beall, O’connor, 2017; Little et al., 2020). Nesse sentido, Szilasi e colaboradores
(2019) realizaram um estudo na Hungria onde analisaram 335 amostras de sangue total
provenientes de uma populacdo de gatos saudaveis e doentes pelos métodos ELISA e
PCR. Os animais positivos no teste ELISA e PCR resultaram em uma prevaléncia de 9,9%
e 11,8%, respectivamente. Ortega-Pacheco e colaboradores (2014) realizaram um estudo
com 227 gatos domésticos saudaveis admitidos para exames de rotina e castracbes em
clinicas veterinérias particulares na cidade de Mérida situada no México, onde foi realizado
o teste ELISA SNAP FIV/FeLV para deteccdo de anticorpos anti-FIV. Os resultados
apontaram que 17/227 animais foram positivos para FIV, demonstrando uma prevaléncia
de 7,2% para esta retrovirose.

Fatores como idade, sexo, tipo de habitagdo, acesso a rua e comportamento sao
comumente relatados como fatores de risco para infecgdo por FIV (Little et al., 2020;
Chhetri et al., 2015). Com relacdo aos possiveis fatores de risco associados com a infecgéo
por FIV avaliados no presente estudo, observou-se que gatos errantes possuem 4,22
vezes mais chances de se infectar, em comparagdo com os gatos domiciliados. Animais
errantes tém maior contato com outros animais, portanto sdo mais suscetiveis a brigas e
conflitos territoriais, o que favorece a infecgcao devido a forma de transmisséo, justificando
os resultados encontrados. Sendo assim, o contato com ambientes externos aumenta
a chance de infecgéo pelo virus (LEVY et al., 2008), o que explicou a predisposi¢do de
infeccdo pelo FIV em gatos com acesso a rua (RP=3,64). Little e colaboradores (2009)
observaram que animais com acesso a rua tinham 3,43 vezes mais risco de se infectar pelo
FIV, corroborando assim com o presente estudo. Entretanto, a presenca de contactantes no
mesmo domicilio ndo foi associada ao risco de infeccdo pelo FIV, como também observado
no estudo de Hashizume (2016).

No que diz respeito ao sexo, gatos machos apresentaram um risco 3,6 vezes maior
de infecgéo pelo FIV do que fémeas (p < 0,05). Este resultado corrobora com o estudo de
Teixeira e colaboradores (2019) que apontou que dos nove gatos positivos para o FIV (6,1%),

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3 Capitulo 2 “



oito eram machos (5,4%), o que ratifica que o0 sexo masculino € um fator de risco importante
nestes animais. Tal associacdo pode ser explicada pelo comportamento territorialista e
agressivo que gatos machos podem apresentar com outros animais, portanto, machos
ndo castrados sdo mais expostos ao FIV do que fémeas (Yilmaz, 2000). Uma vez que a
transmissao da doenca ocorre majoritariamente pela inoculagdo do virus presente na saliva
por arranhaduras ou mordeduras, as brigas por disputas de territério, alimento e fémeas
para acasalamento favorecem a disseminacdo do FIV em machos (MILLER et al., 2017).
Desta forma, a castracdo, varidvel também analisada neste estudo e sem significancia
na associacao com a infeccao pelo FIV, pode representar uma das principais medidas de
controle e prevencéo da infec¢cdo uma vez que diminui o comportamento de brigas

Segundo o The American Association of Feline Practitioners (AAFP), o avanco da
idade relaciona-se com a maior probabilidade de os animais se infectarem e apresentarem
imunodeficiéncia felina devido ao risco cumulativo dos individuos serem expostos ao virus
com o passar do tempo (Little et al., 2020). No presente estudo, a variavel idade também foi
indicada como fator de risco para a infec¢ao pelo FIV, uma vez que os gatos com mais de
5 anos de idade (média de 5,7 anos) foram os mais acometidos pelo FIV (RP=3,3), o que
corrobora com o estudo de Biezus et al. (2019) que demonstrou que gatos FIV positivos
tinham média de idade igual a 5,6 anos. A variavel raga ndo foi observada como um fator
de risco para a infecgéo pelo FIV, o que corrobora com outros estudos (Hashizume, 2016;
Lara; Taniwaki; Araujo Jr, 2008).

O FIV estabelece uma infecgdo crénica com evolugédo de trés fases da doenca,
passando por uma doenc¢a aguda, um longo periodo assintomatico e uma fase terminal
caracterizada por imunodeficiéncia (FAIDS), que aumenta o risco de infec¢gdes oportunistas,
neoplasias e doengas neuroldgicas (Hartmann, 2012). Segundo Sykes (2014), a maioria
dos gatos infectados apresenta sinais clinicos inespecificos, como, por exemplo, alteragbes
do apetite, vomito, desidratacdo e prostragcdo, comumente vistos na fase aguda da
infeccdo. Os sinais clinicos mais frequentemente observados em gatos soropositivos para
o FIV deste estudo foram anorexia ou hiporexia, seguidos por sinais clinicos respiratérios,
secrecao ocular e dermatopatias, desidratacdo e prostracado. A maioria destes resultados
€ suportada pelos sinais encontrados por Miller e colaboradores (2017), Eckstrand et al.
(2017) e Obert e Hoover (2000) que foram prostracdo, desidratagdo, emagrecimento e
infeccoes oportunistas. Segundo Radford et al. (2009) alguns gatos apresentaram sinais
clinicos sugestivos de infeccdo por herpesvirus felino tipo 1, tais como secre¢do éculo-
nasal, conjuntivite e espirros. Os sinais clinicos descritos em animais soropositivos nao
séo causados diretamente pelo FIV, mas sim por infec¢des secundarias em decorréncia do
quadro de imunodeficiéncia ocasionado pelo virus (Hosie et al., 2009). Os animais infectados
podem permanecer meses ou anos assintomaticos e nunca demonstrarem sinais clinicos
(Addie et al., 2000). Porém, nos casos sintomaticos, os sinais clinicos podem ser divididos
em trés estagios: fase aguda, assintomatica e terminal (Hartmann, 2012; Greene, 2006).
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As oftalmopatias sdo frequentemente associadas com a infeccao pelo FIV (Aroch,
2008). Sinais clinicos oculares foram observados em 30,7% (4/13) dos animais positivos
para FIV no presente estudo, como secrecao ocular (4/13), conjuntivite (2/13) e quemose
(2/13). Em um estudo, Nasisse e colaboradores (1993) avaliaram a prevaléncia da
conjuntivite crénica em gatos e detectaram alteracdo em 8,5% dos gatos positivos para FIV
em comparagéo com 2,6% da populagéo geral.

O complexo estomatite-gengivite € uma sindrome que afeta cerca de 50% dos
gatos naturalmente infectados pelo FIV (Levy, 2000), entretanto, nenhum gato positivo
apresentou esta sindrome no presente trabalho. Segundo Hartmann (2012), o complexo
estomatite-gengivite nem sempre estéd relacionado com a infeccdo por retrovirus, nao
sendo descritos em animais infectados por FIV de forma experimental. Sinais neurolgicos
sé@o descritos tanto em animais naturalmente ou artificialmente infectados. Cerca de 5%
dos gatos sintomaticos infectados pelo FIV tém doenca neurolégica (Little et al., 2020;
Hartmann, 2012). A despeito disso, nenhum gato no presente estudo manifestou qualquer
sinal neurolégico.

Mais estudos clinico-epidemiol6gicos sobre a imunodeficiéncia viral felina em
Salvador/BA sao necessarios dada a auséncia de informagdes sobre o assunto na literatura
atrelado ao crescente aumento da populacéo felina e a importancia das retroviroses na
medicina felina. O conhecimento da epidemiologia € fundamental para o gerenciamento
clinico bem como para a adog¢éo de medidas de prevencgéo e controle desta enfermidade.

51 CONCLUSAO

A ocorréncia da imunodeficiéncia viral felina de 4,56% em gatos do municipio de
Salvador encontrada neste estudo denota a representativa circulagéo viral e a necessidade
de se incorporar os testes de diagnésticos laboratoriais na rotina clinica.

A idade acima de cinco anos, o sexo masculino, o acesso a rua, e o fato de serem
gatos errantes ou resgatados da rua sao fatores associados ao risco de infeccao pelo FIV.

A maioria dos gatos infectados pelo FIV foram assintomaticos. Os sinais clinicos mais
frequentemente observados foram alteragcdes do apetite, seguidos por sinais respiratoérios,
secrecdo ocular ou dermatopatias e desidratag@o ou prostracao.
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RESUMO: A pandemia da COVID-19 evidenciou,
dentre diversos setores da sociedade, que a
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Biosseguranca na atualidade mostra-se primordial para a prevencéo e mitigacdo de riscos.
Nessa perspectiva, os profissionais Bidlogos tém destaque, pois esses procedimentos
perpassaram o cotidiano de muitos profissionais formados nessa area. Sob essa égide, o
presente trabalho buscou através de uma analise critica da presenga/auséncia da disciplina
de Biosseguranca nos cursos de Licenciatura e Bacharelado na modalidade presencial em
Ciéncias Bioldgicas de Universidades Publicas brasileiras que disponibilizam de forma aberta
a sua matriz curricular e possuem registro no Conselho Federal de Biologia com o objetivo de
demonstrar a importancia da presenca e ampliacéo dessa disciplina nos cursos dessa area
para a formacéao e atuagao profissional do Bi6logo, visto que a prevaléncia desse componente
curricular nos cursos de graduacgao em Ciéncias Biologicas é timida frente a sua importancia
social de acordo com os principais achados desse estudo descritivo.

PALAVRAS - CHAVE: Biosseguranca; Ensino-Aprendizagem; Ciéncias Biol6gicas; Covid-19;
Etica.

THE IMPORTANCE OF BIOSECURITY DISCIPLINE IN THE BIOLOGICAL
SCIENCES COURSE: PEDAGOGICAL CONTRIBUTIONS TO THE FORMATION
OF THE BIOLOGIST
ABSTRACT: The COVID-19 pandemic has shown, among various sectors of society, that
Biosafety today is essential for the prevention and mitigation of risks. In this perspective,
Biologist professionals stand out because these procedures have pervaded the daily lives of
many professionals trained in this area. Under this aegis, the present work sought through
a critical analysis of the presence / absence of the Biosafety discipline in the Licentiate
and Bachelor courses in the presence modality in in Biological Sciences of Brazilian Public
Universities that openly make available their curricular matrix and have registration at the
Federal Council of Biology in order to demonstrate the importance of the presence and
expansion of this discipline in courses in this area for the training and professional performance
of Biologists, due to the prevalence of this curricular component in undergraduate courses in
Biological Sciences, it is timid in view of its social importance according to the main findings

of this descriptive study.
KEYWORDS: Biosafety; Teaching-Learning; Biological Sciences; Covid-19; Ethic.

11 INTRODUGAO

A Biossegurancga (BS) pode ser definida como o conjunto de agdes voltadas para
a prevengao, minimizacdo ou eliminagdo dos riscos pertinentes as atividades de ensino,
pesquisa ou desenvolvimento tecnoldgico que possam impactar na satde do homem, dos
animais e o meio ambiente (TEIXEIRA; VALLE, 2010).

As primeiras discussdes sobre BS se iniciaram em meados da década de 70 devido
a preocupagOes quanto a seguranca de trabalhadores da area laboratorial que tinham
projetos voltados a engenharia genética. Essa preocupacédo instigou a realizagcado da
Conferéncia de Asilomar, na Califérnia, onde foram debatidas normas de BS e sugerido
que o nivel de contencao deveria estar de acordo com os riscos estimados (PENNA et al.,
2010). Esse foi o pontapé inicial para a compreensdo do que seriam niveis de contengéo
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e classes de risco.

Atualmente, sabe-se que todos os microrganismos conhecidos séo classificados
em classes (I a V) de acordo com algumas caracteristicas microbiolégicas, a exemplo:
patogenicidade, viruléncia, modo de transmissdo, endemicidade e a existéncia ou ndo
de profilaxia e tratamentos eficazes. Cada classe exige um nivel de contencéo, boas
praticas laboratoriais e normas especificas, para isso, os profissionais que trabalham na
manipulacdo de agentes patogénicos, culturas infectadas, amostras de sangue e materiais
perfurocortantes precisam estar informados sobre todas as normas de BS que se aplicam
ao seu trabalho e ao seu nivel de contencao, a fim de minimizar riscos de contaminacgéao
individual e\ou coletiva (TEIXEIRA; MELLO, 2010).

Em diversos paises, a BS é regulada por um conjunto de leis, procedimentos ou
diretrizes especificas (FUNASA, 2001). No Brasil, a lei N° 11.105 de 25 de margo de 2005
dispbe sobre a Politica Nacional de Biosseguranca, revogando a Lei N° 8.974, de 5 de
janeiro de 1995 e cria a Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca — CTNBio (BRASIL,
2005).

A urgéncia de profissionais conscientes no que diz respeito as boas praticas
laboratoriais, embasados nas normas de BS e que tenham conhecimento para exercer e
coordenar suas praticas se faz cada vez mais necessaria, uma vez que vivemos em uma
era onde o contato com virus, bactérias e outros patégenos sem profilaxia e terapéuticas
eficazes ameagam a satde humana progressivamente (MOLENTO, 2017).

Por isso a compreensado do conceito de BS e a relevancia de discuti-lo nos mais
diversos momentos de aprendizagem dos saberes cientificos, principalmente no contexto
académico, é indiscutivelmente necessario para a formagéo de profissionais preparados
para lidar com ameagas microbianas em uma era globalizada (LIMA, 2017).

A abordagem da BS no curso de Ciéncias Biolégicas torna-se de extrema relevancia
uma vez que o Bidlogo encontra-se envolvido em atividades de pesquisa desde a sua
formacgao académica. E no mercado de trabalho esta apto a ocupar cargos em laboratérios
de Andlises Clinicas, Bioética, controle de vetores e pragas, gestao de bancos de células e
material genético, Pericia e Biologia Forense. Portanto é um profissional que estéa integrado
em atividades de ensino, pesquisa e Biotecnologia (MELO; CARVALHO; GUIMARAES,
2017).

Ao observar a importancia da BS para a formagéao do Bidlogo e sua possivel atuagédo
em contexto pandémico como no ano de 2020/2021, onde o novo coronavirus Sars-CoV-2
ameaca a saude global, o presente estudo surgiu de uma inquietacdo sobre a auséncia
da disciplina de BS em algumas instituicdes de ensino e da discussédo da importancia do
ensino/aprendizagem da BS para a formagéo do académico e futuro profissional Biélogo.

Diante desses pressupostos, objetivou-se demonstrar a importancia do ensino de
BS no curso de Ciéncias Bioldgicas, assim como investigar a disponibilidade da disciplina
na grade curricular de graduagdes de Biologia nas modalidades Bacharelado e Licenciatura
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em cursos regulamentados pelo Conselho Federal de Biologia, visto a importancia dessa
disciplina para a formagao académica e profissional do Bi6logo em sua rotina de trabalho.

21 METODOLOGIA

Estratégia de pesquisa

Trata-se de um estudo descritivo sobre a oferta da disciplina de BS em cursos de
Ciéncias Biologicas. Foi realizada uma busca quantitativa das Universidades Brasileiras
que ofertam o curso de Biologia na modalidade Bacharelado e/ou Licenciatura nas
cinco regibes do pais (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste). A analise das
Universidades se deu a partir da consulta ao site do Conselho Federal de Biologia — CFBio
(https://cfbio.gov.br/) o qual concede acesso ao site oficial de cada Universidade para a
avaliagéo da disponibilidade da disciplina através da investigagao na grade curricular do
curso. A pesquisa nas plataformas on-line institucionais ocorreu no periodo de 15 de marco
a 20 de maio de 2021.

Critérios de elegibilidade

No que concerne a mineracédo dos dados, os critérios de inclusdo definidos sao:
Universidades Federais e Estaduais cadastradas no site do CFBio que ofertam o curso de
Ciéncias Biologicas na modalidade Bacharelado e/ou Licenciatura e que a disciplina de BS
esteja presente na Matriz Curricular do curso em pelo menos um dos campi da Instituicdo
como obrigatoria ou eletiva. Ao passo que os critérios de exclusao tém-se: Instituicbes de
Ensino Superior de iniciativa privada e as que ofertam o curso de Biologia na modalidade
de Ensino a Distancia — EAD ou semi-presencial. Os resultados foram representados em
tabelas e os dados expressos em valores absolutos e/ou porcentagem.

31 RESULTADOS

Foram observadas 92 Universidades Publicas cadastradas no site do CFBio que
oferecem o curso de Ciéncias Biol6gicas em pelo menos uma das modalidades (Bacharelado
ou Licenciatura). A Tabela 1 demonstra o numero total de Instituicbes cadastradas no site
e a prevaléncia de Universidades Publicas que ofertam o curso de Ciéncias Bioldgicas por
regido. A partir disso é possivel observar que a maior prevaléncia de cursos de Biologia
ofertados no pais se concentra nas regides Nordeste (27) e Sudeste (27).
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Regides N° de Universidades
Norte 12
Nordeste 27
Centro-Oeste 8
Sul 18
Sudeste 27
Total 92

Tabela 1. Universidades Publicas Brasileiras por regido cadastradas no site do CFBio.

ApOs o processo de triagem pela metabolizacdo dos critérios de elegibilidade,
notou-se que trés das Universidades analisadas ndo ofertavam o curso de Biologia e
uma se encontrava duplicada na regiao Sul ndo se alinhando, portanto, ao objetivo geral
proposto. A partir dessa observacgéo, 88 Universidades passaram para a segunda etapa de
avaliac@o que dizia respeito a acessibilidade de informagbes sobre o curso no site oficial
das Instituicdes. A apuracéo dos dados demonstra que das 88 universidades avaliadas no
presente estudo, 5 ndo permitiam acesso ao site oficial da Instituicdo e 7 ndo permitiam
acesso a grade curricular do curso para a avaliacdo. A partir disso, resultou o constructo
final de 76 Universidades para compor o estudo (Tabela 2).

Site ou Grade Curricular N° de Universidades

Acesso direto 88
Inacessivel 12
Total 76

Tabela 2. Acessibilidade ao site oficial da Instituicdo ou a Grade Curricular do curso de Ciéncias
Biolégicas.

Das Universidades Publicas que ofertam o curso de Ciéncias Biolégicas selecionadas
para analise, apenas 34,21% apresentam a disciplina de BS em sua matriz curricular em
pelo menos um dos seus campi na modalidade obrigatéria ou eletiva, enquanto 65,79%
ndo ofertam a disciplina em nenhum de seus campi e em nenhuma modalidade (tabela 3).

Disciplina de Biosseguranca Instituicoes Percentual
Ofertada 26 34,21%
Nao ofertada 50 65,79%
Total 76 100%

Tabela 3. Disponibilidade da disciplina de Biossegurancga nos cursos de Ciéncias Biologicas.
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41 DISCUSSAO

A Biologia é discutida e trabalhada desde os primérdios da civilizagdo quando o
homem foi obrigado a observar eventos naturais para a sua propria sobrevivéncia na pré-
historia, a exemplo dos tempos de floracéo, frutificacdo e migragcdo de animais. Desde a
antiguidade a vida se tornou objeto de estudos de curiosos como Linneu, Lamarck, Charles
Darwin e Mendel, naturalistas que dedicaram a vida a descobrir “enigmas” da natureza e
hoje suas obras servem de base para o desenvolvimento de novos projetos e descobertas
(GASTAL, 2006).

No Brasil, os estudos de Biologia se deram através de pesquisas descritivas sobre
a fauna e a flora realizadas por estudiosos brasileiros e estrangeiros que hoje servem
de base para propria Ciéncia no pais. As Ciéncias Biolégicas atualmente tornaram-se um
dos campos cientificos com mais impacto social, cultural e econémico a nivel mundial
(SCHWARTZMAN, 2001).

Com a chegada da Era Moderna e o avanco da tecnologia o modo de se fazer
pesquisa também evoluiu, estudos de melhoramento genético (FREIRE FILHO, 2011),
cultura de bactérias multirresistentes (AZEVEDO, 2018) a manipulagdo de microrganismos
e 0 sequenciamento genético de patdogenos perigosos para a saude publica mundial ja é
uma realidade (CHAVES; BELLEI, 2020). Com isso, a forma de proteger pesquisadores de
acidentes laboratoriais foi repensada e medidas de seguranca tiveram que ser aplicadas
de forma consolidada.

O ensino de Biologia na academia apresenta em seu curriculo, contetdos de carater
experimental, procedimental e laboratorial que precisam ser contemplados no processo de
ensino-aprendizagem. Nesse sentido, 0 emprego da BS nos laboratérios de pesquisa das
Universidades e a prévia aprendizagem conceitual sobre o tema em sala de aula é de suma
importancia para o desenvolvimento de medidas mitigadoras de acidentes e da consciéncia
coletiva para trabalhos que envolvam riscos quimicos, fisicos e biologicos.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que, algumas Universidades,
em maioria ndo ofertam a disciplina de BS no curso de Ciéncias Biologicas e isso consiste
em uma problematica na formacao do Bidlogo, uma vez que este profissional se encontra
elencado na categoria dos profissionais de salude e seu trabalho envolve, em grande
demanda, atividades laboratoriais (GOMES; DIAS, 2018). Vale ressaltar que as Instituicbes
de ensino avaliadas que ofertam a disciplina de BS s&do ofertadas em sua grande maioria
como optativas.

A importancia da abordagem da BS no curso de Licenciatura em Biologia relaciona
teméticas do proprio ambiente escolar a problemas do cotidiano, uma vez que “[...] o tema
BS ultrapassou os limites dos laboratérios e hospitais com a constatacéo de que os riscos
biolégicos e quimicos estdo presentes também em outros ambientes” (ANVISA, 2005, p.
990).
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Em relacdo aos Bidlogos bacharéis, estes sdo os profissionais mais envolvidos
em pesquisas laboratoriais e de campo 0 que exige em sua rotina de trabalho uma
maior aten¢do as normas de BS aplicadas em seu ambiente profissional se atentando
aos diferentes riscos que possam estar sujeitos, a exemplo dos riscos quimicos, fisicos,
biolégicos e ergondémicos (RIBEIRO; CARDOSO, 2015).

No tocante a regulamentagdo, a Resolugdo N° 10, de 5 de julho de 2003, do
CFBio, dispbe sobre as atividades profissionais, areas e subareas do profissional Biélogo
e apresenta no seu Art.1°, item 1.2, que o Bidlogo esta apto a trabalhar na “Execugéo
de analises laboratoriais e para fins de diagndsticos [...]” e suas subareas s&o: Andlises
Clinicas, Bioética e Genética (representadas nos itens 2.1; 2.9 e 2.12, respectivamente)
(CFBio, 2003), areas que exigem conhecimentos técnicos de seguranga laboratorial.

Por esse motivo torna-se indispensavel o ensino da BS nos Cursos de Saude de
nivel superior, especialmente a Biologia, quando este processo de ensino pode se mostrar
como um instrumento estratégico-pedagdgico importante, visto o descompasso entre
a dimensdo académica e a dimensdo do trabalho no que se refere a BS. Tal estratégia
orientadora pode impactar significativamente na formacao profissional Bidlogo, uma vez
que a formacdo dessa categoria deve estar alinhada as demandas e necessidades da
sociedade e do trabalho (COSTA; COSTA, 2010).

51 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que apesar da BS ser um dos pilares do trabalho
dentro das Ciéncias Biolégicas para a protecao dos profissionais e sociedade, assim como
na formacgéo dos profissionais licenciados e bacharéis nessa éarea, principalmente em um
periodo pandémico como da COVID-19, a adesdo do componente curricular de BS ainda é
muito incipiente dentre os cursos de graduacgéo nessa area em Universidades Publicas, em
confronto com as possibilidades de atuacao dos Biélogos definidas pelo CFBio.

Portanto, modificagdes na grade curricular dos cursos de Ciéncias Bioldgicas sao
necessarias para a adequacao na formacgéo desses profissionais frente a um mercado de
trabalho mais preocupado com a seguranca através da prevencgao de acidentes, sobretudo
com agentes patologicos que possam vir a tornarem-se epidemias ou pandemias, dentre
outras fragilidades de seguranca e cuidados profissionais.
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RESUMO: O crescimento radial de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium
flavoviride foi analisado aos 18 dias em BDA
(Oxoid), em diferentes temperaturas (25°, 28°C
e temperatura ambiente = 28+2°C). Todas as
linhagens apresentaram maior crescimento a
temperatura ambiente. Metarhizium flavoviride
apresentou a maior produgao de conidios (45,06
x 108 conidios/g de substrato) na soja e a menor
no arroz quebradico (1,47 x 108 conidios/g de
substrato). A viabilidade considerada o6tima
(70%), na maioria dos substratos tanto para
Metarhizium anisopliae quanto para Metarhizium
flavoviride. Beauveria bassiana, no substrato
soja, apresentou viabilidade insatisfatéria para
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SUBSTRATOS

quantificacdo. Os resultados obtidos sugerem
que outros substratos diferentes, além do arroz,
devam ser empregados em estudos para a
producéo conidial.

PALAVRAS - CHAVE: Hyphomycetes,
Entomopatogénicos, Producao conidial,
Temperatura.

GROWTH AND VIABILITY OF BEAUVERIA
BASSIANA, METARHIZIUM ANISOPLIAE
AND METARHIZIUM FLAVOVIRIDE ON
DIFERENT SUBSTRATES

ABSTRACT: The radial growth of Beauveria
bassiana,  Metarhizium  anisopliae and
Metarhizium flavoviride was analyzed at
18 days in PDA (Oxoid), in three different
temperatures (25, 28 and room temperature = 28
+ 2° C). All the strains presented better growth
at room temperature. Metarhizium flavoviride
presented the largest conidial production (45.06 x
108 conidia/g of substrate) in soy and the smallest
in brittle rice (1.47 x 108 conidia/g of substrate).
In most of the substrates the viability was great
for the Metarhizium anisopliae and Metarhizium
flavoviride. Only Beauveria bassiana in the
substratum  soy presented unsatisfactory
viability for quantification. The obtained results
suggest that other natural substrate, besides the
rice, should be used in studies for the conidial
production.

KEYWORDS: Entomopathogenic, Hyphomycetes,
Conidia production, Temperature.
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11 INTRODUGAO

Os fungos entomopatogénicos sdo os principais patdgenos de insetos. Cerca
de 80 géneros de fungos, com aproximadamente 700 espécies, estdo envolvidas em
mais de 80% das doencas dos insetos (SOCCOL et al., 1997). Entre os géneros mais
importantes estdo: Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea. Por serem considerados
um substituto potencial dos inseticidas quimicos, o interesse pelos fungos tem aumentado
nos Ultimos anos. A reagcdo a mudanga no uso de inseticidas quimicos tem emergido da
necessidade de se evitar certos efeitos adversos, no uso difundido para o controle de pragas
(residuos, resisténcia de insetos e alta toxidade). O produto da manipulagéo realizado em
laboratorio & considerado adequado para a produgéo massal de fungos (SAMSINAKOVA;
KALALOVA, 1981). Poucos s&o os substratos naturais utilizados para o desenvolvimento
de entomopatdgenos para uso em campo, é descrito na literatura como substrato padréo, o
arroz parboilizado, entretanto, outros substratos devem ser testados como uma alternativa
de uso durante a entressafra. Este trabalho teve por objetivo analisar o crescimento e a
producdo conidial de B. bassiana, M. anisopliae e M. flavoviride em diferentes substratos
naturais, determinando os substratos que apresentaram maior producdo de conidios e
melhor viabilidade.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo de linhagens

As linhagens foram obtidas da colecdo de cultura do Departamento de Micologia
(URM) da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 01), foram repicadas em meio BDA
(Oxoid) pH 6,8 incubados a temperatura ambiente (28 + 2°C) por 15 dias e acondicionados
sob refrigeragéo a 4°C.

ESPECIE LINHAGEM NUMERO DE
FUNGICA FUNGICA LOCALIZACAO HOSPEDEIRO ACESSO

Beauveria

bassiana CL, Carpina / PE Castnia licus URM- 3447
Metarhizium Mahanarva

anisopliae PL43 Flexeiras / AL posticata URM- 3349
Metarhizium Rio Grande do Schistocerca

favoviride BR Norte pallens URM- 3800

TABELA 1. Origem das linhagens estudadas

2.2 Obtencéo de cultura monospérica

Conidios foram transferidos para solugcédo Tween 80 (0,1%) de modo a se obter de
20 a 100 colbnias. A suspenséo obtida foi agitada em Vortex e diluida em solugéo salina.
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A suspensao foi quantificada em camara de Neubauer. 0,1 ml da suspenséo foi espalhado
sobre meio BDA e ap0s o crescimento, um Unico conidio foi transferido para tubo.

2.3 Avaliacao do crescimento colonial

Foram realizadas medicdes da colbnia, durante o periodo de 3 a 18 dias, segundo
Ribeiro et al. (1992).

2.4 Producao de conidios

A producéo de conidios foi avaliada em diferentes substratos (ervilha, soja, milho de
mungunza, arroz parboilizado e arroz quebradico). 100 gramas de cereal foram colocados
em sacos de polipropileno com 50 ml de agua destilada e autoclavados por 30 minutos, a
120°C (Com 4 repeticOes e 1 controle). Apos o resfriamento a temperatura ambiente, com
o auxilio de uma seringa, 10 ml de suspensdo de 108 conidios/ml foram inoculados em
cada substrato. Os sacos foram agitados para a desagregacgéo dos grimulos de substratos
e melhor distribuicdo do inoculo. A inoculacéo foi feita & temperatura ambiente e umidade
relativa superior a 55% por 15 dias (VILAS BOAS et al., 1996). A producéo de conidios foi
quantificada transferindo-se 1g de substrato para 100 ml de solu¢gao Tween 80 (0,01%),
agitada por 2 minutos e filtrada em gaze. A concentragé@o de conidios foi determinada em
camera de NeUbauer.

2.5 Determinacao da viabilidade de conidios

A suspenséo obtida foi diluida para 108 conidios/ml da qual 0,1 ml foi espalhado
em trés placas de Petri, contendo BDA mais Cloranfenicol (2%) para evitar o crescimento
bacteriano. Apds 12 horas foram realizadas leituras, diretamente ao microscépio, contando-
se 1500 conidios/placas. Foi considerado conidio germinado aquele cujo tubo germinativo
apresentou-se maior que um terco do tamanho do conidio. Em seguida efetuou-se o
célculo; segundo Alves (1998).

Em 1.500 conidios = n germinados

100 = G
G=nx100 = % germinagao
1.500

2.6 Analise estatistica

Os dados referentes a concentracéo de conidios e a viabilidade foram submetidos
a analise de variancia e a separagéo das médias feitas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

2.7 Documentacao fotografica
Foi feita em filme Kodak color GOLD-135, 100 ASA (American stand Association),
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com o uso de fotomicroscopio Carl Zeiss e ampliadas em laboratérios Kodak.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento radial em diferentes temperaturas

B. bassiana — apresentou coldnia de cor branca, com aspecto cotonoso e abundante
conidiagdo. Foi observado maior crescimento a temperatura ambiente e menor a 25°C
(Tabela 2). M. anisopliae - mostrou colénia de coloragéo esverdeada, abundante conidiagao
e aspecto pulverulento. O fungo apresentou maior crescimento a temperatura ambiente e
0 mesmo crescimento a 25 e 28°C (Tabela 2). M. flavoviride - exibiu coldnia de coloracéo
esverdeada, abundante producgdo de conidios, aspecto pulverulento, com distintas zonas
concéntricas (Tabela 2). O maior crescimento foi observado a temperatura ambiente e a
menor a 25°C (Tabela 2). Os fungos estudados partiram de culturas monosporicas. Todas
as linhagens apresentaram aspectos de acordo com a literatura, no que se referem ao
crescimento em BDA (Oxoid) e esporulagéo.

MEIO DE CULTURA ( BDA) (diimetro em cm)

TEMPO
(dia) Beauveria bassiana Cl,
Metarhizium anisopliae PLss  Metarhizium flavoviride BR

T.A 25°C 28°C T.A 25°C 28°C T.A 25°C 28°C
3 1,00 0,90 0,96 0,86 0,73 0,70 0,50 0,42 0,56
6 2,00 2,01 2,06 1,42 1,58 1,70 1,53 1,21 1,24
9 3,03 2,86 2,96 1,95 2,46 2,53 2,50 1,97 2,23
12 3,76 3,66 3,79 245 3,22 3,24 3,37 2,62 2,92
15 4,36 433 4,66 2,70 4,00 4,00 4,33 3,32 3,66
18 5,53 5,03 5,43 5,03 4,73 4,73 5,03 4,02 4,33

T.A= 28 + 2°C. OBS: Foram realizadas 3 repeti¢des e tirada a média aritmética.

TABELA 2. Crescimento linear de Beauveria bassiana Cl, , Metarhizium anisopliae PL,, e
Metarhizium flavoviride BR no periodo de 3 a 18 dias em BDA na temperatura ambiente (T.A),
25°C e 28°C.

As caracteristicas morfologicas das coldnias e dos conidios se enquadram dentro
das espécies citadas na literatura especializada (De HOOG, 1972; GAMS: ROSZYPAL,
1973; TULLOCH, 1976). Contudo, ressalva é dada as descri¢cdes originais, quando Gams e
Roszypal (1973) citaram que M. flavoviride apresenta conidioforos tipicos e esporodoquios.

Considerando essa descricdo, M. flavoviride se enquadraria na familia
Tuberculariaceae. Se levar em consideracédo a descricdo de Rombach et al (1986) que
propéem a variedade Metarhizium flavoviride var. flavoviride, baseado na mensuragéo
dos conidios [(6,5-) 7 -9 (- 11) x 4,5 — 5,5 m] e na formacédo de sinemata em cultura, a
espécie iria para a familia Stilbellaceae, o que geraria grande confusdo na taxonomia dessa
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espécie. No entanto, M. flavoviride forma conidiéforos livres ou ramificados, fialidicos, em
cadeia basipetal (HUGHES, 1953; ONIONS, 1981), enquadra-se na familia Moniliaceae,
como mostrou Xavier-Santos (1995) em microscopia eletrénica de varredura e Kuklinsky-
Sobral e Luna-Alves Lima (1998) em microscopia de luz. Todas as linhagens apresentaram
maior crescimento a temperatura ambiente. B. bassiana mostrou maior crescimento que
as demais em qualquer uma das temperaturas avaliadas. Enquanto M. anisopliae cresceu
melhor a temperatura ambiente e ndo houve diferenca no crescimento nas temperaturas
de 25°C e 28°C. M. flavoviride BR foi o mais influenciado pela temperatura. Mostrou maior
crescimento a temperatura ambiente (5,03cm) seguido de 28°C (4,33 cm) e 25°C (4,02
cm). Thomas e Jenkins (1997) estudaram os efeitos da temperatura sobre o crescimento
de M. flavoviride e confirmaram que o crescimento e a viruléncia séo fortemente afetados
pela temperatura. A toleréncia dos efeitos de temperatura sobre o crescimento vegetativo
de M. anisopliae e M. flavoviride também foi estudado por Ouedraogo et al. (1997),
tomando como parametro o crescimento linear das col6nias. Os autores verificaram que M.
anisopliae variou de 25 a 32°C, enquanto M. flavoviride variou de 25° a 30°C. Embora B.
bassiana tenha apresentado maior crescimento a temperatura ambiente, seguida de 28°C,
apresentando crescimento satisfatorio aos 25°C (Tabela 2), ap6s 18 dias de inoculagéo, o
que esta de acordo com a temperatura citada por Ferron (1978).

3.2 Producao de conidios (concentracao) em diferentes substratos

No substrato ervilha — o crescimento vegetativo das trés linhagens teve inicio
apoés 24 horas de inoculagéo. Aos 3 dias foi observada a conidiagdo em B. bassiana e M.
flavoviride. Em M. anisopliae a producgéo de conidios foi detectada a partir do sexto dia. B.
bassiana, apresentou densa esporulacdo esbranquicada. M. anisopliae apresentou pouca
esporulagéo sobre os grédos. O M. flavoviride exibiu densa esporulagdo, com formacgéao
de tufos de conidi6éforos com coloracdo esbranquicada. Essas observacdes nao sofreram
alteracdes até os 15 dias de crescimento. Nesse substrato a maior producdo de conidios
foi observada em M. anisopliae (29,77 x 108 conidios/g de substrato) e a menor em B.
bassiana (5,27 x 108 conidios/g de substrato).

No substrato soja - aos 6 dias, B. bassiana mostrou crescimento exuberante sobre
todo substrato. M. anisopliae apresentou um crescimento mais lento e pouca conidiagao.
M. flavoviride demonstrou boa esporulacdo e crescimento uniforme sobre os gréos. Aos 9
dias o M. anisopliae e M. flavoviride mostraram crescimento e esporulacéo exuberantes e
uniformes. B. bassiana mostrou conidiagéo escassa. com producao conidial insatisfatéria
para quantificacdo. Nesse substrato, a maior producédo de conidios foi observada em M.
flavoviride (45,06 x 108 conidios/g de substrato).

No substrato milho de munguza - apés 2 dias os fungos apresentaram crescimento
vegetativo. Nesse substrato, foi observado esporulacdo luxuriante aos 6 dias em M.
anisopliae e manteve a menor esporulagédo até os 15 dias em M. flavoviride. Foi observada
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maior producéo de conidios em B. bassiana (23,32 x 102 conidios/g de substrato) e a menor
producéo em M. flavoviride (10,44 x 108 conidios/g de substrato).

No substrato arroz parboilizado — B. bassiana, M. anisopliae e M. flavoviride
apresentaram crescimento vegetativo apds 2 dias de inoculagdo, com B. bassiana
apresentado maior exuberéancia. Aos 15 dias B. bassiana e M. anisopliae apresentaram
esporulagdo exuberante. Nesse substrato, B. bassiana apresentou maior produc¢do de
conidios (36,86 x 10® conidios/g de substrato) e a menor em M. flavoviride (2,22 x 10®
conidios/g de substrato).

No substrato arroz quebradico — B. bassiana, M. anisopliae e M. flavoviride
mostraram crescimento vegetativo ap6s 2 dias de inoculacédo. Aos 3 dias M. anisopliae
apresentou boa esporulagé@o, distribuindo uniformemente sobre os grdos. Aos 6 dias
M. flavoviride apresentou esporulacdo escassa. A maior producéo foi observada em M.
anisopliae (27,25 x 108 conidios/g de substrato) e a menor produgéo em M. flavoviride (1,47

x 108 conidios/grama) (Tabelas 3).

SUBSTRATOS ESPECIES FUNGICAS CONCENTRAGCAO DE
CONIDIOS/GRAMA

Beauveria bassiana CL, 527 x 108
+ Ervilha Metarhizium anisopliae PLa3 29,77 x 10°
Metarhizium flavoviride BR 19,11 x 10°

Beauveria bassiana CL, *

+ Soja Metarhizium anisopliae PLy3 19,69 x 10
Metarhizium flavoviride BR 45,06 x 10%

Beauveria bassiana CL, 2332 x 10*

+ Milho de munguza  Merarhizium anisopliae PLi 15,52 x 10°
Metarhizium flavoviride BR 10,44 x 10¢

Beauveria bassiana C1. 36,86 x 10°

+ Arroz parboilizado  Metarhizium anisopliae PLa3 2343 x 108
Metarhizium flavoviride BR 2.22x 108

Beauveria bassiana CL, 13,97 x 10¢

+ Arroz quebradico  Metarhizium anisopliae Pl.s 27,25 x 10
Metarhizium flavoviride BR 1,47 x 10°

*Beauveria bassiana CL, apresentou grande proliferagéo conidial e escassés conidial.

TABELA 3. Concentragéo de conidios por grama de Beauveria bassiana CL,, Metarhizium anisopliae
PL,, e Metarhizium flavoviride BR em substratos diferentes, aos 15 dias de crescimento, &
temperatura ambiente.
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Os dados obtidos permitiram assegurar o crescimento e a concentracéo de conidios
nos substratos empregados, durante o periodo de 3 a 15 dias. B. bassiana cresceu
melhor em arroz parboilizado (36,86 x 10® conidios/g de substrato) e menor em ervilha
(5,27 x 108 conidios/g de substrato), e ndo cresceu o suficiente para ser quantificado
em soja. M. anisopliae cresceu bem em todos os substratos com maior crescimento em
ervilha (29,77 x 108 conidios/g de substrato) e menor em milho de munguza (15,52 x 108
conidios/g de substrato). M. flavoviride mostrou maior crescimento em soja (45,06 x10®
conidios/g de substrato) superando todas as linhagens em todos os substratos e o menor
em arroz quebradico (1,47 x 10® conidios/g de substrato). Esses resultados demonstram
que as linhagens sao exigentes quanto ao crescimento em diferentes substratos. Todavia,
0 substrato mais empregado para a producdo de conidios em pré-inbculo é o arroz
parboilizado (RIBEIRO, 1990; 1997; VILAS BOAS et al., 1996), no entanto, em nosso
trabalho, somente B. bassiana superior as demais linhagens. M. anisopliae mostrou-se
menos exigente quanto ao crescimento nos substratos empregados.

Alves (1998) em revisdo sobre o assunto referiu-se aos varios substratos (arroz
cozido, fuba de milho, entre outros) e relatou que o grande problema do uso de substratos
naturais, dependendo da finalidade com que esteja sendo empregado, reside na estabilidade
da manutencéao da atividade fungica por longo periodo de armazenamento.

3.3 Determinacéo da viabilidade dos conidios em diferentes substratos

No substrato ervilha — a maior viabilidade foi observada em M. flavoviride (95,13
%) e a menor em M. anisopliae (78,16 %).

No substrato soja - foi observado maior viabilidade em M. anisopliae (95,67 %) e
B. bassiana exibiu grande crescimento micelial e conidiacdo insatisfatoria para quantificar
pelo método adotado.

No substrato milho de munguza - foi observado maior viabilidade em M. flavoviride
(97,85 %) e a menor em B. bassiana (90,95%).

No substrato arroz parboilizado — B. bassiana mostrou a maior viabilidade (96,09
%) e foi observado menor viabilidade em M. flavoviride (91,85 %).

No substrato arroz quebradico — a maior viabilidade foi observada em M.
anisopliae (96,80 %) e a menor em M. flavoviride (71,80 %) (Tabelas 4). Os resultados do
estudo constataram que as linhagens de um modo geral apresentaram boa viabilidade,
superando 90% na maioria dos substratos empregados. B. bassiana apresentou maior
viabilidade no arroz parboilizado (96,09 %) e na soja néo foi observada viabilidade suficiente
para quantificagcdo. M. anisopliae e M. flavoviride exibiram 6tima viabilidade em todos os
substratos. M. anisopliae mostrou a maxima viabilidade no arroz quebradico (96,80 %) e M.
flavoviride no milho de munguza (97,85 %). Ribeiro et al. (1992) empregaram o substrato
arroz parboilizado na produgéo de inoculo para testar a viabilidade de M. anisopliae em
folhas de cana-de-agUcar, em experimentos de campo.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3 Capitulo 4 “



SUBSTRATOS ESPECIES FUNGICAS % DE

GERMINACAO

Beauveria bassiana (C1.;) 86,90

¢ Ervilha Metarhizium anisopliae (PL43) 78,16
Metarhizium flavoviride (BR) 95,13

Beauveria bassiana (CL) *
+ Soja Metarhizium anisopliae (PLy3) 95,67
Metarhizium flavoviride (BR) 92,30

Beauveria bassiana (CL) 90,95
¢ Milho de munguza Metarhizium anisopliae (PLa3) 94,75
Metarhizium flavoviride (BR) 97,85
Beauveria bassiana (CL1) 96,09
¢ Arroz parboilizado Metarhizium anisopliae (PLa3) 95,50
Metarhizium flavoviride (BR) 91,85
Beauveria bassiana (CL1) 90,00
¢ Arroz quebradigo Metarhizium anisopliae (PL43) 96,80
Metarhizium flavoviride (BR) 71,80

*Beauveria bassiana apresentou grande escassés conidial.

TABELA 4. Percentagem de viabilidade dos conidios de Beauveria bassiana CL, Metarhizium
anisopliae PL,, e Metarhizium flavoviride BR em substratos naturais diferentes os 15 dias de
crescimento, a temperatura ambiente

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho poderéao servir de base para a utilizagéo de
substratos naturais empregados no crescimento e na conidiagdo de linhagens flngicas
contra insetos causadores de danos a agricultura.

De modo geral todas as espécies fungicas testadas nesta pesquisa apresentaram
producao conidial em quantidade satisfatéria o que nos leva a estimular novos experimentos
com outros substratos alternativos para o desenvolvimento conidial em massa e uso em

campo.
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RESUMO: Moringa oleiferaé umaplantaoriginaria
do Sul da Asia e é conhecida popularmente como
Acéacia-branca. Tal espécie & reconhecida por
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SUINOCULTURA

diversos povos como uma “arvore milagrosa”
devido as diversas propriedades medicinais
e nutricionais presentes nas folhas, raizes,
sementes, cascas e flores. Uma de suas
caracteristicas mais promissoras diz respeito
a purificacdo de aguas para consumo humano,
devido a presengca de compostos coagulantes
naturais presentes principalmente dentro da
semente da moringa. No entanto, pouco se
sabe se a casca da semente de moringa, parte
membranosa “alada”, a qual é descartada
nos processamentos e usos diversos dessa
semente, possui capacidade para adsorcédo e/
ou coagulacdo de agentes bioldgicos, como
bactérias e virus entéricos, bem como de matéria
organica. Nesse sentido, o presente estudo visou
avaliar a capacidade de reducéo da turbidez de
aguas residuérias da suinocultura, bem como o
processo de reducado e/ou adsorgéo de bactérias
entéricas (representadas pela Escherichia coli.)
e dos virus entéricos (representados pelos
Circovirus porcino — PCV-2 e pelo Adenovirus
Humano respiratério— HAdV-5 utilizado como
controle interno viral) mediado por sementes
integras de M. oleifera, assim como por
somente membranas aladas dessas sementes.
A concentracdo de 125 mg/L de semente
apresentou reducdo significativa na turbidez
do efluente, sendo, portanto, considerada a
concentracdo mais promissora para testes
subsequentes usando apenas membranas
aladas. Assim, utilizou-se 125 mg/L de sementes,
obtendo-se apenas as membranas aladas
das sementes (rendendo 0,85 mg/L) para o
tratamento de efluentes da suinocultura. Em
até 8h houve avaliagcéo da reducéo de turbidez
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e patdgenos, sendo que as membranas aladas foram capazes de reduzir 3 logs -99,9%
de PCV-2 nos efluentes e 1 log — 90% de E. coli no sobrenadante tratado apoés periodo de
repouso / precipitacdo das membranas por 15 minutos. Assim, o uso de membranas aladas
de M. oleifera seguido de processo de sedimentacdo, apresenta potencial como biomaterial
a ser explorado na descontaminagé@o de aguas residuarias visando seu reciclo para fins de
recuperacéo hidrica e de nutrientes.

PALAVRAS - CHAVE: Biocontrole; Recuperagéao de recursos naturais; Aguas Residuarias;
Virus entéricos; Bactérias entéricas.

11 INTRODUGAO

Como grande parte dos paises em desenvolvimento, o Brasil ndo possui sistemas
eficientes de tratamento de agua para atender a maioria de sua populacdo, enfrentando
falta de agua limpa mesmo com o enorme volume hidrico do pais. Sendo que entre 2003 a
2016, o pais teve aproximadamente 50% de seus municipios (2,783) declarados em estado
de emergéncia devido a secas prolongadas (ANA, 2017). Grande parte desse problema é
devido a poluigéo por dejetos domésticos, dejetos industriais e provenientes da agricultura,
assim como sistemas de descontaminacao inapropriados ou ausentes (FERREIRA et al.,
2019).

Um dos principais setores responsaveis pela contaminagéo de recursos hidricos no
Brasil, porém essencial para o desenvolvimento econémico do pais, é o setor agropecuario.
Ele consome grande quantidade de agua em sua atividade, utilizando cerca de 70% de toda
a agua canalizada do pais (SEBRAE, 2014; HESPANHOL, 2002). Um sistema de reuso
seguro proveniente dos setores agropecuarios, portanto, € altamente pertinente dentro do
conceito de economia circular, visto a possibilidade de reciclo hidrico e de nutrientes para
fins de lavacéo de instalagbes, para fertilizagéo de solos e irrigagédo de plantas (VIANCELLI
et al., 2013; VELHO et al., 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Dentre as atividades do setor agropecuario que mais utilizam e contaminam agua
esta a suinocultura, estimando-se o consumo de 6m° de 4gua para produzir um kilo de carne
suina (PALHARES et al., 2011). A criagéo de suinos, além de necessitar de um consumo
elevado de agua para manutencdo dos animais, acarreta na contaminagéo de grandes
volumes desse recurso hidrico, inviabilizando sua reutilizagdo sem tratamento prévio.

Na China granjas de suinos em pequena escala produzem cerca de 216 a 773
toneladas (Zhang et al., 2017) de dejetos anualmente, tais excretas possuem usualmente
uma alta concentragdo de bactérias e protozoarios entéricos, muitos responsaveis
por diversos surtos na industria de alimentos e consumo local como: Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Citrobacter freundii, Salmonella, Campylobacter, Yersinia,
Cryptosporidium e Giardia (GUAN et al., 2003; GIACOMAN-VALLEJOS et al., 2015). Ainda,
ressalta-se que essas matrizes ambientais podem apresentar virus entéricos, muito deles
zoonéticos. O Circovirus porcino (PCV2), Adenovirus porcino (PAdV), Rotavirus A (RV-A),
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virus da hepatite E (HEV), entre outros, s@o exemplos de patdégenos virais que podem estar
presentes nos dejetos suinicolas (VIANCELLI et al., 2012; MENG, 2013; FONGARO et al.,
2015; VLASOVA et al., 2017; SOUZA et al., 2020).

O método mais comumente utilizado na regido Sul brasileira para tratar dejetos
provenientes da atividade da suinocultura, baseia-se em biodigestdo, por meio de reatores
chamados de biodigestores anaerébios do tipo lagoa coberta (KUNZ et al., 2009). O sistema
de tratamento consiste em lagoas de dejetos suinicolas, nas quais as excretas dos animais
(assim como possiveis carcacas) sdo acumuladas em camaras hermeticamente fechadas
e mantidas estocadas por cerca de 45 dias e retencdo hidraulica (TRH) - (AMARAL et
al., 2014). Os biodigestores anaerébios (BA) do tipo Lagoa Coberta ou Canadense sado
os modelos mais adotados por propriedades suinicolas da regido Sul brasileira, por seu
menor custo de implantacdo e manutencédo, quando comparados a outros modelos de
biodigestores anaerédbios (OLIVEIRA, 2006).

1.1 PATOGENOS ENTERICOS E MARCADORES DE CONTAMINAGAO FECAL
NA SUINOCULTURA

1.1.1  Virus entéricos

Os virus entéricos sdo primariamente transmitidos por meio da via fecal-oral pela
ingestao de agua ou alimentos contaminados, podendo ser raramente transmitidos por via
parental como é o caso do virus da hepatite E (HEV) (SANCHEZ et al., 2016).

Como os virus sdo unidades que necessitam de um hospedeiro para seu
desenvolvimento, nao possuindo metabolismo préprio que lhes permita multiplicagcdo ou
propagacgédo fora de um organismo vivo, eles se encontram vulneraveis quando expostos
ao ambiente externo. Tendo a estabilidade e a sobrevivéncia influenciadas por suas
caracteristicas estruturais e pelos estresses sofridos no ambiente (SANCHEZ et al., 2016).
Tais adversidades podem incluir: radiagéo ultravioleta, aumento da temperatura, disrupgdes
fisicas (como vibragbes e pressao), proteases, lipases (no caso de virus envelopados),
salinidade, aménia, variagées no pH, agentes virucidas produzidos artificialmente ou por
organismos. Mesmo com a desvantagem adaptativa de ndo possuir metabolismo proprio
a fim de contornar adversidades ambientais, os virus entéricos costumam ter uma maior
estabilidade em comparacéo aos patdogenos bacterianos, podendo permanecerem estaveis
por grandes periodos de tempo em ambientes indspitos para a maior parte dos patégenos
bacterianos (LOPMAN et al., 2004; SCALLAN et al., 2011). Tornando esses agentes
infecciosos mais prevalentes em sistemas com baixo tratamento de residuos ou aguas
(LOPMAN et al., 2004).

E importante realcar que quanto maior for o tempo de estabilidade do virus em
relacdo as forgas externas, maior é seu potencial de transmisséo. Pois 0 meio em que se

encontra (seja um substrato como solo ou um meio liquido) permanece por mais tempo
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infeccioso pela presenca de particulas virais ativas ou “virions” (RZESUTKA et al., 2004).

Outro fator que eleva a periculosidade dos virus entéricos em compara¢cdao com
microrganismos bacterianos é a relagdo da dose infecciosa necessaria para ocasionar um
quadro deinfecg¢do, sendo necessario somente de 1 a5 particulas virais ativas para ocasionar
um quadro infeccioso (HUSMAN et al., 2013). Comparativamente, microrganismos como
Campylobacter sp, patdogeno frequente em contaminagdes, necessitam em torno de 100 a
1000 unidades ativas para ocasionar uma infeccao (ACHESON et al., 2001).

Considerando que um individuo pode eliminar cerca de a 10" particulas por ml por
meio de secre¢bes como vomito ou diarreia, mesmo que assintomatico, e visto como tais
particulas podem se manter estaveis por grandes periodos mesmo em ambientes hostis,
é facil reconhecer como uma contaminagéo por estes patdgenos podem se espalhar com
grande facilidade e potencialmente, podendo os virus persistirem infecciosos por meses
fora do seu hospedeiro (BOSCH et al., 2008; HUSMAN et al., 2013).

Akin et al. (1971) e Sattar et al. (1981), por exemplo, verificaram que a perda de
unidades infecciosas virais de poliovirus, coxsackieviruses e echovirus em diferentes tipos
de aguas (aguas de rios poluidos e nédo poluidos, aguas provenientes de lencois freaticos
e de abastecimento caseiro) € menos de 1 log, por dia (sendo a maior redugdo em aguas
de torneira com redugles diarias de 0.576 log,, d-1).

Virus podem ser propagados através da contaminagédo de superficies. Bidawid
et al. (2004) demonstrou que dedos contaminados por calicivirus felino sdo capazes de
transferirem mais de 46% do total desses virus para a superficie de laminas de presunto
durante sua manipulag@o. Adenovirus humano (HAdV-2) manteve-se infeccioso por mais
de 120 dias a 20°C em aguas de aquiferos, apresentando somente uma reducao de 2.4 logs
da concentragéo original. Quando observada a temperatura de 4°C, ndo houve decaimento
significativo na concentracgéo viral (OGORZALY et al., 2010). A diferenca da estabilidade de
amostras de rotavirus humano em diferentes temperaturas foram associadas por Raphael
et al. (1985) a atuacdo de microrganismos, a qual possuiam uma taxa metabodlica mais
acentuada em altas temperaturas e assim produziam mais compostos reativos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o virus da hepatite E (HEV) é o maior
responsavel por quadros de hepatite entérica mundialmente (WHO, 2011). Tal virus &
identificado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como sendo o responsavel por
cerca de 3.3% da mortalidade mundial relacionada as hepatites virais. De acordo 0 a OMS,
tal patbgeno é responsavel por cerca de 20 milhdes de infecgdes anualmente, constituindo
3.3 milhdes de casos assintomaticos e 44.000 mortes somente em 2015 (WHO, 2011;
REIN et al, 2012). HEV usualmente ocasiona hepatite aguda, porém em pacientes
imunocomprometidos tal quadro pode progredir para cronicidade, com a excre¢ao do virus
por longos periodos. Em pacientes com prévias enfermidades hepaticas e gestantes, HEV
pode ocasionar insuficiéncia hepatica fulminante (JILANI et al., 2007).

Além de ser um dos mais importantes virus causadores de gastroenterites,
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principalmente em paises em desenvolvimento, e o principal agente em hepatites causadas
por patdgenos virais, tal virus também precisa ser abordado como um contaminante tanto
de animais quanto humanos, visto que possui caracteristica zoonética, podendo transitar
de animais para humanos e vice-versa (GARCIA et al., 2020). Algumas variantes s&o mais
prevalentes em animais do que outras, havendo fen6tipos que sé infectam especificamente
uma espécie, enquanto outros conseguem ocasionar doenga em mais de uma espécie. As
variantes HEV-1 e HEV-2, por exemplo, sdo conhecidas por somente provocar infec¢gdo em
humanos. HEV-3 e HEV-4, as mais encontradas em suinos, possuem capacidade zoonética,
sendo o fendtipo do tipo “3” a mais prevalente em infeccdes humanas propagadas por
contato prévio com o virus replicado em hospedeiros suinos (GARCIA et al., 2020).

Os rotavirus também possuem potencial zoonoéticos e s&o frequentemente
encontrados em mananciais contaminados por esgoto humano ou animal. De acordo com
um relatério realizado com a UNICEF de 480.000 criangas menores do que 5 anos de
idade morrem anualmente decorrente de quadros de diarreia provocados pela falta de agua
limpa de qualidade. O Rotavirus A (RV-A) é responsavel por cerca de 29,3% desses Obitos
mundialmente (LANATA et al., 2013). Pode iniciar uma infeccdo mesmo com um pequeno
numero de particulas virais ativas (GRAHAM et al., 1987). RV-A permaneceu infeccioso por
mais de 200 dias em condi¢des anaerdbicas, assim como em camaras de dejetos de suino
por diversos meses, decaindo em somente um log apés 6 meses (PESARO et al. 1995;
SIDHU et al., 2015). Assim como demais virus entéricos, tais patbgenos possuem uma
alta persisténcia frente as diferentes condigées ambientais, sendo necessarios protocolos
adicionais de tratamento dos dejetos para sua remog¢éao (SIDHU et al., 2015).

Outro virus entérico importante no manejo de infecgdes em sistemas de suinocultura
€ o Porcino Virus 2 (PCV2), que embora ndo seja um patbgeno zoonotico, esta entre
0s mais prevalentes e danosos em suinos. Seu quadro infeccioso ocasiona diversas
alteragcbes no sistema imunolégico e danifica o aparelho respiratério, permitindo diversas
infeccoes secundarias que podem ainda mais agravar o quadro (ROSE et al., 2012).
Tal virus pode ocasionar caracteristicas clinicas, podendo ser muitas vezes confundido
com um patégeno bacteriano por profissionais inexperientes. Quadros como o complexo
de doencas respiratorios do suino (PRDC), podendo em certos casos ser causada por
microrganismos bacterianos, usualmente é caracterizado por proeminente perda de
peso, emaciagdo, dispneia, taquipneia e ictericia (THACKER et al., 2001). Circovirose
suina (PMWS) é caracterizada como danos ao sistema imunoloégico dos animais, um
outro sintoma comum em animais infectados, podendo facilitar a infeccdo secundaria do
individuo debilitado (OPRIESSNIG et al., 2007). Sindrome dermatite e nefropatia suina
(PDNS), caracterizada pelo aparecimento de lesbes cutdneas como necrose e petéquias,
febre, letargia e alteracao da estrutura renal, podendo o quadro ser fatal em casos graves
(OPRIESSNIG et al., 2007).

A maior parte das cepas de Escherichia coli séo nao patogénicas, sendo encontradas
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comumente no intestino de animais e humanos como bactérias da microbiota natural,
apresentando efeitos benéficos como a regulacdo da concentracdo de vitaminas K e B12
no corpo (EGGESB® et al., 2010). Porém, certas variedades patogénicas causam grandes
danos no organismo nos animais infectados, como as E.coli enterohemorrégicas, podendo
se alastrar em toda uma cadeia produtiva a partir de um material contaminado, sendo a
andlise de sua presenca altamente visada em sistemas agropecuarios (CROXEN et al.,
2013; STROMBERG et al., 2018).

Visto a periculosidade das espécies patogénicas e levando em consideragdo que
tal bactéria € um dos microrganismos mais estudados, E. coli € utilizada comumente como
um marcador de contaminagéo por patdégenos entéricos, sendo sua presenca em aguas
e solidos um indicativo de contaminacao por excretas (WEN et al., 2020; CROXEN et al.,
2013). Sua reducéo, portanto, € um essencial indicador de qualidade sanitaria.

1.2 Métodos Alternativos e Descentralizados Para Tratamento de Recursos
Hidricos Baseado em Moringa Oleifera

A floculagédo de particulas orgénicas visando a reducado da turbidez das aguas é
uma das técnicas mais tradicionais utilizadas pelo mundo e por grande parte da histéria
humana. Tal método tem como objetivo reduzir o0 niUmero total de substratos suspensos,
a qual por sua vez podem estar abrigando uma larga quantidade de microrganismos
aderentes (MATILAINEN et al., 2005). Nisso a agregacao de particulas suspensas continua
a ser um método viavel no controle de patbgenos no meio ambiente, sendo necessario
a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas e comportamentais entre o substrato,
patdgeno e coagulante para uma maior retengéo de particulas potencialmente infecciosas.

O uso de materiais organicos de caracteristica floculante sdo candidatos cada
vez mais explorados para serem utilizados como potenciais substitutos a métodos de
coagulacéo tradicionais, como o uso de sulfato de aluminio. Ao contrario da aplicacéo de
sulfato de aluminio, mais custoso e conhecido por deixar residuos na agua tratada, sendo
associado com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a doenca de
Alzheimer (YEGAMBARAM et al., 2015), as sementes de Moringa oleifera sdo biomateriais
de baixo custo e biodegradaveis os quais demonstraram possuir propriedades como
floculantes naturais de baixo impacto ambiental. Sendo, muito possivelmente, o melhor
coagulante natural atualmente disponivel (NOUHI et al., 2019).

M. oleifera, conhecida popularmente também como Acéacia-branca, se refere a uma
arvore nativa do Sul da Asia (FAO, 2019) a qual tem havido uma crescente demanda para seu
consumo assim como utilizagédo de suas propriedades para fins de saude em geral, sendo
reconhecida tanto por suas qualidades nutritivas assim como suas alegadas propriedades
no tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes, cancer, etc (ANVISA, 2019). Em
paises como india, Etiopia, Filipinas, Sudao, entre outros, a M. oleifera é utilizada como um
importante suplemento nutricional. Sendo consumido tanto suas sementes, folhas, casca,
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raizes e flores (FAO, 2019). Por suas qualidades medicinais e alimenticias, tal planta é
referida como a “arvore milagrosa” por diversas tribos africanas (MATIC et al. 2018). Uma
importante aplicacdo da M. oleifera se da com a aplicacdo do macerado das sementes
na desinfeccdo de reservatérios de 4gua, bem como na reducgéo da turbidez da mesma,
diminuindo o numero de particulas sélidas que servem de substrato para patégenos se
desenvolverem e se protegerem (BAPTISTA et al.,, 2017; DELELEGN et al. 2018). Tal
utilizacéo ja era observada por comunidades mais carentes do Suddo, assim como em
areas da Indonésia, Nordeste da Africa e América do Sul, que empregavam a semente
macerada como alternativa a aplicacdo de sulfato de aluminio em locais de baixa renda
(SUTHERLAND JP, FOLKARD G, GRANT WD, 1990).

1.3 Cascas de M. Oleifera para o Tratamento de Aguas ResiduaiS

Ao contrario de sulfato de aluminio e outros agentes coagulantes metalicos,
compostos organicos, como extratos a base de M. oleifera, além de serem biodegradaveis
apresentam baixa toxicidade (MADRONA et al., 2012). Porém, tal pressuposto pode ser
necessario ser revisto com mais dados devido as caracteristicas bioquimicas especificas
da M. oleifera, visto que ja foram observados efeitos citotéxicos com concentracbes de
1 a 50 mg/L em ensaios celulares sistemas de células inteiras imobilizadas (AL-ANIZI
et al., 2014). Kavitha et al. (2012), inclusive, identificou em seu estudo que extratos de
M. oleifera possuem capacidade toéxica em Cyprinus carpio (capa-comum), identificando
uma concentragéo subletal a 124 mg/L, inferindo que tais compostos podem trazer efeitos
adversos a diferentes espécies de um local de aplicagdo, como por exemplo, caso tal
tecnologia fosse inserida em um rio ou fonte de agua potavel além da prevista aplicacéo
em aguas suinicolas. Porém, ndo se sabe se tal efeito é similar em cascas de M. oleifera,
sendo necessario experimentos futuros para verificar a seguranga do material em largas
aplicacoes.

A capacidade de floculacdo se da pela presenca de floculantes no macerado da
semente, tais como globulina e albumina, aos quais foram verificadas proporcionando uma
alta reducéo da turbidez da agua, assim como uma significativa purificacdo da mesma.
Porém, pouco se sabe a respeito da capacidade floculante da membrana “alada” que
envolve as sementes de moringa, as quais sdo descartadas muitas vezes em processos
que utilizam tal macerado para a floculagdo e ainda que utilizam a semente para fins
alimenticios e fitoterapicos (GARCIA-FAYOS et al. 2015; BAPTISTAet al. 2017; DELELEGN
et al. 2018; HOA e HUE 2018; VALVERDE et al. 2018).

Estudos associaram a capacidade floculante dos extratos de M. oleifera a presenca
de proteinas de alto peso molecular (em torno de 13 kDa) com capacidade de adsorcéo de
moléculas presentes na agua, apresentando ponto isoelétrico de 10 e 11, demonstrando
o carater catibnico dessas proteinas. Experimentos anteriores utilizando macerados de
sementes descascadas e sementes integras (apresentando tanto extratos macerados
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do interior da semente como sua casca) indicaram que sementes integras apresentaram
menor capacidade adsortiva em 4guas em comparacéo as descascadas. Isso demonstra
uma clara concentragédo das proteinas ativas em seu interior, porém, como ha uma grande
concentracdo de proteinas e 6leos em sua casca é possivel que haja a presenca das
mesmas proteinas coagulantes, porém em menor quantidade (NDABIGENGESERE et al.,
1995).

Outro poluente de recursos hidricos que esta correlacionado aos surtos por patégenos
virais é a presenca elevada de metais na agua. Tal presenca esta diretamente relacionada
as diversas interacdes entre as proteinas virais, promovendo uma maior funcionalidade
e estabilidade nessas estruturas (AL-BADAIl e SHUHAIMI-OTHMAN, 2015). Diversos
metais como zinco, cobre e manganés mediam a atividade viral, aumentando a taxa de
sobrevivéncia assim como a taxa de suscetibilidade de infeccdo (CHATURVEDI et al.,
2004). Por exemplo, Zinco, foi identificado sendo relacionado a atividade da transcriptase
reversa em HIV-1 (GUO et al., 2000). Tais metais também possibilitam uma maior presenca
de virus viaveis nas aguas onde suas concentragées sdo maiores, como por exemplo, é
observado em estudo com o HADV em &guas com alta presenga de manganés, niquel,
arsénio, bario e chumbo (REIS et al., 2019).

Estudos anteriores demonstraram eficiéncia na utilizagcao de “bolos” de M. oleifera
(obtidos pelo mascaramento das sementes e sucessivas secagem do material a fim de
obter um material com consisténcia de pasta) na absorgcéo de diferentes tipos de metais
em agua, incluindo chumbo (GONCALVES JUNIOR et al., 2013). Porém pouco se sabe se
um resultado semelhante pode ser obtido pela utilizagcdo de cascas das sementes que sédo
comumente descartadas. Neste sentido, o presente estudo baseou-se na hipétese de que
membranas aladas de semente de M. oleifera atuam na reducéo de turbidez, E. coli e virus

entéricos em efluentes suinicolas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Efluentes da Suinocultura: Coletas e Caracteristicas Fisico-Quimicas

Para realizacéo deste estudo foram coletados efluentes da saida de biodigestores
anaerbbios provenientes de trés granjas de criacdo de suinos, situadas no municipio de
Concoérdia-SC (27°18’ S, 51°59’ W). Tratavam-se de granjas de suinos em fase de engorda
(fase de terminacao), com aproximadamente 300 animais em cada uma. Os biodigestores
anaerdbios possuiam uma média de 15 m de comprimento, 7 m de largura, volume de 135
m? de dejeto suinicola, com alimentacao diaria de 3 m3/dia e tempo de retencéo hidraulica
estimado entre 30 — 50 dias.

Amostras compostas de efluentes (n=3 amostras), cada uma de 1 L, foram coletadas
em duas campanhas amostrais, em outubro de 2019 e em outubro de 2020. Amostras
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foram transportadas refrigeradas até o Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC,
sob refrigeracéo.

2.2 Sementes de M. oleifera

Sementes de M. oleifera foram obtidas comercialmente. As sementes integras da
planta possuem um envoltério ndo membranoso e uma membrana alada que circunda a
semente conforme a Figura 1.

Figura 1: Sementes de M. oleifera integras. Indicando as membranas aladas (indicadas por “1” em
vermelho), seu envoltério ndo membranoso (indicadas por “2” em azul).

2.3 Avaliacao e Quantificacao de Patégenos Entéricos Virais

2.3.1 Virus entéricos

Para a concentracdo de &cidos nucléicos das amostras, o HAdV-5 foi utilizado
como controle interno nas amostras, previamente inoculadas com 3x10® PFU (unidades
formadoras de placa). Os acidos nucléicos virais foram extraidos através do kit comercial
PureLink® Viral RNA/DNA, Invitrogen (Life Technologies), de acordo com as instrucdes
do fabricante, utilizando-se 200 yL de cada amostra. O concentrado de material genético
foi armazenado a - 20 °C para sua amplificacao e quantificagéo viral pelo método de PCR
(Reacgao da Cadeia da Polimerase) em tempo real (QPCR).

Os protocolos utilizados nas qPCRs sdo os mesmos descritos em Hundesa et al.
(2009), Opriessnig et al. (2003), Jothikumar et al. (2006), Zeng et al. (2008) e Hernroth
et al. (2002), visando a detecgdo e quantificacdo PAdV, PCV-2, HEV, RV-A e do controle
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interno HAdV-5, respectivamente. Para virus de RNA, como foi o caso do RV-A e HEV, foi
utilizado o OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN), contendo a enzima transcriptase reversa, o que
permite a sintese do cDNA previamente a gPCR, promovendo a RT-gPCR em uma Unica
reacdo. Plasmideos contendo os fragmentos génicos dos virus avaliados foram utilizados
em diluicdo seriada para a formacéo da curva padrao. Todas as analises contaram com
controle negativo e foram realizadas em placas de 96 cavidades (MicroAmp Applied
Biosystems), no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

2.3.2 Analises de E. coli

A analise e quantificag@o de E. coli foi realizada por meio de isolamento direto em
Agar seletivo e diferencial MacConkey (frequentemente utilizado para diferenciar varios
bacilos gram-negativos capazes de fermentar a lactose, produzindo colénias rosas). O
efluente foi diluido seriamente na base 10 em tampé&o fosfato salino 1 X (pH 7,5). Um total
de 100 uL de cada diluicdo até na diluicdo de 100 mil vezes foi plaqueado em condi¢cbes
assépticas e as placas foram incubadas a 37°C durante 24h. A contabilizacdo deu-se em
Unidade Formadora de Colénia (UFC)/ml.

2.4 Andlise de Turbidez Adaptada - Espectrofotometria Optica

Para fins de analises de turbidez dos efluentes, realizou-se a avaliagéo espectral
da densidade oOptica (DO) utilizando o aparelho SpectraMax® M2°. As leituras foram
realizadas na faixa de 540 nm, usando 200uL de efluente em placas de 96 cavidades, em
quadruplicatas.

2.5 Desenho Experimental

Realizaram-se trés ensaios para alcancar os respectivos objetivos deste estudo:
Ensaio 1 (Piloto investigativo com sementes integras de M. oleifera—denominado tratamento
SIMO); Ensaio 2 e 3 (ensaios dependentes usando MASMO seguido de sedimentacéo,
respectivamente).

a) Ensaio 1: Piloto investigativo usando semente integra de M. oleifera (SIMO)

Efluentes da suinocultura foram segregados em frascos de vidro, em um volume
de 200 ml cada, em réplicas experimentais, em dois experimentos independentes. Neste
piloto avaliou-se a capacidade de sementes integras reduzirem turbidez em efluentes da
suinocultura. Para tal fim, sementes integras foram adicionadas na concentragéo de 62
mg/L, 125 mg/L e 240 mg/L, considerando estudos prévios da literatura (BHUPTAWAT et
al., 2007). O efluente foi mantido em agitacdo constante (150 RPM-min), em temperatura
ambiente de 23°C. Amostragens de 1-4 ml foram retiradas para analises de turbidez
considerando intervalos de 0, 2, 4, 6 e 8h de tratamento. Controles néo tratados igualmente
foram avaliados. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas experimentais
independentes.
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B) Ensaio 2: Tratando efluente suinicola com membrana alada de M. oleifera
(MASMO)

Para fins de estudo da hip6tese de que a membrana alada da casca da semente
possuia capacidade de adsorgdo/redugédo microbiana, realizou-se a segregacdo de tal
membrana de cada unidade de semente individualizada. Em virtude de que os resultados
do ensaio 1 apresentaram melhor redug¢édo da turbidez dos efluentes tratados usando
a concentracdo de 125 mg/L de sementes integras, utilizou-se esse quantitativo para
a extracdo mecénicas das membranas aladas de cada gréo, rendendo 0,85 mg/L de
membranas aladas de sementes de M. oleifera (MASMO) — Figura 2.

Figura 2: Comparagéo entre a semente de Moringa oleifera (A: placa a esquerda) e sua membrana
“alada” (B: placa a direita), onde o volume de membranas da imagem corresponde diretamente as
sementes descascadas em uma relacéo de 2,59 de sementes para 0,17 g de membranas aladas.

Os ensaios foram conduzidos nas mesmas condi¢des que o ensaio 1 (descrito
acima), utilizando-se efluente da suinocultura sabidamente negativo para PAdV, RVAe HEV,
mas positivo para PCV-2. Para andlises bacterianas, utilizou-se como modelo E. coli, sendo
inoculado artificialmente 3x10® UFC/ml de E. coli ATCC13706 previamente produzida em
caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI). Como controle interno viral do processo, utilizou-
se o HAdV-5, previamente produzido em cultura celular no LVA, o qual foi inoculado na
concentragdo de 3x10° PFU/mI.

Nesse experimento o tratamento baseou-se exclusivamente em MASMO, analisando-
se aqui a redugéo de turbidez, PCV-2 natural e E. coli inoculada (ambos microrganismos
abundantes em efluentes da suinocultura e modelos microbianos para estudos).

C) Ensaio 3: Sedimentacao natural pés-tratamento MASMO

Adicionalmente, ap6s 8h de tratamento na condicdo MASMO (Ensaio 2), realizou-se
ensaio de sedimentacdo das membranas e verificagdo da redugao de virus e bactérias no
efluente tratado. Efluentes foram colocados em repouso para processo de sedimentagcéo
natural em tempo fixo de 15 min. Apos tal intervalo, 5 ml de amostras do sobrenadante
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foram recolhidas e analisadas de acordo com turbidez, E. coli e virus entéricos (PCV-
2 e HAdV-5), conforme o realizado com as amostras anteriores, considerando efluentes
suinicolas tratados e ndo tratados com MASMO.

2.6 Citotoxicidade DOs efluentes tratados com SIMO e MASMO

Ensaios de citotoxicidade do efluente pds-tratamento com SIMO e MASMO foram
conduzidos em cultura celular animal, usando a linhagem VERO (oriundas de rim de macaco
verde da Africa -ATCC® CCL81 ™). Para o ensaio, o efluente controle e os tratados com
MAMO e SIMO foram previamente adicionados de 1% de antibiéticos (Penicilina G 100U/
ml; Streptomicina 100U/ml e Anfotericina B 25g/ml) e diluidos (1:32; 1:64, 1:128, 1:264). As
células VERO previamente cultivadas foram alocadas em placas de 24 cavidades, foram
lavadas com solugéo salina (PBS pH 7,0) e receberam 100 pl das respectivas diluicbes
em duplicata, sendo ent&o incubadas em estufa de CO, a 37°C durante 1h. Em seguida,
o sobrenadante foi aspirado e 1 ml do meio de manuteng¢é@o (Meio Minimo Essencial -MEM
1X, 1% Antibioticos, 2% Soro Fetal Bovino) foi adicionado em cada pogo. As placas foram
entdo levadas novamente a estufa de cultura celular animal, na qual permaneceram por
12h (afim de evitar grande propagacdo de fungos e bactérias, bem como viral). Apos
esse periodo houve remocgéo do meio de cultura, lavagem celular com solucdo de PBS e
coloracao de células viaveis usando 250 pl de preto de naftaleno. A citotoxicidade aparente
foi avaliada por meio de comparacgéo da viabilidade celular entre células controle e aquelas
desafiadas com os efluentes da suinocultura.

2.7 Analises Estatisticas

Analises estatisticas de variacao entre os grupos experimentais foram conduzidos no
GraphPad Prisma 5.0 (EUA) usando o teste ANOVA e regresséo linear, sendo consideradas
diferengas significativas quando p=0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio 1 - SEMENTE iNTEGRA (SIMO)

Nas andlises do ensaio 1 observou-se a maior reducdo da turbidez utilizando
125 mg/L de SIMO. A Tabela 1 demonstra os resultados da analise de turbidez por
espectrofotometria éptica, havendo uma redugcao maxima de 53,78% da turbidez usando
125 mg/L de sementes.
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Tempo 62 mg/L 125 mg/L 240 mg/L Controle nao
(horas) tratado
2 1,85 2,51 2,04 2,31
4 1,76 1,50 1,94 2,31
6 1,63 1,07 1,47 2,50
8 1,49 1,16 1,41 2,09
Reducéo Total 19,45 53,78 30,8 9,5
(%)

Tabela 1: Média dos resultados da turbidez via leitura espectométrica em SpectraMax ® M2°¢ a 540 nm
e a reducéo percentual apos os tratamentos usando sementes integras de M. oleifera.

Houve uma tendéncia linear de decaimento entre os tempos 2 e 6 h com redugéo

significativa no tratamento SIMO usando 125 mg/L — Figura 3.

DO (540 nm)

Tempo (horas)

Figura 3: Redugéo com tendéncia linear de decaimento da turbidez no tratamento SIMO usando 125
mg/L.

62 mg/L

240 mg/L
Controle

—
-+ 125mg/L
-
-

As sementes integras podem ter atuado na agregacéo de sélidos em suspenséo

reduzindo a turbidez aparente dos efluentes em relagdo ao controle. Além disso, o

estudo de toxicidade nado apresentou efeitos citotoxicos nas diluicbes 1:128 e 1:264,

porém apresentando citotoxicidade nas diluicbes 1:32 e 1:64 do efluente tratado em

comparacao com o controle em células VERO. Isso é um fato inédito, pois ndo usamos

semente maceradas e sim integras, evitando a maior liberagdo de compostos toxicos,

porém mostrando sua capacidade na reducdo de turbidez amostral. Estudos prévios

demonstram a efeitos citotoxicos, mesmo em altas diluicbes, superiores a 1:1000 em
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diferentes organismos quando utiliza-se extratos macerados de sementes de M. oleifera,
incluindo ensaios in vitro e in vivo (Cyprinus carpio (carpa-comum)) - (AL-ANIZI et al., 2014
e KAVITHA et al. 2012).

Esses dados foram fundamentais para avaliarmos o quanto a membrana alada de
M. oleifera era responsavel por tal redugéo de turbidez, bem como passou-se a questionar
se haveria eficiéncia em reduzir patdbgenos entéricos.

3.2 EnsaioS 2 e 3 - Tratando efluente suinicola com membrana alada de M.
oleifera (MASMO) seguido de sedimentacéao

*  Turbidez

Os dados do primeiro experimento foram importantes para formular o desenho
experimental dos Ensaios 2 e 3, validando o possivel efeito adsortivo de MASMO.

A Figura 4 apresenta a turbidez de efluente tratado e nédo tratado com MASMO em
até 8h. Entre 6 e 8 h a curva do controle interpola-se com a curva do tratado, demostrando
uma potencial tendéncia de reducao da turbidez. No entanto ndo houve reducéo significativa
da turbidez do efluente suinicola tratado com MASMO até as primeiras 8 h de avaliagéo.

A variacdo de turbidez tanto no controle quanto no tratamento, pode ser devido
a replicacédo bacteriana no efluente. Tal comportamento, porém, ndo foi 0 mesmo obtido
no Ensaio 1, podendo haver influéncia de inibicdo bacteriana da possivel liberacdo de
compostos da semente integra a qual ndo séo encontrados nas membranas aladas.

Turbidez - MASMO
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Figura 4: Turbidez de efluente tratado e n&o tratado com MASMO em até 8h.
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No entanto ap6s sedimentacdo de 15 minutos o efluente tratado com MASMO teve
reducdo de 69% em sua turbidez, quando comparado ao controle ndo tratado (Tabela
2). Isso representa um importante achado do ponto de vista operacional do tratamento
de MASMO seguido de sedimentacdo do efluente, visando maior remocdo de sélidos

suspensos.

MASMO-

Sedimentacao Controle nao tratado

Tempo (15min)

2 0,96+0,06 1,39+0,29

Reducéao Total (%) 69,06

Tabela 2: Redugao da turbidez do efluente suinicola apés MASMO seguido de sedimentacéo de 15 min
em relagé@o ao controle n&o tratado.

Examinando os dados de turbidez e comparando com estudos anteriores 0s
quais utilizaram extratos da semente de M. oleifera (DELELEGN et al. 2018; BAPTISTA
et al.,, 2017), um novo tipo de amostragem foi proposta, considerando o fenbmeno de
sedimentacéo. Esse teste nao foi realizado no primeiro ensaio porque usando SIMO havia
floculagdo das sementes e ndo sedimentagédo como ocorrido em MASMO.

+ Reducéao viral e bacteriana

Quando PCV-2 foi avaliado durante o tratamento do efluente da suinocultura usando
MASMO, entre 4-8 h houve uma redugéo viral significativa de 3 log,; (99,9%) em relagéo
ao controle ndo tratado. Quanto ao HAdV-5, usado como controle viral interno, houve uma
redugéo branda e n&o significativa de 1 log,, apos 6h de tratamento usando MASMO (Figura
5). Considera-se ainda que o HAdV-5 foi inoculado artificialmente na amostra, para fins
de controle viral; Ja& o PCV-2 naturalmente ocorre nessas amostras, estando aclimatado
e propiciando avaliar melhor seu comportamento experimental frente ao MASMO. A
reducéo viral pode estar relacionada com a ampla afinidade de virus ndo envelopados com
compostos organicos em suspensao. Podendo por um lado, auxiliar na sedimentacgéo viral
e predacao por protozoarios ali presentes, bem como, inferir em uma maior estabilidade
destes virus ao gerar o efeito agregativo (CHATTOPADHYAY et al., 2000; CHATURVEDI et
al., 2004; AL-BADAIl AND SHUHAIMI-OTHMAN 2015).
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Figura 5: Média detectada de HAdV-5 e PCV-2 ap6s tratamento com MASMO, onde o controle e
tratamento (MASMO) estéo representados em cores laranja e azul, respectivamente.

Cabe ressaltar que a inibicdo e/ou reducéo de PCV-2 possui grande importancia
no ambito de se obter granjas suinicolas que evitem retro-infecgdo no sistema, possuindo
grande capacidade de contaminacao de um sistema de criagdo ap6s contato com uma cepa
viral ativa. Tal virus € amplamente distribuido em criagdes de suinos no mundo, sendo raro
0s casos no qual ha granjas livres do patogeno. PCV-2 ocasiona diversas lesdes teciduais
e enfraquece o organismo, sendo que tal virus pode provocar infeccdo em todas as fases
de criacao animal, independente do estado imunolégico (OPRIESSNIG et al., 2020).

Os ensaios de citotoxicidade demostraram que MASMO n&o apresentou efeitos
negativos sob células animais (VERO), mesmo em diluicdo baixas (1:32; 1:64; 1:128 e
1:264), do efluente tratado apdés 8h em comparagédo com o controle ndo tratado neste
mesmo tempo.

E importante ressaltar que certos peptideos encontrados no interior das sementes

de M. oleifera apresentaram facilidade em se ligar em particulas negativamente carregadas
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de caracteristica coloidal, como por exemplo, particulas virais (BARAKAT et al., 2016),
havendo reducgdo viral significativa em diferentes filtros tratados com extratos macerados
das sementes, sejam eles compostos de biomateriais ou areia (XIONG et al., 2017;
FRANCISCO et al., 2014). Porém nossos resultados apontam um possivel uso simplificado
e escalonavel, apenas das membranas residuais de tais semente, sem aparente
citotoxicidade, evitando-se o processo de maceragao que pode interferir na toxicidade da
matriz ambiental tratada.

No que se referiu a E. coli avaliada em MASMO n&o houve redugéo significativa,
havendo apenas as 8h de tratamento a interpolacéo das curvas de efluentes néo tratado e
tratado, o que indicaria um possivel inicio de inativacao ou redugéo bacteriana (Figura 6).
Observa-se uma flutuacéo nos valores de E. coli ao longo das 8 horas experimentais. Tal
flutuacdo pode ser devido a influéncia da adi¢cdo de nutrientes no efluente comparado ao
controle, hipotetizando que entre 4 e 6 h MASMO pode ter auxiliado no desenvolvimento

bacteriano.

Reducgdo bacteriana
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Figura 6: Variagdo em unidades formadoras de colbnias de E.coli apés tratamento com MASMO.
Controle e tratamento (MASMO) estao representados respectivamente em laranja e azul.

Considerando o fendmeno de sedimentacao ap6s 8h de MASMO houve reducgéo de
90% de E. coli, PCV-2 e HAdV-2. Explica-se que com a precipitagdo de MASMO ao longo
na coluna de efluente houve uma maior sedimentacgéao viral ou sua inativagdo, comprovando
assim o efeito agregativo ou inativatoério em relagéo aos controles néo tratados com MASMO
e igualmente sedimentados.

Essa possivel atrag@o deve-se a capacidade adsortiva de patégenos as membranas
que podem desempenhar um importante papel como biofiliros, como foi demonstrado por
Xiong et al. (2017) a qual aumentou significamente a eficacia a retencdo de impurezas
d’agua apo6s a adicao de sementes de M. oleifera em filtros de areia. Assim como
Francisco et al. (2014), a qual aumentou a eficiéncia de biofiltros compostos orgénicos
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como carvao e folhas de eucalipto e bambu, apés a adicdo do extrato do interior da semente
de M. oleifera. Ao invés do extrato do interior da semente, a qual € comumente utilizado
para aumentar capacidades de retencao de particulas em suspensao, MASMO poderia ser
possivelmente utilizado como aditivo em diferentes tipos de filtros, utilizando tal material
que seria normalmente descartado.

Em suma, com o aumento de 2,5 vezes do numero total de suinos entre 1960 e
2010 (FAO, 2019) e com a perspectiva da populagdo mundial de alcancar 9,6 bilhdes de
individuos em 2050 (UN, 2013), demandando proteina para fonte nutricional, bem como
producéo de gréos, cada vez mais o aspecto sanitario e epidemiolégico se torna necessario
na reciclagem de efluentes animais. Nisso, tratamentos adicionais acessiveis para uma
propria eliminacdo de virus e bactérias presentes no sistema de digestdo anaerodbia, séo
de grande interesse.

Neste contexto, residuos de sementes de M. oleifera como aqui estudado (residuos
da semente - membrana alada) podem ser de grande utilidade, por se tratar de um recurso
barato, biodegradavel, comumente descartado e a qual apresenta capacidade na redugéo
de patoégenos virais e bacterianos.

41 CONCLUSAO

Nossos resultados mostram o potencial do uso de membranas aladas de cascas de
sementes de M. oleifera seguido de sedimentacdo (membranas usualmente descartadas na
producao de alimentos e medicamentos), alcan¢cando a redugéo de patbgenos bacterianos
e virais em efluentes da suinocultura, visando melhorias para fins de biofertiliza¢éo.
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RESUMO: Desenvolver sistemas
microfisiolégicos € indispensavel para melhorar
a previsibilidade e acuracia no desenvolvimento
de farmacos. Dispositivos microfluidicos podem
integrar cultivos celulares 3D, a fim de criar
microambientes  fisiologicamente relevantes
que podem ser utilizados como modelos in vitro
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avancados para estudos biolégicos. No presente
trabalho, um estudo in silico foi conduzido para
criar uma plataforma microfluidica capaz de
gerar gradientes de concentracdo para triagem
de medicamentos, especialmente nanofarmacos.
Esta plataforma contém uma regido de geracéo
de gradiente de concentracdo e uma de cultivo
celular. A primeira regido foi desenvolvida com
uma rede de microcanais em formato de “arvore
de natal”, tal que dois compostos dos canais de
entrada gradualmente se difundem um no outro
por meio de bifurca¢des sucessivas. Esta regiao
€ sucedida por cinco microcAmaras, onde 0s
esferoides celulares serdo localizados. Dentro
desta plataforma, é possivel testar diversos
compostos diretamente em esferoides teciduais.
Simulagbes numéricas foram obtidas utilizando
o software Comsol Multiphysics. Os resultados
obtidos foram capazes de descrever perfis de
velocidade, pressdo e concentragéo dentro do
dispositivo. A magnitude da velocidade de fluxo
apresentou maior intensidade no inicio dos
microcanais, seguida por gradual reducdo. O
processo de mistura provocado pela advecgao
cadtica nos micromisturadores apresentou-se
suficiente para misturar dois compostos, apesar
da mudanga no valor de Re. Foi demonstrado
que o dispositivo gera concentracdes com
valores definidos iguais a 0, 0.20, 0.50, 0.76
e 1 mol/m3. Portanto, a plataforma proposta
pode ser utilizada para o aperfeicoamento da
descoberta de medicamentos. Os proximos
experimentos visam explorar a geometria
microfluidica apresentada neste projeto em
ensaios biologicos, a fim de avaliar a interagao
de diferentes sistemas de entrega de farmacos
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nanoestruturados associados a esferoides celulares para aplicagcdes biomédicas in vitro.
PALAVRAS - CHAVE: Modelagem computacional; 6rgao-on-chip; Nanobiotecnologia; Cultivo
celular 3D, esferoides celulares.

IN SILICO DEVELOPMENT OF MICROFLUIDIC DEVICES FOR NANOMEDICINE
SCREENINGS USING CELLULAR SPHEROIDS AS MODELS

ABSTRACT: To engineer biochip platforms is mandatory to enhance the predictability and
accuracy in drug development. Microfluidic devices can be integrated into 3D cell cultures
to create physiological relevant microenvironments that can be used as advanced in
vitro models for efficient biological cell studies. In the present work, an in silico study was
conducted to create a microfluidic platform capable of generating concentration gradients for
the screening of new drugs, specially nanopharmaceuticals. This platform contains two main
regions: the first one generates concentration gradients, whilst the second region allocates
tissue spheroids. The first region is designed with a tree-shaped microchannel network, where
two compounds from the inlet channels gradually diffuse into each other through bifurcation
channels. This region is then followed by five microchambers on which the tissue spheroids
are located. Within this platform, one is able to test several compounds directly into tissue
spheroids. The numerical simulations were obtained using the software Comsol Multiphysics.
The results obtained were capable of describing the velocity, pressure and concentration
profiles inside the microfluidic device. The flow velocity magnitude showed higher intensity in
the beginning of the microchannel, followed by gradual decrease. The mixing process caused
by chaotic advection in the micromixers showed to be suitable to mix the two compounds,
despite the change in Re. It was shown that the device generates mixtures with defined values
equal to 0, 0.2, 0.5, 0.76 and 1 mol/m3. Therefore, the proposed platform may be used for the
improvement of drug discovery. The next experiments aim to explore the microfluidic geometry
presented herein in biological assays to evaluate the interactions of different nanostructured
drug delivery systems with cell spheroids for in vitro biomedical applicabilities.

KEYWORDS: Computational modeling; Organ-on-chip; Bionanotechnology; 3D cell culture;
Cellular spheroids.

11 INTRODUGAO

A predicdo de possiveis efeitos toxicos, antes dos testes clinicos em humanos,
esta no cerne dos processos de rastreamento e descoberta de novos medicamentos. No
entanto, essa previsibilidade tem sido limitada devido ao baixo mimetismo que os sistemas
de cultivo tradicionais em monocamada e os modelos animais representam. A toxicidade
cardiaca e a hepatica, por exemplo, sdo as principais causas de retirada de medicamentos
apoés a aprovagéo para comercializagédo (Kim et al., 2012). Dados mostram que, até 20%
das lesbes renais agudas adquiridas apoés internagdes hospitalares sdo atribuidas a
nefrotoxicidade induzida por drogas, que nao foram previstas através dos modelos pré-
clinicos (Kim et al., 2012).

Com isso, metodologias alternativas - mais preditivas e acuradas - séo necessarias
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e estdo sendo adotadas internacionalmente (Tang et al., 2020; Yu et al., 2018). Sistemas
microfisiolégicos, ou organ-on-chip, sédo dispositivos compostos por canais microfluidicos
onde é possivel a manipulagéo precisa e repetivel de liquidos em escala micro ou nano.
Uma das grandes vantagens destes sistemas € a possibilidade de replicar o microambiente
celular, promovendo estimulos biomecanicos as células (Yu et al., 2018). Nesta abordagem,
€ possivel mimetizar as interfaces entre o tecido e processos fisico-quimicos, assim como
a perfusé@o sanguinea, sendo um 6timo modelo para ensaios de distribuicdo de drogas
e as respostas especificas que estes desencadeariam em um ou mais tecidos. Esses
dispositivos podem fornecer informagdes-chave sobre a fungédo normal do 6rgdo humano e
a fisiopatologia da doenca, bem como prever, com mais precisédo, a seguranca e a eficicia
dos medicamentos em fase pré-clinica (Tang et al., 2020).

Enquanto os sistemas microfisiologicos sdo capazes de melhor mimetizar o
microambiente das células, os esferoides celulares - que sdo um modelo de cultivo 3D
- possuem a capacidade de melhor mimetizar os micro tecidos humanos (Laschke e
Menger, 2016). Esferoides celulares sdo compostos por um agregado de células que se
auto organizam e se compactam em um processo natural, através de ligacdes entre célula-
célula e célula-matriz extracelular (Laschke e Menger, 2016). Devido a sua arquitetura 3D,
os esferoides celulares exibem propriedades bioldgicas mais similares com as encontradas
nos tecidos in vivo, quando comparado com o cultivo bidimensional (2D) (Laschke e Menger,
2016). Dentre estas estdo; maior viabilidade celular, aumento da atividade metabdlica e de
secrecao, e dinamica de citoesqueleto mais real (o que influencia diretamente na regulagéo
e expressao génica) (Laschke e Menger, 2016).

Dessa forma, a combinacdo entre os sistemas microfisiolégicos e os esferoides
celulares é vantajosa porque une o melhor das duas tecnologias: Um modelo de cultivo
fisiologicamente relevante, associado a uma plataforma microfluidica capaz de replicar e
monitorar 0 microambiente celular em tempo real. E, por isso, essa abordagem tem sido
amplamente considerada como modelos in vitro fisiologicamente mais relevantes (Tang et
al., 2020).

Por serem modelos mais representativos, estes podem ser utilizados em diversas
areas, como no desenvolvimento de novos farmacos, na modelagem de doencas, na
medicina personalizada, na biologia do desenvolvimento, assim como em areas de
fronteira, como a nanomedicina (Tang et al., 2020). A nanomedicina € um ramo da medicina
que aplica os conceitos e ferramentas da nanotecnologia para prevenir/tratar doencas.
A nanomedicina envolve o uso de materiais nanoestruturados tais como; nanoparticulas
metalicas, poliméricas, a base de carbono para fins de diagnéstico, entrega, detec¢do ou
atuagdo em um organismo vivo (Jahangirian et al., 2017).

A nanomedicina tem ganhado grande destaque, principalmente no campo da
oncologia, devido as propriedades aprimoradas que os nanomateriais possuem quando
comparados com a sua versdo em macroescala (Martin et al., 2020). Os nanofarmacos
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apresentam maior area de superficie a qual pode interagir de forma mais biocompativel e
mais especifica com o érgédo-alvo. Ademais, eles podem ser sintetizados, funcionalizados
e dopados para que o sistema imune ndo os encontre, aumentando assim o seu tempo
de circulacdo na corrente sanguinea (Martin et al., 2020). Uma outra qualidade, muito
relevante, é a capacidade desses nanofarmacos de carrear principios ativos que sao
toxicos e/ou hidrofébicos. Estes nanossistemas podem carrea-los até o sitio-alvo, de forma
especifica e com maior eficiéncia, do que os medicamentos em escala macro, reduzindo
assim os efeitos colaterais (Martin et al., 2020).

No entanto, duas das grandes limitagbes encontradas atualmente consistem em
termos modelos in vitro miméticos o suficiente para entendermos as possiveis implicacbes
de se administrar um nanofarmaco, assim como testes in silico que possam predizer
0 comportamento destas nanoparticulas antes mesmo delas serem sintetizadas e
testadas experimentalmente. Realizar a analise prévia, in silico, permite ao pesquisador
antever possiveis comportamentos do nanossistema que esta sendo considerado como
nanofarmaco (Stillman et al., 2020). Ademais, utilizar esta abordagem como etapa anterior
as andlises experimentais, culmina na reducédo de gastos e tempo, uma vez que havera
uma triagem inicial dos melhores parametros para que entao a etapa experimental possa
suceder (Stillman et al., 2020).

Dentro deste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal a avaliagdo
in silico de um dispositivo microfluidico composto de duas regibes principais: Um
micromisturador e camaras para cultivo, monitoramento e andlise de esferoides celulares.
Este dispositivo estd sendo desenvolvido para atuar como uma plataforma de avaliagao
in vitro de nanomedicamentos. A pré-validagéo in silico € um passo fundamental para
melhor direcionar os pesquisadores antes de entrarem nas proximas fases de avaliacéo,
poupando-0s tempo e recursos.

21 METODOLOGIA

A geometria do dispositivo microfluidico foi desenvolvida no software Adobe
lllustrator® e, posteriormente, exportada para o software Comsol Multiphysics®, a fim de
se estudar a fluidodinamica do dispositivo a partir de simula¢cdes numéricas. A geometria
contém duas regides principais: uma de gradiente de concentracao e outra de cultivo celular.
A primeira regido € composta por uma rede de canais que sofrem sucessivas separacdes
e recombinagdes, baseado em um modelo “arvore de natal” (Figura 1-a). Deste modo, esta
regido permite a introduc@o e o escoamento de dois compostos, assim como a difusao
gradual de um fluido sobre o outro dentro de canais em zigue-zague, gerando um gradiente
de concentragao ao longo do dispositivo microfluidico.

O regime de escoamento dentro do dispositivo microfluidico € laminar, ou seja,
as linhas de fluxo referentes ao escoamento tendem a permanecer paralelas entre si. O
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processo de mistura sob essas condigbes, portanto, depende fortemente do processo de
difusédo molecular, em que a mistura entre fluidos ocorre de forma mais lenta. Um modo de
se promover a melhoria do processo de mistura ainda em um regime laminar é a introducéao
de zonas de adveccao cadtica e recirculacdo dentro do dispositivo. Estas regides permitem
a manipulacéo das linhas de fluxo do escoamento, reduzindo o seu carater paralelo e,
por consequéncia, otimizando o processo de mistura. Os micromisturadores sdo os
responsaveis pela promocao destas regides dentro do dispositivo microfluidico, a partir de
seguidas expansdes, contragcbes e mudancas de direcdo repentina de seus canais. Cada
micromisturador possui um total de 10 voltas, a fim de se garantir um processo de mistura e
a geracao de um gradiente de concentracéo de forma réapida e eficiente (Figura 1-b).

Apds o término do processo de mistura, os fluidos sdo direcionados a regido de
cultivo celular, composta por 5 canais de saida contendo microcamaras em triplicatas
(Figura 1-c), responsaveis por alocar os esferoides celulares. A geometria do dispositivo
foi projetada para que cada canal de saida receba uma concentracédo diferente do farmaco
em estudo. E possivel, portanto, analisar de forma simultanea os efeitos dos nanofarmacos
em diversas concentragdes sobre os esferoides celulares. O dispositivo possui dimensoées
totais iguais a 27,5 mm, 14,1 mm e 0,6 mm, referentes ao seu comprimento, largura e
altura, respectivamente. Os canais principais possuem 0,15 mm de largura, enquanto que
0s canais referentes aos micromisturadores sofrem expanséo a cada volta do zigue-zague,
apresentando largura maxima de 0,25 mm.

L
= |

Figura 1. Geometria desenvolvida para o dispositivo microfluidico. (a) Geometria completa. Toda a
estrutura pode ser dividida na regido de geragdo de gradiente de concentragdo, constituida pelas
duas entradas e os canais de misturas centrais, e na regiéo de cultivo celular, constituida pelas 5
microcamaras em triplicatas ao final do dispositivo. (b) Geometria do micromisturador. Local onde

é realizado o encontro de dois compostos diferentes e sua posterior mistura. (c) Geometria para as
microcamaras. Local onde sera depositado esferoides celulares para estudos biologicos.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3 Capitulo 6



A fim de discretizar o modelo, o software COMSOL Multiphysics® utiliza técnicas
numéricas que variam de acordo com a situagdo fisica em questdo. Os métodos de
discretizacédo séo baseados em elementos finitos, uma técnica que da solu¢des aproximadas
para equagdes diferenciais as quais modelam problemas fisicos e de engenharia. Esse
método consiste na subdivisdo de um sistema grande em outros menores e mais simples
por meio da criacdo de malhas com os tipos de elementos que sejam apropriados para o
problema em questéo. O algoritmo pode usar uma malha livre ou combinagdes de diferentes
malhas, de acordo com a necessidade de obter resultados mais rapidos e precisos. E
possivel também fazer o refinamento dessa mesma malha para obter uma maior precisao.

Para estudos de dindmica dos fluidos, o software precisa solucionar as equagdes de
Navier-Stokes, que sdo equacgdes diferenciais responsaveis por descrever o escoamento
de fluidos. Por meio dessas equagdes, é possivel determinar os campos de velocidade
e de presséo no escoamento em questdo. Elas estabelecem relagbes entre as taxas de
variacdo ou fluxo tanto de velocidade quanto de pressdo. Para um escoamento laminar, a
equacéao de Navier-Stokes e a equacao de continuidade, sendo esta Ultima correspondente
a conservacao de massa, sao dadas respectivamente por:

9
pa—‘:+p(v-v')v—nl7v+ Pp =0

V-v=20
Onde v, p, p e n correspondem respectivamente ao vetor velocidade, a presséo,
densidade do fluido e viscosidade dinamica (Baccar; Kieffer; Charcosset, 2009).
Além disso, foi utilizada a equagéo de conveccao-difuséo:

ac
StV Ve =7 (0V0)

Onde D representa o coeficiente de difusdo e C representa a concentragao (Baccar;
Kieffer; Charcosset, 2009).

A realizagdo de simulagdes numéricas possuem como objetivo estudar a dindmica
de escoamento do fluido, compreender o seu comportamento dentro do dispositivo
microfluidico e, por fim, possibilitar avaliacdes sobre os parédmetros referentes a sua
geometria. Para a realizagdo deste estudo, definiram-se condi¢cdes de contorno, sendo
estas:

1. O fluido foi definido como incompressivel;

2. Alinfluéncia da gravidade sobre o sistema foi desconsiderada;

3. Aplicacdo da condicdo “no-slip” sobre as paredes dos microcanais: garantia do
perfil parabolico de escoamento do fluido;

4. Introducgéao do fluido no dispositivo sob regime estacionario e Re 1, 10 e 100;
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5. Introdugé@o de um composto com concentragdes iguais a 1 mol/m3 e 0 mol/m? nas
entradas do dispositivo microfluidico.

Neste processo, a malha sobre o dispositivo foi definida manualmente. 320,876

elementos de dominio e 27,730 elementos de contorno foram gerados sobre toda a

geometria, com tamanho méaximo de 0.05 mm e minimo de 2.8*10“ mm. Desta forma, a

simulagéo € calculada com boa acuracia, apesar de uma maior demanda computacional.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis de velocidade, pressdo e concentracdo obtidos para Re 1, 10 e 100 nédo
apresentaram distingdo visual relevante; mantiveram, em sua maioria, a mesma forma,
alterando-se apenas a escala dos valores obtidos. Portanto, serdo exibidos apenas
resultados referentes a Re 100. Os perfis de velocidade e pressédo estdo presentes na
Figura 2. E possivel perceber que a velocidade total de escoamento do fluido é decrescente
ao longo do dispositivo microfluidico. Esta perda de velocidade tem origem na ramificagcéo
sucessiva do fluido ao longo dos canais, e na imposicéo de resisténcia hidrodindmica
promovida pela presenca dos micromisturadores. Deste modo, a cada camada de
bifurcagdes, o fluido sofre uma perda em sua velocidade de escoamento. Para Re 100, o
fluido perde 25% de sua velocidade entre a primeira camada e a segunda. Entre a segunda
camada e a terceira, a velocidade é reduzida em 19%. ApOs o processo de geracao de
gradiente, o fluido é entregue aos esferoides celulares com uma perda de velocidade de
aproximadamente 40% de seu valor original, como visto na figura 3. Portanto, & necessario
levar em conta a perda de velocidade ocorrida neste processo ao se definir a velocidade
de escoamento imposta no inicio do dispositivo. A distribuicdo de pressdo segue 0 mesmo
padrao encontrado para o perfil da magnitude da velocidade. Ao inicio do canal, a presséo
relativa exercida pelo bombeamento do fluido para dentro do sistema assume um valor
maximo préximo a 100 Pascal. Ao final do dispositivo, a presséo relativa é zero, o que
significa que o fluido sai do dispositivo microfluidico sob presséo atmosférica.
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Figura 2. Perfis de velocidade e presséo para Re = 100 obtidos com as simulagbes numéricas. (a)
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Perfil de velocidade em Re = 100. A perda gradual de velocidade ao longo do dispositivo é evidenciada,

devido a resisténcia hidrodindmica e a ramificagcdo do fluido. (b) O perfil reflete a pressédo maxima no
inicio do canal necessaria para o escoamento do fluido, e sua gradual perda até o fim do dispositivo,

por onde o fluido escoa sob pressao atmosférica.
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403 mm/s

Figura 3. Reducéo na velocidade de escoamento nos micromisturadores ao longo do dispositivo. (a)

302 mm/s

245 mm/s

500

200

Perfil de velocidade na primeira camada de micromisturadores. A velocidade maxima encontrada neste

nivel foi igual a 403 mm/s. (b) Perfil de velocidade na segunda camada de micromisturadores. Neste
micromisturador, a velocidade maxima foi reduzida a 302 mm/s. (c) Perfil de velocidade na ultima

camada de micromisturadores. A velocidade méxima sofreu nova redugéo, alcancando o valor de 245
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O perfil de concentracao dentro do micromisturador e suas linhas de fluxo para Re
1, 10 e 100 podem ser encontrados na Figura 4. Nota-se que para Re 1 e Re 10, as linhas
de fluxo se mantém majoritariamente paralelas entre si, tal que o processo de mistura
entre os compostos depende da difusdo molecular do nanofarmaco e das expansébes e
contragdes que os microcanais sofrem a cada volta do micromisturador. Em Re 10, apesar
do aumento na magnitude da velocidade de escoamento, as linhas permanecem paralelas
entre si. O que implica em uma redugao da eficiéncia no processo de mistura, pois o fluido
entra e sai mais rapido pelos micromisturadores, ndo havendo tempo o suficiente para que
o processo de difusdo molecular ocorra de forma ampla. Em Re 100, nota-se uma leve
otimizagé@o da mistura ao final do micromisturador. Este resultado deve-se ao aparecimento
de pequenas zonas de recirculacdo dentro dos microcanais, provocados pelo aumento
de velocidade de escoamento do fluido, como mostrado na figura 4-c. A presenca destas
condi¢des em um regime laminar permite um aumento da instabilidade das linhas de fluxo,
o que reduz o seu paralelismo e otimiza o0 processo de mistura. E esperado que estas
condi¢bes de adveccao cadtica possuam intensidade maior conforme o valor de Re ou a
complexidade da geometria também aumentem.

f 1"«:‘1* 0

Figura 4. Comparacéo entre o processo de mistura e as linhas de fluxo sob Re =1, 10 e 100. (a)
Processo de mistura sob Re = 1. (b) Processo de mistura sob Re = 10. (c) Processo de mistura
sob Re = 100. (d) Linhas de fluxo referentes a Re = 1 e 10. As linhas de fluxo sdo majoritariamente
paralelas o que torna o processo de mistura lento. (e) Regides de recirculacdo comecam a aparecer no
micromisturador, aumentando a eficiéncia do processo de mistura dos compostos.
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O perfil de concentracéo para o dispositivo estéa apresentado na figura 5. Os valores
de concentragdo obtidos ao final de cada saida do dispositivo foram iguais a 0, 0.20,
0.50, 0.76 e 1.00 mol/m3. Deste modo, a partir deste dispositivo sera possivel estudar a
influéncia direta de um determinado nanofarmaco sob esta faixa de concentracbes em
esferdides celulares. E possivel ampliar a faixa de concentragdo aumentando-se também a
complexidade do modelo “arvore de natal” presente na rede de microcanais, de forma que
a introducdo de mais regides de bifurcacdes devera resultar em uma maior uniformizagao
dos valores de concentragdo ao final do dispositivo.
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Figura 5. Perfil de concentragao obtido sob Re = 100. Os valores referentes & distribui¢éo de
concentracées ao longo do dispositivo foram iguais a 0, 0.2, 0.5, 0.76 e 1 mol/m3.

Ageometria desenvolvida nesta pesquisa € extremamente portatil e de facil manuseio,
devido as suas dimens0es totais reduzidas. Esta caracteristica permite que o dispositivo
seja integrado a outros sistemas microfluidicos, tal que suas entradas ou saidas podem ser
conectadas a outros dispositivos, constituindo sistemas analiticos completos (i.e., unidades
modulares) (Stillman et al., 2020). Apesar de uma possivel integragdo complexa com outras
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plataformas microfluidicas, uma vantagem do dispositivo apresentado € a dispensabilidade
de méo de obra especializada para a sua operacdo. Desta forma, o modo de operagéo
torna-se acessivel a maioria dos pesquisadores que ja trabalham com cultivo celular in
vitro. Somado a facilidade de operagéo do dispositivo, 0 seu tamanho reduzido permite
que este seja transportado facilmente entre locais de pesquisa. O desenvolvimento de
plataformas microfluidicas - simples e portateis - € de grande importancia para triagem
de farmacos e aplicag¢des biolégicas, pois implica na reducéo de custos com materiais de
fabricacdo, reagentes e mao de obra, um grande problema relativo as areas citadas (Probst
et al., 2018).

A complexidade dos micromisturadores e a quantidade de saidas do dispositivo
microfluidico podem ser alteradas, de forma a aumentar a eficiéncia de todo o processo.
Apesar de simples, a geometria atual dos micromisturadores imp&e uma resisténcia
hidrodindmica que influencia de forma significativa o escoamento do fluido, de modo que
40% de sua velocidade é perdida entre o inicio e o final do dispositivo microfluidico. Dado este
que implica em menor estresse mecanico de fluxo diretamente nos esferoides. A presséao
necessaria para o bombeamento do fluido no sistema também é afetada por este parametro,
0 que, dependendo da magnitude necessaria para o escoamento, pode levar a pressées
excessivas sobre o dispositivo. A geometria proposta necessita que estas caracteristicas de
escoamento sejam levadas em consideracao, tal que o fluido deve ser inserido sempre com
velocidade maior do que a calculada para um determinado estudo cientifico. Este aumento
na velocidade, no entanto, nem sempre é possivel, devido a limitagbes experimentais
relativas ao equipamento ou ao material de constru¢do do dispositivo. Esta perda impacta
diretamente futuros ensaios bioldgicos, analises de mecanotransducao e estudos sobre a
influéncia de nanofarmacos sobre a superficie de esferoides celulares. Portanto, um novo
processo de otimizagdo pode ser realizado a fim de amenizar a resisténcia hidrodinamica e
a perda de velocidade ao longo dos canais.

41 CONCLUSAO

Foi possivel o desenvolvimento in silico de uma plataforma microfluidica para o
cultivo, analise e monitoramento de esferoides celulares. Os dados obtidos sugerem que
a geometria esta apta a diluir em diferentes concentracbes os agentes farmacolégicos,
como os nanoterapéuticos. A andlise prévia in silico permitira ao pesquisador predizer as
melhores condi¢des para que as etapas experimentais seguintes possam ser mais rapidas
e mais eficazes. Ademais, o dispositivo desenvolvido é de facil manuseio, com interface
amigavel e passivel de ser acoplado em dispositivos microfluidicos ja existentes.

O estudo aqui reportado combina trés grandes éareas de fronteira: Simulacédo
computacional, microfluidica e cultivo celular 3D a fim de desenvolver solu¢des praticas,

menos onerosas e rapidas para areas como de desenvolvimento de farmacos, modelagem
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de doencas e medicina personalizada.
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RESUMO: Bignoniaceae é uma familia de
plantas com 82 géneros e cerca de 827 espécies,
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de ampla distribuicdo nos neotrépicos, onde
ocorrem como plantas arbustivas, arboéreas e
trepadeiras. Plantas da familia Bignoniaceae séo
conhecidas por produzir lignanas, flavonéides,
iridoides, triterpenos, naftoquinonas, &cidos
cindmicos e benzoicos, C-glicosilxantonas,
fenilpropandides, antocianidinas e alantoinas.
O objetivo principal deste estudo foi avaliar a
atividade antibacteriana de extratos obtidos a
partir de espécies de Bignoniaceae. Os galhos
e folhas das espécies Adenocalymma axillarum,
Amphilophium elongatum, Cuspidaria floribunda,
Fridericia craterophora, Fridericia florida e
Stizophyllum perforatum foram extraidos com
etanol e, apo6s eliminagdo do solvente, foram
avaliados frente aos microrganismos Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Os extratos
obtidos foram analisados por Cromatografia
em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os extratos
apresentaram concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentracéo bactericida minima (CBM)
maior que 400 pg/mL. As analises fitoquimicas
preliminares indicaram a presenca de flavonoides
e triterpenos. Assim, este estudo contribuiu para
a ampliacdo do conhecimento sobre espécies da
familia Bignoniaceae.

PALAVRAS - CHAVE: Bignoniaceae,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli

ANTIBACTERIAL ACTIVITY EVALUATION
OF BIGNONIACEAE SPECIES
ABSTRACT: Bignoniaceae is a family of plants
with 82 genera and around 827 species, widely
distributed in the neotropics, where they occur as
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a shrub, tree, and climbing plants. Plants of the Bignoniaceae family are known to produce
lignans, flavonoids, iridoids, triterpenes, naphthoquinones, cinnamic and benzoic acids,
C-glycosylxanthones, phenylpropanoids, anthocyanidins, and allantoins. This study main
objective was to evaluate the antibacterial activity of extracts obtained from Bignoniaceae
species. The branches and leaves of the species Adenocalymma axillarum, Amphilophium
elongatum, Cuspidaria floribunda, Fridericia craterophora, Fridericia florida, and Stizophyllum
perforatum were extracted with ethanol and, after elimination of the solvent, were evaluated
against the microorganisms Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The extracts
obtained were analyzed by thin-layer chromatography (TLC) and high-performance liquid
chromatography (HPLC). The extracts showed minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) greater than 400 ug/mL. Preliminary phytochemical
analyzes indicated the presence of flavonoids and triterpenes. Thus, this study contributed to
the expansion of knowledge about Bignoniaceae species.

KEYWORDS: Bignoniaceae, Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

11 INTRODUGAO

Afamilia Bignoniaceae possui aproximadamente 82 géneros e 827 espécies, de ampla
distribuicdo nos neotropicos, onde ocorrem como plantas arbustivas, arboreas e trepadeiras
(LOHMANN e TAYLOR, 2014). Plantas dafamilia Bignoniaceae apresentam umadiversidade
grande de metabdlitos secundarios entre os quais se incluem lignanas, flavonoides,
iridoides, triterpenos, naftoquinonas, acidos cindmicos e benzoicos, C-glicosilxantonas,
fenilpropandides, antocianidinas e alantoinas. Os alcal6ides s&o raramente encontrados,
deste modo, ndo sdo considerados como marcadores quimiotaxonémicos desta familia
(VON POSER et al., 2000; OLIVEIRA et al., 1990; PAULETTI et al., 2003; LIMA et al., 2003;
TAKEMURA et al., 1995; MILANI et al., 2020; GONZALEZ et al., 2008; LEITE et al., 2001;
2006; ALVARENGA et al., 2012; 2015; BERTANHA et al., 2020).

As espécies selecionadas neste estudo foram: Stizophyllum perforatum (Cham.)
Miers, Adenocalymma axillarum (K.Schum.) L.G.Lohmann, Amphilophium elongatum
(Vahl) L.G.Lohmann, Fridericia florida (DC.) L.G.Lohmann, Fridericia craterophora (DC.)
L.G.Lohmann e Cuspidaria floribunda (DC.) A.H.Gentry, pertencem a tribo Bignonieae, que
inclui 393 espécies e 21 géneros e constitui 0 grupo mais abundante e diverso de lianas,
raramente arbustos (LOHMANN, 2006; LOHMANN e TAYLOR, 2014).

Teste in vitro no ensaio de inibicdo da enzima conversora de angiotensina | do extrato
das folhas de S. perforatum mostrou que o extrato foi inativo (Castro Braga et al., 2000).
No género Stizophyllum foi relatada a ocorréncia de esterodides e triterpenos citotoxicos na
espécie S. riparium (DUH et al., 1987; DUH et al., 1991).

A espécie vegetal A. axillare, sinonimia, Memora axillaris K.Schum. esta sendo
avaliada pela primeira vez. No género Adenocalymma, a principal espécie estudada é A.
alliaceum, conhecida popularmente como “cipo-d’alho”, de onde foram isolados triterpenos,
flavondides e seu 6leo essencial contém di-, tri-, tetra-sulfeto de dialil (PANDEY et al., 1992;
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MISRA et al., 1995; RAO e RAO, 1982, APPARAO et al., 1978).

O estudo fitoquimico do extrato cloroférmico das raizes de A. elongatum, sinonimia,
Distictella elongata (Vahl) Urb., resultou no isolamento de uma nova naftoquinona. Este
extrato demonstrou ainda significante inibicdo no crescimento de células do tipo SK-MEL
(melanoma) e SK-OV-3 (carcinoma de ovario), com valores de IC_, de 40 ug/mL e 56 g/
mL, respectivamente. Porém, a naftoquinona foi inativa (BEDIR et al., 2009). A pesquisa
com o extrato etandlico das folhas de D. elongata resultou no isolamento de uma flavona,
a pectolinarina, como também dos acidos ursoélico, oleandlico e pomélico, além do
B-sitosterol (SIMOES et al., 2013). O extrato etanélico das folhas de D. elongata também
apresentou atividade antiviral frente aos virus HSV-1 (virus humano do herpes tipo I) e
DENV-2 (dengue virus 2). A atividade apresentada pelo extrato foi atribuida a presenga dos
flavonoides pectolinarina e acacetina-7-O-rutinosideo (SIMOES et al., 2011).

As espécies F. florida, sinonimia, Arrabidaea florida DC., F. craterophora, sinonimia,
Arrabidaea craterophora (DC.) Bureau e C. floribunda, sinonimias Adenocalymma
floribundum DC. séo espécie que estao sendo estudadas pela primeira vez.

Sobre o género Arrabidaea existem varios trabalhos que evidenciaram uma
diversidade grande de constituintes quimicos entre os quais se incluem flavonéides,
triterpenos, C-glicosilxantonas e fenilpropandides glicosideos (TAKEMURA et al., 1995;
LEITE et al., 2001; 2006; PAULETTI et al., 2003; LIMA et al., 2003; BERTANHA et al.,
2020; GONZALEZ et al., 2008). As espécies que pertenciam ao género Arrabidaea foram
reclassificadas nos géneros Fridericia, Cuspidaria e Tanaecium (LOHMANN e TAYLOR,
2014). O género Cuspidaria apresenta poucos estudos, mas estes indicam a ocorréncia de
triterpenos, flavonoides e fenilpropanoides glicosideos (ALVARENGA et al., 2012; 2015).

A resisténcia das bactérias aos antibioticos € um fenémeno natural e preocupante
que requer pesquisa de novos agentes antibacterianos, aliado ao fato de que o
namero de descoberta de novos antibiéticos nos Ultimos 25 anos foram muito baixos
(THEURETZBACHER et. Al., 2020; SILVER et al.i, 2011). Diante deste panorama, extratos
vegetais podem ser empregados na pesquisa por novos agentes antibacterianos em
ensaios in vitro empregando diretamente cepas de bactérias (ABRAO et al., 2015; VIEIRA
et al., 2018).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As partes aéreas das espécies Amphilophium elongatum (Altitude 578 m, S 21°
35' 11,5', N 47° 46' 43,3"), Adenocalymma axillarum (Altitude 563 m, S 21° 35' 49,5, N
47° 47' 20,2") e Fridericia craterophora (Altitude 541 m, S 21° 8' 16,6', N 47° 42' 58,2")
foram coletadas na Estacéo Ecolégica do Jatai (EEJ). As espécies Stizophyllum perforatum
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(Altitude 590 m, S 21° 7' 55,4", N 47° 43' 56,4") e Fridericia florida (Altitude 539 m, S 21° 8’
16,6", N 47° 42' 58,2") foram coletadas no Assentamento Mario Lago em Ribeiréo Preto-SP.
E Cuspidaria floribunda foi coletada no Campus da USP em Pirassununga. As exsicatas das
espécies foram depositadas no Herbéario da FFCL-USP-RP (SPFR 16255, SPFR 16314,
SPFR 16313, SPFR 16312 e SPFR 16256, respectivamente). As coletas e a identificagdo
das espécies foram realizadas pela Dra. Valéria Maria Melleiro Gimenez.

As licencas para coleta de material vegetal e para acesso ao patriménio genético
foram no. 42929-3 e COTEC no. SMA-260108-009.545/2015, e SisGen no. A1484F8, no.
AC7C911 e no. A71BA2D.

2.2 Obtencao dos Extratos

ApbGs o processo de secagem e trituragdo, o material vegetal (5 g) foi submetido
a extracdo a temperatura ambiente, por maceracdo com etanol (100 mL), durante
aproximadamente 3 dias, com trés repeticdes. As solugbes obtidas foram entédo

rotaevaporadas e forneceram os extratos brutos.

2.3 Estudo fitoquimico

Os extratos brutos das espécies selecionadas (1 mg/mL) foram dissolvidos em
metanol HPLC (1 mL) e foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Estas analises foram realizadas
em cromatografo de sistema binario SHIMADZU Prominence LC-20AD e coluna analitica,
SHIMADZU, Shim-pack ODS (250 x 4,20 mm, 5 um). O solvente usado foi metanol grau
HPLC e agua ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q. Uma aliquota dos extratos também foi
analisada por cromatografia em camada delgada (CCD) placas da Sigma-Aldrich (silica
gel em folhas de aluminio 20 x 20 cm, com indicador fluoresceina). Os solventes utilizados
como fase movel foram: CHCI-CH,OH 9:1 v/v, hexano-AcOEt (7:3 v/v) e CHCI,-CH,OH-
H,O (43:37:20, v/vlv, fase inferior). O revelador empregado foi a vanilina sulfurica seguida
de aquecimento.

2.4 Atividade antimicrobiana

Neste estudo foram utilizadas duas bactérias (Tabela 1) provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC) e a técnica de microdiluigdo em caldo em placas de 96
pocos foi empregada para a obtencdo da CIM (Concentragcdo Inibitéria Minima) e da
CBM (Concentragao Bactericida Minima) (CLSI, 2012). Os extratos foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) a uma concentragéo de 1,0 mg/mL e diluido com caldo BHI, as
concentragdes finais avaliadas foram na faixa de 0,195 a 400 pg/mL, que foram aplicadas
em triplicata. A concentracéo final de DMSO foi 5% (v/v). Como controle positivo foi utilizado
o antibiético tetraciclina, que foi avaliado nas concentragdes entre 0,0115 yg/mL a 5,9 pg/
mL. O inoculo foi ajustado de modo a fornecer 5 x 10° unidades formadoras de coldnia
(UFC) com uso do caldo BHI.
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Em microplacas foram pipetados o caldo BHI, com as amostras a serem testadas
e 20 pL do inoculo, o que forneceu um volume final de 100 L. Para as duas as bactérias
testadas foi realizado o controle do solvente (5 % DMSO), o controle do crescimento da
cultura, o controle de esterilidade do caldo, o extrato e controle positivo (tetraciclina). As
placas foram em seguida incubadas a 36°C em estufa bacterioldgica por 24h. Apés o periodo
de incubacéo foi adicionado em cada poco 30 pL de solugcdo aquosa de resazurina (0,02
%). A leitura dos resultados foi observada pela mudanca ou permanéncia de coloragdo da
mesma, sendo azul (auséncia de crescimento microbiano) e rosa (presenca de crescimento
microbiano). Antes da adi¢c@o da resazurina e para determinar a CBM, uma aliquota de 10
pL foi removida de cada pogo sem crescimento bacteriano visivel e semeada em agar BHI
e as placas foram incubadas.

Microrganismos Origem Requerimento Morfotipo Agar Caldo

gasoso (24 h)

Staphylococcus ATCC Aerbbio Coco Gram positivo BHI  BHI
aureus 25923
Escherichia coli ATCC Aerodbio Bacilo Gram BHI  BHI
25922 negativo

Tabela 1. Bactérias utilizadas nas atividades antibacterianas, origem e morfotipo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 estdo apresentados os rendimentos obtidos para cada extrato etanélico
obtido. Os extratos que apresentaram os maiores rendimentos foram F. craterophora galhos
(24,0 %) e A. elongatum folhas (21,0 %).
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Espécie Parte  Material vegetal Massa extrato Rendimento (%)

Stizophyllum perforatum  folhas 5g 05449 10,8
galhos 5g 0209 4.0
Cuspidaria floribunda folhas 59 045¢g 9,0
galhos 5¢g 0,30¢g 6,0
Adenocalymma axillare folhas 59 061g 12,2
galhos 5g 0,23 g 4.6
Amphilophium elongatum folhas 5g 1,05¢g 21,0
galhos 5¢g 048¢ 9,6
Fridericia florida folhas 5g 0659 13,0
galhos 5¢g 0,798 g 16,0
Fridericia craterophora folhas 5g 0879 17,4
galhos 5g 1,20 g 24,0

Tabela 1. Extratos obtidos a partir das espécies selecionadas para estudo.

Um dos principais objetivos desse estudo foi avaliar o potencial antibacteriano pela
determinacdo da Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo bactericida
minima (CBM) frente as bactérias S. aureus e E. coli, que s&o importantes microrganismos
infecciosos em humanos. A CIM e a CBM séao parametros importantes na avaliagéo in
vitro das propriedades antibacterianas, principalmente de extratos vegetais (VIEIRA et al.,
2018). Estas duas bactérias foram selecionadas também devido a diferenca na parede
celular.

Os resultados obtidos para os extrato bruto das folhas e dos galhos das espécies
selecionadas neste estudo estdo descritos na Tabela 2. Os valores de CIM e CBM dos
extratos foram todos maiores que 400 pyg/mL. Demonstrando que nédo houve inibicdo do
crescimento, pelo menos na faixa de concentracao avaliada que foi de 0,195 a 400 pg/mL.
Os resultados encontrados neste estudo foram analisados em comparados com os dados
da CIM de HOLETZ et al. (2002), que considera a atividade antimicrobiana boa quando a
CIM é menor que 100 pg/mL e atividade moderada quando a CIM obtida esta entre 100 e
500 pg/mL, por esse motivo, neste estudo a concentragdo maxima avaliada foi de 400 g/
mL.
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Espécie Parte  Staphylococcus aureus Escherichia coli
ATCC 29213 [ug/mL] ATCC 25922 [ug/mL]
CIM CBM CIM CBM
Stizophyllum perforatum  folhas >400 >400 >400 >400
galhos >400 >400 >400 >400
Cuspidaria floribunda folnas >400 >400 >400 >400
galhos >400 >400 >400 >400
Adenocalymma axillare folnas >400 >400 >400 >400
galhos >400 >400 >400 >400
Amphilophium elongatum folhas >400 >400 >400 >400
galhos >400 >400 >400 >400
Fridericia florida folnas >400 >400 >400 >400
galhos >400 >400 >400 >400
Fridericia craterophora folhas >400 >400 >400 >400
galhos =400 >400 >400 >400
Tetraciclina - 0,3688 n.t. 0,7375 n.t.

Tabela 2. CIM e CBM dos extratos.

n.t. ndo testado

Os extratos foram primeiramente analisados por CCD (Figura 1) e por CLAE-DAD

(Figuras 2 e 3). Os dados obtidos indicam a presenca de varios metabolitos secundarios,

principalmente das classes dos flavonoides e triterpenos.

Figura 1. Cromatoplacas obtidas para os extratos: S. perforatum folhas (1) galhos (2), C. floribunda
folhas (3) e galhos (4), A. axillarum folha (5) e galhos (6), A. elongatum folhas (7) e galhos (8), F. florida
folhas (9) e galhos (10), F. craterophora folhas (11) e galhos (12). (a) Fase movel: CHCI,-CH,OH 9:1
v/v. (b) Fase movel: CHCI,-CH,OH-H,0 43:37:20 v/v/v fase inferior (c) Hex-AcOEt 7:3 v/v. Revelador

vanilina sulfurica.
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Figura 2. Cromatograma dos extratos etandlico: (a) folhas de S. perforatum; (b) galhos de S.
perforatum; (c) folhas de C. floribunda; (d) galhos de C. floribunda; (e) folhas de A. axillanium e (f)
galhos de A. axillanium. Condi¢ao: agua (+0,1% acido acético): metanol, gradiente linear, (5% —100%)
em 30 minutos, 5 minutos 100% metanol, coluna ODS, A 254 nm, volume de injecdo: 20 pL, fluxo: 0,8
mL/min. Concentragdo das amostras [1 mg/mL].
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Figura 3. Cromatograma dos extratos etandlico: (a) folhas de A. elongatum; (b) caules de A.
elongatum; (c) folhas de F. florida; (d) caules de F. florida; (e) folhas de F. cratephora; (f) caules de
F. cratephora. Condigao: agua (+0,1% acido acético): metanol, gradiente linear, (5% 0100%) em 30
minutos, 5 minutos 100% metanol, coluna ODS, A 254 nm, volume de injec&o: 20 pL, fluxo: 0,8 mL/min.
Concentracédo das amostras [1 mg/mL].

CONCLUSOES

O trabalho experimental com as espécies coletadas de Bignoniaceae, apresentou

resultados satisfatorios. Os dados obtidos por CCD e CLAE-DAD evidenciaram a presenca

de duas classes principais de metabdlitos secundarios os flavonoides e os triterpenos.

Os ensaios biologicos indicaram que os extratos ndo apresentaram uma boa atividade

antimicrobiana. Porém este estudo contribuiu para ampliar o conhecimento sobre as
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espécies de Bignoniaceae.
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RESUMO: O Brasil, um dos maiores produtores
e o maior exportador de carne de frango no
mundo, utiliza antimicrobianos como prevengéao
e tratamento de doengas com o proposito
de melhorar a qualidade da carne. Porém, o
uso de antibiéticos de forma nao racional nas
granjas promove a selecdo e disseminacdo de
bactérias resistentes, podendo causar doencas
para as aves e para os seres humanos. Assim, o
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos
na criagdo de animais € uma das estratégias para
a promoc¢ao do uso racional de antimicrobianos.
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O objetivo deste trabalho foi viabilizar uma técnica simples e rapida que pode ser utilizada
para a pesquisa de bactérias multirresistentes em ambientes de produgéo animal. Esse
trabalho detectou e quantificou bactérias multirresistentes presentes na producéo de frango
por meio da técnica de replica plating e semeadura em meios de cultura suplementados
com antimicrobianos. A técnica proposta mostrou-se mais eficaz, econémica e aplicavel na
rotina microbioldgica que as técnicas usualmente utilizadas, tornando viavel sua implantagao
e possibilitando o monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos na produgéo avicola.
Além disso, possibilitou proporcionar uma maior seguranca e qualidade ao frango brasileiro,
contribuindo para o fortalecimento do Agronegdécio brasileiro.

PALAVRAS - CHAVE: avicultura, replica plating, cefotaxima, ciprofloxacina.

DEVELOPMENT OF TECHNIQUES FOR ISOLATION OF MULTIDRUG-
RESISTANCE BACTERIA AT DIFFERENT STAGES IN POULTRY FARMING

ABSTRACT: Brazil, one of the largest producers and the largest exporter of chicken
meat in the world, uses antimicrobials to prevent and treat diseases to improve the quality
of the meat. However, the use of antibiotics in a non-rational way promotes the selection
and dissemination of resistant bacteria, which can cause diseases for birds and humans.
Thus, monitoring resistance to antimicrobials in animal husbandry is one of the strategies
for promoting the rational use of antimicrobials. The objective of this study was to make
possible a simple and fast technique that can be used for the research of multidrug-resistant
bacteria in animal production environments. This study detected and quantified multidrug
resistant bacteria present in chicken production using the replica plating technique and culture
media supplement with antimicrobials. The proposed technique proved to be more effective,
economical, and applicable in the microbiological routine than the techniques usually used,
making its implantation viable and enabling the monitoring of resistance to antimicrobials
in poultry production. In addition, it made it possible to provide greater safety and quality to
Brazilian chicken and contributing to the strengthening of agribusiness.

KEYWORDS: aviculture, replica plating, cefotaxime, ciprofloxacin.

11 INTRODUGAO

De acordo com a Associacéo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em 2019, o
Brasil destacou-se por ser um dos grandes produtores e exportadores da carne de frango,
sendo o terceiro lugar na produgao e o primeiro em exportagcao (ABPA, 2020). Para manter
essa intensa producéo, o Brasil utiliza uma grande quantidade de antibioticos (NETTO et al.,
2014). Porém, o uso excessivo desses farmacos pode selecionar bactérias multirresistentes
(FOUNOU, 2016), consequentemente, trazendo riscos aos trabalhadores da granja e aos
consumidores através da cadeia alimentar (PADUNGTOD,2008).

Os antimicrobianos na criagdo de animais séo utilizados para uso terapéutico em
animais doentes e na prevencao de doengas quando os animais saudaveis estdo muito
susceptiveis a desenvolvé-las (CARUSO, 2018). Entretanto, a alta demanda por aves e
produtos avicolas, gera um confinamento de muitas aves em espacos pequenos € com
isso, 0s animais ficam propensos a infec¢cdes bacterianas, necessitando de altas doses
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de antibiéticos (BHOGOJU et al., 2018). Logo, seleciona bactérias como Campylobacter,
Escherichia coli e Salmonella resistentes (MURPHY, et al., 2018). Outro problema séo
as APEC (Avian pathogenic E.col)) multirresistentes, que podem causar aerossaculite,
pericardite e sepse, entre outras doencas extraintestinais em frangos (YU et al., 2020),
acarretando uma maior mortalidade e morbidade e portanto, perda econémica na industria
avicola (KIM, et al., 2020).

Os betalactamicos sao uma familia de antimicrobianos compostos por penicilina,
cefalosporina, carbapenens e monobactamicos (SUAREZ, 2009). Atuam inibindo a formagéo
da ligacéo cruzada entre as cadeias polissacarideas e de peptideos, consequentemente
impedindo a formacdo da parede celular bacteriana (CHEN et al., 2020). Além disso,
representam a classe mais utilizada atualmente para doencas infecciosas (BUSH, 2016),
por conta do seu amplo espectro e baixa toxicidade seletiva (VEIGA, 2018). A cefotaxima
representa a terceira geragao das cefalosporinas, com um amplo espectro e baixa toxicidade
(ALTAYBAN et al., 2020).

Os beta-lactamicos podem ser inativados por beta-lactamases, que podem hidrolisar
0 anel beta-lactamico (KNOTT, et al.,1979). Um exemplo é a beta-lactamase de espectro
ampliado (ESBL), uma enzima que hidrolisa monobactamicos e cefalosporinas de terceira
geracgéo (PITOUT, 2008).

A ciprofloxacina € um antibiético da segunda geracéo das fluorquinolonas (ZHANG
et al., 2018), o mais utilizado mundialmente por ser eficiente, segura e com um baixo custo,
além de ser responsavel por impedir o DNA girase bacteriano e estabilizar o complexo DNA
topoisomerase (CONLEY, et al., 2018).

Areplica plating, segundo o estudo de Lederberg et al. (1952), foi desenvolvido com
o intuito de facilitar os testes de rotina que envolvem inoculagbes repetitivas de muitos
isolados em diferentes meios de cultura. Além disso, permite a cépia de um padréo de
crescimento para outros meios, determina a sensibilidade das bactérias aos antibioticos
e por fim, é efetivo para o isolamento de mutantes que necessitam de um ou mais fatores
novos de crescimento.

Por conta da disseminacdo de bactérias multirresistentes na producédo aviaria,
0 objetivo desse trabalho foi padronizar e aprimorar a quantificacdo destas bactérias
pela contagem em placa contendo os antibidticos cefotaxima e ciprofloxacina através
da semeadura e da replica plating. O desenvolvimento desta técnica torna viavel sua
implantacéo para quantificacdo de bactérias multirresistentes em granjas avicolas. A
quantificagdo podera auxiliar o poder publico a monitorar a resisténcia antimicrobiana
nos aviarios e assim controlar a disseminagdo e contribuir para o uso responsavel dos
antimicrobianos.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

As amostras foram coletadas em trés momentos diferentes da criagcdo de frango
(Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UEL, n°22867.2015.23).
Foram coletadas amostras da cama de produgao/alojamento por meio de propés,
conservado em uma sacola estéril contendo agua peptonada. Na primeira coleta, as aves
estavam com 33 dias de vida, na segunda coleta, 1 dia de vida e na terceira coleta, 40 dias
de vida. Todas as coletas foram realizadas em granjas diferentes. Nas trés coletas, foram
realizadas o pool das amostras (dois propés por granja) e ap0s esse procedimento, por
meio da diluicdo seriada, as diluicdes de 10" a 10+ foram plaqueadas (Fig. 1).

Dilui¢éo

Semeadura

AVRB + AVRB+C/C

OO OO VOO OV

Replica
plating

AVRB (placa
mestre)

[ |

AVRB+
AVRB+CTX CIPRO AVRB+C/C

Figura 1. Organograma demonstrando as semeaduras realizadas ap6s a diluicdo (10" a 10*) e a
Replica Plating. CTX: Cefotaxima, CIPRO: Ciprofloxacina, C/C: Cefotaxima/Ciprofloxacina.

2.2 Semeadura

Apbs a preparacado da diluicdo seriada, 100L das amostras diluidas, de 10" a 10,
foram semeadas com o auxilio da Drigalski no meio Agar Vermelho Violeta Bile Glicose
(AVRB) (Fig. 2), AVRB contendo cefotaxima (CTX), AVRB contendo ciprofloxacina (CIPRO)
e AVRB contendo cefotaxima e ciprofloxacina (C/C). O meio de cultura AVRB ¢ seletivo e
contém glicose, utilizado para a enumeracao de enterobactérias em produtos alimenticios

(Manual Oxoid). A concentragéo utilizada de cefotaxima e ciprofloxacina foi de 8g/mL. As
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placas foram incubadas por 24h a 37°C. Por fim, foi executado a contagem das placas
e consequentemente, as placas de AVRB com contagem de 30 a 300 coldnias, foram
utilizadas como placa mestre para a replica plating.

Figura 2. Semeadura com o uso da Drigalski no meio Agar Vermelho Violeta Bile Glicose (AVRB).

2.3 Replica Plating

Esta técnica desenvolvida por Lederberg et. al (1952), possibilita a copia de um
padrdao de crescimento de uma placa para outras contendo outros meios. Além disso,
pode determinar a sensibilidade da bactéria aos antibioticos. Para realizar essa técnica, foi
utilizado um carimbo revestido por pano de veludo que foi recortado em quadrado de 20 cm
devidamente autoclavado (Fig. 3). Desse modo, o carimbo foi pressionado levemente por 5
segundos na placa mestre em que o crescimento estava presente (Fig. 4 e 5) e transferido
para as placas que continham cefotaxima, ciprofloxacina e os dois antibiéticos associados.
As placas foram autoclavadas por 24h a 37°C. Apds esse processo, foi executada a
contagem das placas e a comparacao com a placa mestre.
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Figura 4. Semeadura e replica plating: Carimbo e a placa mestre (AVRB) com crescimento microbiano
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Figura 5. Semeadura e replica plating: O carimbo foi pressionado levemente por 5 segundos na placa
mestre que continha o crescimento.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi efetuada a semeadura em AVRB sem antibi6tico para que fosse viavel utiliza-la
como placa mestre na replica plating e comparar os resultados da semeadura direta das
diluicbes com as placas da replica plating. Dessa forma, tanto para a leitura da semeadura
das diluicbes quanto para a placa mestre da replica plating, foram utilizadas as placas
contendo de 30 a 300 colbnias.

Através da replica plating, foi possivel a quantificacdo do numero de isolados sem
antibiético (placa mestre), o numero de isolados resistentes a cefotaxima, ciprofloxacina e
aos dois antibiéticos associados (Fig. 6):
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AVRB + CTX

AVRB + i |PRO

AVRB + C/C

Figura 6. Placas com presenca de crescimento microbiano apds a semeadura por replica plating. Placa
mestre, AVRB + Cefotaxima, AVRB + Ciprofloxacina, AVRB + Cefotaxima/Ciprofloxacina

A seguir, o grafico (Fig. 7) envolvendo os resultados.

Comparacdo entre o nimero de bactérias (log) crescidas por
plagueamento direto da diluicdo e por replica plating

1° coleta * coleta 3° coleta

Log do crescimento bacteriano
[T S R T R T - - -]

Coletas

HAVRE mCTX MBRPCTX Cipro  WRPCipro ECTX+Cipro MRPCTX+Cipro

Figura 7. Grafico comparativo do nimero de bactérias crescidas (log) por plagueamento direto da
diluigéo e por replica plating. CTX: Cefotaxima, RP: Replica plating, Cipro: Ciprofloxacina. Nao existe
diferenca significativa entre os métodos (p-valor=0,1947).

Ao comparar os dados obtidos com o crescimento bacteriano do plaqueamento por

meio das diluicbes em placas suplementadas com antibiético com os da replica plating,
observamos os seguintes resultados: Executando o teste de normalidade de Shapiro-
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Wilk por meio do Software R, notou-se que os dados seguem a distribuicdo normal
(p-valor=0,8009). Logo, foi realizado o teste T de Student para comparar duas amostras
pareadas, comparando os resultados adquiridos na semeadura com os da replica plating.
Com isso, o teste indicou a auséncia de diferencas significativas entre os métodos
(p-valor=0,1947). Concluindo, a semeadura e a replica plating apresentam resultados
semelhantes. Porém, a replica plating apresenta vantagens por ser mais econdmica e

pratica, em comparacao a semeadura.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A padronizacéo da técnica da replica plating € importante para que os laboratorios
relacionados ao agronegoOcio possam utilizar para a quantificacdo de bactérias
multirresistentes, visto que apresentam um método mais pratico e com um menor uso de
placas. Dessa forma, por meio destes experimentos, comprovamos que a técnica da replica
plating pode ser utilizada para a selecdo de bactérias multirresistentes a beta-lactamicos
e quinolonas presentes na producdo aviaria. Além disso, € possivel a contribuicdo para o
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos e ao uso consciente de antimicrobianos,

proporcionando uma maior seguranca e qualidade ao frango brasileiro.
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RESUMO: OBJETIVO: analisar a importancia
da estratificacdao do risco de desenvolver DM2,
como estratégia de prevencao de doencga crénica

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3

no campo da salde coletiva. METODOS: estudo
epidemioldgico, descritivo e analitico, realizado
em 371 pessoas, com idades entre 30 a
69 anos, de ambos 0s sexos, entre agosto/
marco de 2016, em um municipio do Nordeste
brasileiro. Utilizou-se o FINDRISK para coleta
de dados e andlise por estatistica inferencial
e calculo das razbes de prevaléncias ao nivel
de significancia de 5%. RESULTADOS: as
maiores prevaléncias foram: 85,7% nenhum/
baixo/moderado risco de desenvolver DM2
em dez anos; 66,8 % sexo feminino; 59%
idade >45 anos; 72% IMC elevado; 77% CA
aumentada; 54% praticavam atividade fisica;
67% nao comiam verduras/frutas regularmente;
80% nao tomavam anti-hipertensivos; 92% nao
tinham registro de glicose elevada e 52% tinham
familiar com DM. CONCLUSAO: a aplicacéo do
FINDRISK permitiu identificar pessoas com alta
prevaléncia de risco para DM2, principalmente
relacionado aos fatores modificaveis. Portanto, a
estratificacdo se mostra uma tecnologia leve, de
baixo custo, de facil aplicabilidade e efetiva para
a estratificacdo do risco; sendo potencialmente
indutora no planejamento de acdes de prevencgao
e promogéo a saude no &mbito da salude coletiva.
PALAVRAS - CHAVE: Diabetes mellitus; Fatores
de Risco; Promocéo da Saude.

FINDRISK: RISK STRATIFICATION FOR
DIABETES MELLITUS 2 AS PREVENTION
IN THE FIELD OF COLLECTIVE HEALTH
ABSTRACT: OBJECTIVE: to analyze the
importance of stratifying the risk of developing
DM2 as a strategy for prevention in the field
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of public health. METHODS: Epidemiological, descriptive and analytical study, carried out
with 371 people between August / March 2016, in a municipality in the Northeast of Brazil,
aged between 30 and 69 years and both sexes. FINDRISK was used for data collection and
analysis by inferential statistics and calculation of prevalence ratios at a significance level of
5%. RESULTS: the highest prevalences were: 85.7% none / low / moderate risk of developing
DM2 in ten years; 66.8% female; 59% age> 45 years; 72% high BMI; 77% increased AC;
54% practiced physical activity; 67% did not eat vegetables / fruits regularly; 80% did not take
antihypertensive drugs; 92% had no record of high glucose and 52% had a family member
with DM. CONCLUSION: the application of FINDRISK allowed the identification of people with
a high prevalence of risk for DM2, mainly in the modifiable factors. Therefore, stratification
proves to be a light, low-cost, easy-to-apply and effective technology for stratifying risk and
potentially inducing prevention and health promotion actions in public health, according to the
level of severity.

KEYWORDS: Diabetes mellitus; Risk factors; Health promotion.

INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é o termo que descreve uma desordem metabdlica de
etiologia multipla, caracterizada por hiperglicemia crénica e disturbios no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas resultantes de defeitos na secre¢éo de insulina, na acéo
da insulina ou em ambos'2. O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais presente
destas manifestacdes, atingindo mais de 90% dos casos, e caracteriza-se por defeitos tanto
na acéo quanto na secrecdo de insulina. Desenvolve-se geralmente em adultos e tem sido
relacionada a obesidade, inatividade fisica e habitos alimentares ndo saudaveis?. E uma
condicdo cronica, considerada importante problema de saude publica, cuja prevaléncia
esta também relacionada a idade, ao sedentarismo e ao estresse da vida urbana*.

No final da década de 80, dados sobre prevaléncia de DM, representativos da
populacédo residente em nove capitais brasileiras, indicaram que em média, 7,6% dos
brasileiros entre 30 a 69 anos de idade apresentaram DM e que a incidéncia em ambos os
sexos aumentava com a idade e a adiposidade corporal. Esses dados revelaram as maiores
taxas para as cidades de Sao Paulo e Porto Alegre, sugerindo o papel da urbanizacao e da
industrializacdo como agentes determinantes na patogénese do DM2 no Brasil®.

Frente aessaproblematica, percebe-se anecessidade darealizagdo de agdes efetivas
de prevencéo as doengas e promog¢ao da saude, tais como estratégias de monitoramento
da prevaléncia dos fatores de risco, especialmente os de natureza comportamental, que
permitem a implementacéo de agdes com menor custo e maior efetividade®.

Modificagdes de estilo de vida ou intervengéo farmacéutica tem sido demonstradas
em ensaios clinicos randomizados na China, Estados Unidos, india e paises da Organizacéao
para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico, como medidas de prevencdo de
DM2. Entretanto, como, forma de reduzir custos, os programas de intervengéo séo dirigidos
a individuos com alto risco para DM2 7.
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Nesse sentido, a estratificagcdo de risco para prever DM2 tem sido desenvolvida a
partir da observagédo de fatores cladssicos como idade, sexo, obesidade, metabolismo e
estilo de vida, histéria familiar de diabetes e etnia. Desse modo, ap6s a identificacdo da
etiologia, dos fatores e estratificag@o do risco para DM2, torna-se possivel intervir de forma

sistematizada e individualizada nos fatores passiveis de mudanca®.
Entretanto, observa-se que a estratificacdo com escores de risco para prever o

aparecimento do DM2, ainda n&o é utilizada com frequéncia na saude publica, embora seja
o melhor recurso aplicavel no ambito da saude coletiva, haja vista ser uma tecnologia de o
baixo custo, que aplicada antes do rastreamento laboratorial com as dosagens de glicemia
de jejum, Teste Oral de Tolerancia a Glicose ou Teste de Hemoglobina Glicada, possibilita
0 uso racional dos testes laboratoriais®.

Buscando reorganizar a rede de Atencdo Baésica, a Politica Nacional da Atencao
Bésica (PNAB) surge com propostas de mudanca do modelo de atencado e de reorientacao
das préaticas de salude no ambito individual e coletivo'® e apresenta como uma das
atribui¢cdes a atencao integral por areas estratégicas, dentre as quais estao, a promocéo da

salde e o controle do diabetes mellitus.
Nesse sentido, as acdes de promocdo a saude voltadas para essas areas sao

estabelecidas através de processos de trabalho, que se concretizam em espagos sociais.

A abordagem direcionada a adocao de alimentacdo saudavel e pratica de atividade fisica
torna-se imprescindivel, tendo em vista que as evidéncias cientificas demonstram que
estes fatores estdo envolvidos com o desenvolvimento de obesidade, DM2, doencas

cardiovasculares, além de cancer, doengas da cavidade bucal e osteoporose™.
Transpondo-se para o contexto da Atencdo Primaria a Saude (APS), percebe-se que

as acdes preventivas em individuos com alto risco de desenvolver diabetes séo incipientes
ou ocorrem de maneira individualizada. Na maioria das vezes, a abordagem individualizada
se restringe ao atendimento no consultério, onde se faz uso de terapéutica medicamentosa,
limitando-se, portanto, ao atendimento dos individuos com diagnéstico prévio de diabetes.
Fato, que sinaliza a necessidade de reavaliacéo das praticas profissionais no ambito da

Atencao Basica.
A tecnologia da estratificacdo de risco surge portanto, como parte dos

macroprocessos basicos preconizados para o trabalho no ambito da APS, possibilitando
identificar as gradacdes de risco, priorizar situagées de maior urgéncia e evitar ou postergar

0 aparecimento de doencgas'" 12,
Entende-se a relevancia social deste estudo quando se busca analisar a

estratificacéo do risco de DM2 como subsidio de a¢des de promog¢ao a saude e prevencao
a doenca, baseadas na equidade e na priorizacao, favorecendo o estimulo para mudancgas
no estilo de vida. Sob outro prisma, sua importancia académica e profissional emerge
quando evidencia que trabalhar de forma preventiva € uma agdo complexa que permeia a
atencao intersetorial e multidisciplinar, indicando formas de agbes com menos custo e mais

eficiéncia.
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O objetivo desta pesquisa é analisar a importancia da estratificacdo do risco de
desenvolver DM2 como estratégia para preveng@o no campo da saude coletiva.

METODOS

Estudo epidemiolégico, quantitativo com abordagem descritiva e analitica, realizado
no Distrito de Dourados, municipio de Horizonte — Ceara, no periodo de agosto de 2015 a
marco de 2016, uma com uma populagédo de 30 a 69 anos de idade de ambos o0s sexos.

O municipio de Horizonte esta localizado na Regido Metropolitana de Fortaleza a
40,1 km da capital cearense. Possui 20 equipes da Estratégia de Saude da Familia, sendo
19 na sede e 04 na zona rural do municipio. Possui uma area geografica de 191,9 km?
dividida em quatro distritos: Aningas, Dourados, Queimadas e Sede13. Com mais de 54 mil
habitantes, a cidade ocupa a 82 colocacao no grupo de municipios mais populosos da Regido
Metropolitana de Fortaleza e seu crescente desenvolvimento populacional é consequéncia
da qualidade de poélo industrial atribuido a cidade™. O municipio contabiliza 1.950 pessoas
com DM2 cadastradas nessas equipes, destas, 1.582 (81 %) sdo acompanhadas com
frequéncia mensal™. Dourados faz parte da zona rural e é assistida por uma equipe
de Saude da Familia, pela Equipe Multiprofissional de Assisténcia Domiciliar, além dos
profissionais que compdem o Nucleo de Apoio a Saude da Familia, a Residéncia Integrada
em Saude e a Academia da Saude.

Segundo dados do IBGE (2010), o municipio de Horizonte tem uma populacédo de
aproximadamente 18 mil familias num total de quase 56 mil pessoas, destas, estimam-se,
de acordo com a faixa etéria estabelecida para este estudo, 30 a 69 anos, um quantitativo
de 27.560 pessoas, que corresponde a 40,5% da populacdo para ambos os sexos. Dados
do Sistema de Informacgéo da Atengéo Basica - SIAB' mostram que a populag¢éo do distrito
de Dourados possui 1.578 familias com aproximadamente 5.272 pessoas. Escolheu-se
o Distrito de Dourados por ser a area com maior niumero de familias cadastradas; possui
a terceira maior populacdo na faixa etaria de 30 a 69 anos de idade, 1.420 pessoas; e 0
segundo maior nUmero de pessoas com DM cadastradas por Unidade Basica de Saude'®.

ApOs realizacdo do célculo de 40,5% do numero de pessoas do distrito, o resultado
foi de 2.109 pessoas para fins dos célculos amostrais.

A amostra do estudo foi calculada a partir da férmula indicada para o calculo em
estudos transversais de populagéo finita'®, considerando-se um coeficiente de confianga
de 95%, erro amostral de 5% e a prevaléncia dos fatores de risco para DM2 de 50%
(p=50% q=50%). Esse valor proporciona o tamanho maximo de amostra que foi de 325
usuarios, acrescido de 10% para evitar as possiveis perdas e/ou desisténcias, resultando
em uma amostra final de 358 participantes. Porém, alguns ACS, obedecendo a quantidade
de pessoas na faixa etaria das familias, aplicaram mais 21 questionarios totalizando 371
participantes.
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A escolha das pessoas a submeter-se a pesquisa foi feita a partir das Fichas “A”
pois sdo formulérios que dao estrutura ao trabalho das equipes da Atengcéo Basica com o
intuito de produzir dados para a composi¢cao do SIAB e sé&o utilizadas para cadastrar as
familias, fazer o acompanhamento dos usuarios em domicilio e registrar as atividades,
procedimentos e notificacdes das pessoas em suas areas adscritas nos territérios. Desta
forma, houve facilidade em se eleger as que nasceram entre 1985 e 1946 (30 a 69 anos
de idade) a partir da leitura de seus prontuarios familiares. Os nimeros dos prontuarios
das nove microdreas com pessoas inclusas na faixa etaria em estudo foram digitados
no Statistical Package for the Social Sciences (SSPS), versdo 18.0, onde se utilizou a
aleatorizagcé@o para se eleger os participantes, por domicilio, obedecendo aos critérios de
incluséo: ter idade entre 30 e 69 anos de idade e estar em seu domicilio no momento da
pesquisa e de excluséo: ter diagnostico prévio de diabetes tipo 1 ou 2 e/ou possuir alguma
condigcéo crénica como gestantes, incapacidades fisicas, pessoas acamadas entre outras,
que pudesse interferir diretamente nas medi¢cdes antropométricas.

Nos casos em que os participantes escolhidos se recusaram a responder o
questionario ou ndo estavam em sua residéncia no momento da visita do ACS, foram
buscados novos participantes, até que se atingisse o0 nUmero da amostra final.

Para coletar os dados, utilizou-se o Finnish Diabetes Risk Score — FINDRISK,
questionario finlandés de escore de risco, amplamente divulgado pela internet, que pode
ser acessado e respondido por qualquer pessoa, sendo emitida, ao final, a pontuagéo
resultante e o risco de desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2 em 10 anos™. Trata-
se de uma ferramenta de triagem pratica para estimar o risco de DM2 e a probabilidade
do diabetes assintomatico sem a necessidade de testes de laboratorio. Validado
pelo Departamento de Saude Publica da Universidade de Helsinki, na Finlandia, esse
questionario mostrou sensibilidade de 81% e especificidade de 76%'” para a populacéo
daquele pais. No Brasil, este questionario vem sendo utilizado em pesquisas realizadas
por diferentes areas da saude, como doencas cardiovasculares, obesidade e metabdlicas,
por ser um instrumento de facil calculo e de baixo custo'®, no qual as variaveis investigadas
sé@o consideradas universais para a tematica em estudo, sendo, portanto, adequado para
pesquisas em variados cendrios, independente do pais no qual reside a populag¢édo a ser
investigada. O FINDRISK é composto por oito itens que englobam informacdes quanto a
idade, presséao arterial, indice de massa corporal (IMC), circunferéncia da cintura, atividade
fisica, dieta, uso de medicacéo anti-hipertensiva, historia de glicose no sangue elevada e
historia familiar de diabetes.

O Risco para desenvolver DM 2 em dez anos segundo o FINDRISK obedece os
seguintes escores padronizados: < 7 pontos - risco baixo, isto estima que 1 a cada 100
pessoas desenvolvera a doenga; de 7 a 11 pontos - risco pouco elevado, com estimativa
de 1 em cada 25 pessoas desenvolvera a doenca; de 12 a 14 - risco moderado, ou seja,
1 em cada 6 pessoas desenvolvera a doenca; de 15 a 20 pontos - risco alto, estima que
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1 a cada 3 pessoas desenvolvera a doenga; e, > 20 pontos, risco muito alto, 1 em cada 2
pessoas desenvolvera a doenga.

Para mensurar o peso, altura e circunferéncia abdominal dos participantes foram
utilizadas balancgas digitais portateis da marca Your Way, com capacidade de 180 kg e
precisao de 0,1 kg, e fitas métricas inelasticas da marca NYBC, com comprimento de 150
cm.

Para a realizacdo dos procedimentos antropométricos foi construido um Protocolo
de Operacéo Padrdo — POP baseado no Manual de Antropometria do IBGE™.

Os demais dados foram coletados mediante entrevista com os participantes da
pesquisa e tabulados com dupla digitacdo em planilha do programa Microsoft Excel® e
exportados ao software SPSS, versédo 18.0, para processamento dos dados e analisados
de forma descritiva, utilizando-se as frequéncias absolutas e percentuais.

Esta pesquisa abordou como variavel desfecho: Risco de Desenvolver DM2 em
10 anos: Nenhum/Baixo/Moderado (<15) e Alto/Muito Alto (=15). As variaveis explicativas
foram distribuidas em: sociodemograficas: sexo (masculino e feminino) e idade (=45
anos); estilo de vida: atividade fisica (pelo menos 30 minutos ao dia) e ingestédo de frutas
e verduras (consumo diario); e clinicas: peso e altura (utilizados para calcular o IMC); IMC
normal (<25Kg/m?) e sobrepeso/obesidade (=25Kg/m?); circunferéncia abdominal: normal
(mulheres <80cm e homens <94cm), risco aumentado ou muito aumentado (mulheres >88cm
e homens 102cm); uso de medicacao anti-hipertensiva: medido a partir da informacgéo sobre
0 uso ou ndo de medicamentos anti-hipertensivos; histéria de glicose alterada: medida a
partir da informacao da existéncia ou nao de elevacédo de niveis glicémicos sanguineos; e
histéria familiar de DM: medida a partir da informacao sobre a existéncia ou nao de familiar
com diagnéstico de Diabetes mellitus tipo 1 ou tipo 2.

Para comparacéo das caracteristicas associadas ao desfecho, foi utilizada a
estatistica inferencial, com o célculo das razdes de prevaléncias (RP), utilizando-se a
regressao de Poisson ao nivel de significancia de 5%.

A Pesquisa considerou os preceitos éticos estabelecidos pela Resolugao n° 466,
de 12 de dezembro de 2012° que versa sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Estadual do Ceard — UECE, sob parecer n° 1.206.470. Os
participantes foram esclarecidos quanto aos objetivos e a forma de conducéo da pesquisa;
e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, em duas vias, onde
declaram estarem cientes da finalidade da pesquisa e autorizaram o uso das informagbes

prestadas para fins cientificos.

RESULTADOS
Nesta pesquisa, participaram 371 pessoas moradoras da localidade de Dourados
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situado no Municipio de Horizonte - Ceara, na faixa etaria de 30 e 69 anos.

A estratificacdo do risco de desenvolver DM2 utilizando o FINDRISK foi facil e de

baixo custo. Os agentes comunitarios de saude participaram da coleta de dados de forma

precisa ap0s a utilizacao do POP.

Entre as prevaléncias encontradas, a maioria foi: 318 (85,7%) para nenhum/baixo/

moderado risco de desenvolver DM2 em dez anos; 248 (66,8 %) do sexo feminino; 218
(59%) tinham idade acima de 45 anos, com média de 44,4 anos (dp+9,7); 267 (72%) IMC
elevado; 284 (77%) circunferéncia abdominal aumentada; 202 (54%) praticavam atividade

fisica; 250 (67%) ndo comiam verduras e/ou frutas regularmente; 297 (80%) ndao tomavam

medicamentos anti-hipertensivos; 342 (92%) nao tinham registro de glicose elevada e 194

(52%) tinham familiar com de DM tipo 1 ou tipo 2 (Tabela 1).

VARIAVEIS f %
Risco para DM2

<15 318 85,7

=15 53 14,3
Sexo

Masculino 123 33,2

Feminino 248 66,8
Idade = 45 anos

Sim 218 59,0

Nao 153 41,0
indice de Massa Corpérea

Normal 101 27,0

Sobrepeso 153 42,0

Obesidade 117 31,0
Circunferéncia Abdominal

Normal 79 22,0

Risco Aumentado 78 21,0

Risco Muito Aumentado 214 57,0
Pratica atividade fisica

Sim 201 54,0

Nao 170 46,0
Come frutas/verduras diariamente

Sim 122 33,0

Nao 249 67,0
Toma anti-hipertensivos

Sim 74 20,0

Nao 297 80,0
Historia de glicose alterada

Sim 29 8,0
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Nao 342 92,0
Historia familiar de DM2

Sim 194 52,0

Nao 177 48,0

Tabela 1. Caracterizagéo dos participantes segundo o risco e as variaveis sociodemograficas, estilo de
vida e clinicas. Horizonte, Ceara, 2015.

Fonte: Propria pesquisa.

Realizaram-se associagdes entre o risco de desenvolver DM2 em dez anos e as
variaveis sociodemogréficas, clinicas e estilo de vida (Tabela 2).

CLASSIFICACAO DO RISCO DE DM2

Alto/ Nenhum
VARIAVEIS Muito Alto  Baixo/Moderado
Total f % f % P

Sexo

Feminino 248 45 18,1 203 81,9

Masculino 123 09 7.3 114 92,7 0,005
Idade > 45 anos

Sim 218 35 229 118 77.1

Nio 153 19 8,7 199 91,3 < 0,001
IMC

Normal < 30 251 22 8.8 229 91,2 <0.001

Obesidade > 30 120 32 26,7 88 733 ’
Circunferéncia Abdominal

Aumentado 292 53 18,2 239 81,8

. < 0,001

Nio Aumentado 79 01 1,3 78 98,7
Pratica atividade fisica

Sim 201 25 12,4 176 87.6

Nio 170 29 17,1 141 82,9 0,209
Come frutas/verduras diariamente

Todo dia 122 16 13,1 106 86,9

Nio todo dia 249 38 153 211 847 0,582
Toma anti-hipertensivos

Slfn 74 32 432 42 56,8 <0,001

Nio 297 22 7,4 275 92,6
Histéria de glicose alterada

51?1 29 17 586 12 414 0,001

Nio 342 37 10,8 305 89,2
Historia familiar de DM2

Sim 194 51 26,3 143 73,7 <0,001

Nao 177 03 1,7 174 98,3

Tabela 2. Associagéo entre o risco de desenvolver DM2 em dez anos e as variaveis sociodemograficas,
clinicas e estilo de vida. Horizonte, Cearéa, 2015.

Fonte: Propria pesquisa.
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Em relac&o aos participantes que apresentaram risco Alto/Muito Alto em desenvolver
DM2 em dez anos verificou-se que a pluralidade foi: sexo feminino 45 (18,1%); idade
>45 anos, 35 (22,9%); apresentavam obesidade (IMC =30), 32 (26,7%); circunferéncia
abdominal aumentada, 53 (18,2%); nao praticavam atividade fisica, 29 (17,1%); nao
comiam frutas/verduras diariamente, 38 (15,3%); tomavam anti-hipertensivos, 32 (43,2%);
nao tinham histéria de glicose alterada, 37 (10,8%) e tinham histéria familiar de DM2, 51
(26,3%).

DISCUSSAO

O alto risco para desenvolver DM2 pressupde condi¢cdes em que o individuo esta
abaixo do nivel de pré-diabetes (situagcdo em que a glicose sanguinea esta acima dos
valores de referéncia normais, mas ainda sem diagnéstico de diabetes). Desta forma
pessoas com alto risco para DM2 correm mais risco do aparecimento da doenca®. Para
estes casos, recomenda-se que seja feito rastreamento com o objetivo de conhecer a
histéria pregressa da pessoa; realizar o exame fisico, incluindo a verificagdo de pressao
arterial, de dados antropométricos (peso, altura e circunferéncia abdominal) e do calculo
do IMC; identificar os fatores de risco para DM; avaliar as condi¢cdes de saude e solicitar
0s exames laboratoriais necessarios que possam contribuir para o diagnéstico e decisao
terapéutica ou preventiva®'.

Em relagéo a variavel sexo, este estudo mostra que a maioria foi do sexo feminino
e o risco de desenvolver DM2 em dez anos foi alto/muito alto. Estes dados assemelharam-
se as fontes encontradas na literatura®?®. Em contraposicdo a estas fontes, outros
autores apontam para a maioria era do sexo masculino'. Em outro estudo evidenciou-
se uma paridade aproximada entre os sexos??. Nao existe, ainda, consenso, nos estudos
pesquisados, de prevaléncia em relagédo ao sexo para DM2.

A explicacao para os achados majoritarios para o sexo feminino, foram evidenciados
em pesquisas, sugerindo que a participacdo destas nas pesquisas se da pelo fato de serem
mais preocupadas com a salde do que os homens?.

Dentre os participantes desta pesquisa, 14,3% apresentaram risco alto e muito alto
risco para desenvolver DM2 nos proximos 10 anos. Estes resultados séo diferentes dos
encontrados em outros estudos realizados no mundo inteiro, conforme citagcéo na literatura:
Espanha (19,5%)2*; Portugal (12,8%)2%; Cuba (10,5%)% e Noruega (28,5%)?".

No Brasil, foram encontradas prevaléncias em Colantina - ES (27%)?” sendo a menor
prevaléncia encontrada no municipio de Tubarédo - SC (3,8%)%.

No Nordeste, encontraram-se estudos em Campina Grande — PB?°; Picos — PIZ;
contudo, estas pesquisas néo relataram o alto risco para DM2.

No Cear4, identificou-se estudo semelhante, (11,7%) no municipio de ltapipoca.
Em Fortaleza pesquisadores determinaram a frequéncia dos fatores de risco, porém nao
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determinaram a prevaléncia em alto/muito alto risco em desenvolver DM2 em dez anos?*%.

Diante dos valores encontrados nesta pesquisa, presume-se ndo existir um
percentual determinado para se calcular o risco alto/muito alto para desenvolver DM2 em
dez anos, estando esse valor diretamente relacionado a populacéo estudada e seus fatores
de risco pesquisados.

Verificando-se a existéncia de associacédo entre o risco de desenvolver DM2 em
dez anos e as variaveis sociodemograficas e clinicas, observou-se significancia estatistica
(p<0,05), sugerindo que estes fatores estdo presentes em pessoas com alto/muito alto
risco para DM2.

Em outros estudos foi evidenciado que a probabilidade de apresentar diabetes
ou um estado intermediario de glicemia alterada dependendo da presenca de fatores
de risco’. Também foi encontrada significancia estatistica, nas mesmas variaveis, em
estudos realizados em Campina Grande?, Itapipoca e Fortaleza'®. Outros autores também
investigaram os mesmos fatores de risco pra DM2, evidenciando suas prevaléncias e
significancia estatistica?'.

Em relacdo as variaveis clinicas antropométricas, os valores de IMC indicam que
a maior parte dos entrevistados esta com sobrepeso e obesidade, enquanto os valores
da circunferéncia Abdominal mostraram que a maioria dos entrevistados apresentou risco
muito aumentado para doengas metabdlicas como obesidade, diabetes, hipertensdo e
infarto.

A elevada prevaléncia de individuos com DM acima do peso e/ou com predominio de
circunferéncia abdominal aumentada foram encontradas em pesquisas epidemiologicas*.

Desta forma, percebe-se que existe uma associagdo entre a atividade fisica e a
alimentagéo que interfere nas medidas antropométricas e, consequentemente, nos riscos
de desenvolver DM2.

Os resultados apontaram para a importancia de se utilizar a estratificacéo de risco
por meio de instrumentos para nortear as acgdes preventivas e de promogao da saude no
ambito da APS, pois desta forma permite-se a participacdo direta das pessoas, envolvendo-
as no empoderamento pelo acesso a educacéo e informagao sobre seu estado de saude®'.

Evidenciou-se, ainda, a viabilidade de obter-se a estratificacdo do risco de
desenvolver DM2 utilizando o questionario FINDRISK, por ser um instrumento pratico, de
baixo custo, sem necessidade de exames laboratoriais e de facil utilizacao por profissionais
no ambito da ateng¢do primaria em sadde, constituindo uma tecnologia leve e Util na praxis
do trabalho em saude, possibilitando a equipe de saude desenvolver medidas de promog¢ao
de saude a partir da quantificag@o e do agrupamento das pessoas pelo risco de desenvolver
a doenca.
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CONCLUSOES

O estudo foi realizado no cenario da Estratégia de Saude da Familia, utilizando-se
como ferramenta de investigacdo o questionario FINDRISK, que possibilitou evidenciar, na
populacgao investigada, alta prevaléncia de fatores de risco ndo modificaveis: sexo feminino,
idade = 45anos e historia familiar com DM tipo 1 ou tipo 2; e fatores de risco modificaveis
para DM2: obesidade central, sobrepeso/obesidade e alimentacao inadequada.

Percebeu-se que o estilo de vida interfere nos fatores de risco modificaveis,
elevando os escores para o diabetes tipo 2. O IMC, a medida da circunferéncia abdominal e
a alimentacéo inadequada foram os achados mais significativos na amostra, que impactam
negativamente, contribuindo para o aparecimento da doenga e suas co-morbidades,
podendo acarretar distarbios emocionais e alto custo financeiro a sociedade.

Ao final, estratificou-se o risco para DM2 na populacgdo, observando-se que, exceto
um participante, todos apresentaram algum risco em desenvolver DM2, embora a maioria
tenha evidenciado risco baixo/moderado.

Contudo, percebe-se que a dificuldade em desenvolver agbes de prevengéo e
promogao da saude, permeia pela desordem no atendimento ainda pautado na doenca,
na divisdo da demanda. Em contraponto a estratificagdo de risco ordena a assisténcia
classificando e agrupando as pessoas pela necessidade imediata e tardia de cuidados,
permitindo o desenvolvimento de atividades individuais e grupais, pois permite identificar a
quantidade e as pessoas que apresentam risco para desenvolver doengas a fim de prevenir
ou postergar o aparecimento de DM2 nas comunidades adscritas.

Espera-se que este estudo possa contribuir para adocédo de medidas preventivas
e de promocao da saude por meio de planos terapéuticos individualizados ou coletivos
com foco na clientela de maior risco, acompanhados por equipes multiprofissionais que
possibilitem a conscientizagdo sobre os fatores de risco, mudanca no estilo de vida e
habitos saudaveis.

Portanto, sente-se a necessidade de realizar a estratificagcéo de risco no cotidiano
das equipes de saude da familia, evidenciando a identificagcdo de precoce do risco em
nivel primario ou secundario, possibilitando planejar e desenvolver a¢des direcionadas a
promocao e prevencao da saude.

E necessario, entretanto, que os profissionais de salide estejam capacitados para
implantar em seus servigos as estratificacdes adequadas para as doencgas cronicas, a fim
de ndo apenas quantificar a frequéncia dos fatores de risco, mas implementarem medidas

preventivas das condicées que possuem alta morbimortalidade.
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RESUMO: A Athene cunicularia, conhecida
como coruja buraqueira é uma das corujas mais
comuns no Brasil, destacam-se pela proximidade
com o homem e adaptacdo ao meio urbano.
Esta espécie apresenta habituacdo a presenca
de humanos perto de seus ninhos, dependendo
do grau de perturbacéo de seu ambiente. Diante
disso, o trabalho tem como objetivo descrever o
habitat, comportamentos e habitos das corujas
buraqueiras a partir de um levantamento
bibliografico dos ultimos 10 anos tendo com
plataforma de pesquisa revistas cientificas
através do Google Académico, SCIELO e Lilacs.
Entre os cuidados parentais, 0 comportamento
dos casais de corujas buraqueiras € influenciado
pela variacéo do clima durante o dia. A condi¢do
tempo, no caso no periodo onde ocorrem mais
ventos é preferencialmente o0 momento que os
filhotes planam no ar. A caracteristica docil da
coruja buraqueira acaba prejudicando um pouco
a espécie por conta dos locais onde elas fazem

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3

os ninhos. Adultos e filhotes sdo facilmente
encontrados em frente ao ninho ou pousados em
postes e montes de terra préximos do seu abrigo.
Atoca € umimportante artificio na vida das corujas
buraqueiras, sendo usado para nidificagao,
refugio contra inimigos, armazenamento de
alimento e prote¢do. A importancia de seu
modo de vida esta relacionada a manutencéo
do ecossistema local, assim como controle da
cadeia alimentar beneficiando outras espécies,
incluindo o homem.

PALAVRAS - CHAVE: Albinismo, Cuidado
Parental, representagdes Socioculturais, habitos
noturnos, Cadeia Ecologica.

BEHAVIOR AND HABITS OF
BURROWING OWL ATHENE
CUNICULARIA: COMPILATION OF
BIBLIOGRAPHIC PRODUCTION

ABSTRACT: The Athene cunicularia, known as
burrowing owl is one of the most common owls
in Brazil, it out stands for the proximity with man
and adaptation to the urban environment. This
species presents habituation in the presence
of humans near their nests, depending on the
degree o disturbance of their environment.
The aim of this task is to describe the habitat,
behaviors and habits of Athene cunicularia owls,
based on a bibliographical survey of the last
10 years, with research platform and scientific
journals through Google Scholar, SCIELO and
Lilacs. Among parental care, the behavior of
couples of Athene cunicularia owls is influenced
by the variation of the climate during the day. The
time condition, in this case in the period where
there is more wind,this is the moment where the
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young owls glides in the air. The docile characteristic of the Athene cunicularia owls ends up
harming the species a little because of the places where they make their nests. Adults and
young owls are easily found in front of the nest or perched on poles and heaps of land near
their burrows. The burrow is an important artifice in the life of Athene cunicularia owls, being
used for nesting, refuge against enemies, food storage and protection. The importance of their
way of life is related to the maintenance of the local ecosystem, as well as control of the food
chain benefiting other species, including man.

KEYWORDS: Albinism, Parental Care, social-cultural representations, nocturnal habits,
Ecological Chain.

11 INTRODUGAO

A coruja-buraqueira & a coruja mais conhecida e abundante do Brasil. Pode ser
encontrada em qualquer area aberta ou semi-aberta, como campos naturais, restinga
em praias, pastagens, gramados e terrenos baldios em areas urbanas. Possuem habitos
diurnos e noturnos. Como seu proprio nome diz, € uma espécie terricola cavam os seus
préprios ou reformam ninhos abandonados por outros animais. Por isso, € comum encontrar
adultos e filhotes em cima de montes de terra, cercas, fios e postes, ou no solo proximos
aos ninhos. Elas cacam artrépodes, pequenos roedores, repteis e aves (BASTIAN, 2008;
MENQ, 2018).

Acoruja se alimenta principalmente de insetos (besouros, libélulas, grilos, mariposas),
aranhas e outros invertebrados. Em menor frequéncia caga roedores, morcegos, répteis e
anfibios. Um casal de corujas buraqueiras consome de 12.300 a 26.200 de insetos, e de
540 a 1.100 roedores por ano. Essa espécie de coruja é basicamente insetivora em relagéo
a quantidade de presas consumidas, mas em relacdo a biomassa pode ser considerada
como predadora de pequenos roedores. (MENQ, 2018).

Dispdem de uma excelente audicdo e boa viséo para localizar suas presas pode virar
a cabeca em angulo de até 270°, compensando assim o estreito campo visual oferecido
pelos olhos em disposicao frontal (SIGRIST, 2013). Esta espécie possui plumagem cor de
terra, as vezes, avermelhado dependendo do local onde a coruja esta fazendo o seu ninho,
pesando de 145 a 185 g e medindo cerca de 30 cm (SICK, 1997).

A coruja buraqueira fémea coloca de 6 a 11 ovos, com periodo de incubagéo de 28-30
dias. Afémea é responsavel pela incubagéo, enquanto o macho pela entrega de alimento ao
ninho. Estas consistem em um tanel que termina em uma camara de ovipostura, geralmente
forrada de capim, esterco ou mesmo restos de papel e outros residuos encontrados em
ambiente urbano. Os filhotes comecam a se aventurar para fora do ninho com 14 dias de
vida, normalmente ficam na entrada do buraco aguardando os adultos. Ja com 44 dias de
vida, os filhotes saem do ninho, e com 49-56 dias aprendem a cagar (MENQ, 2018).

O presente trabalho € um levantamento bibliografico que visa descrever o habitat,
comportamentos e habitos das corujas buraqueiras (Athene cunicularia) a partir de estudos
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realizados entre 2008 a 2018.

21 METODOLOGIA

Este estudo constitui em uma revisdo bibliografica sobre as corujas buraqueiras
(Athene cunicularia), tendo com plataforma de pesquisa o Google Académico, SCIELO e
revista cientificas, utilizando as palavras chave: comportamento das corujas buraqueiras,
riqueza e abundancia das corujas buraqueiras, Athene cunicularia copro necréfagos,
importancia ecoldgica da coruja buraqueira, coruja buraqueira e Athene cunicularia.

Durante a pesquisa foram encontrados alguns artigos cientificos, utilizando como
critério de inclusdo o periodo de 2008 a 2018. Foram selecionados esses artigos por se

referir- se ao modo que as corujas buraqueiras se comporta em qualquer ambiente.

31 REFERENCIAL TEORICO

Nas escolas durante as aulas de ciéncias e biologia os professores poderiam
ensinas os alunos a comecarem a preservar o0 meio ambiente e cuidar dos locais onde
sdo encontrados esses animais, incluindo os ninhos das corujas buraqueiras para que
0 ecossistema seja preservado e assim a manutencdo do meio ambiente e da cadeia
alimentar seja controlado (SANTOS et al., 2017).

Segundo Gomes, Barreiros & Santana (2013), perceberam que esta tendo registros
de Athene cunicularia na regido central do estado do Amazonas por conta do desmatamento
desenfreado que vem acontecendo nessa regido, por conta de areas de pastagens e
terrenos para a agricultura. As corujas buraqueiras ndo séo comuns em areas de florestas,
elas sdo mais vistas em areas onde nao tem muita concentracado de florestas. Até entdo ndo
tinha registros dessas corujas no estado do Amazonas, entre 2010 e 2012 comegaram a
aparecer algumas familias de A. cunicularia em alguns pontos da regido central do estado
do Amazonas.

Perillo e colaboradores (2012) e Scobiel, Baynel, Wellicome (2014), as A. cunicularia
(coruja buraqueira) escolhem para fazem os ninhos, que séo locais bastante movimentos de
pessoas, como campus de Universidades, areas de pastos, terrenos abandonos, terrenos
para a agricultura, aeroportos e locais proximos as estradas, sao esses locais que o seres
humanos devirdo tomar cuidado para proteger os locais onde as corujas buraqueiras
escolhem para fazerem os ninhos e geralmente esses ninhos sé@o protegidos por 6rgéaos
ambientais para que a populag¢do ndo destrua.

Segundo Rodrigues e Dantas (2008) as Athene cunicularia apresentam uma
excelente visdo tanto diurna quanto crepuscular. Esses pesquisadores chegaram a essas
respostas pelo teste que realizaram usando uma luz aplicada de cor branca onde foram
usadas sete corujas e nenhuma delas apresentaram alguma diferenca. O teste foi realizado
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para testar o estimulo fotdpico e escotopico, esses estimulos foram executados apés 20
minutos de adaptag¢é@o ao escuro e 10 minutos de adaptacado ao claro, e durante todos os
testes as sete corujas ndo apresentou alguma diferenca em suas visbes, ambas as corujas
conseguiram se adaptarem com as mudancas de claridade do ambiente.

As andlises realizadas em diversos estudos através de tratamentos com egagropilas,
revelaram que as corujas buraqueiras se alimentam principalmente de folhas, gravetos,
sementes, pequenos mamiferos, aves de pequeno porte, artropodes, coledpteros, ortoptero,
diplépodes e alguns artrépodes néo identificados de acordo com Santos e colaboradores
(2017), Faudez e colaboradores (2018) e Martinez & Junior (2018), estes corroboram com
Menezes & Ludwig (2013), Bastian e colaboradores (2008), Menezes & Maira (2017),
Gomez e colaboradores (2009), onde relatam que estas pelotas que as corujas regurgitam
séo os restos dor alimentos que ndo sao digeridos no estomago delas.

Esses alimentos séo os invertebrados (Coledpteros, Orthoptera, a classe Diplépode
da ordem Polydesesmida e Artropodes néo identificados), Vertebrados (alguns mamiferos,
aves de pequeno porte e 0ssos de vertebrados néo identificados) também teve frequéncia
de vegetais como folhas e sementes e de alguns minerais que ajudam na digestao das aves,
onde mostravam a porcentagem de cada alimento que elas comem (MENEZES & LUDWIG,
2013).

Durante os estudos foram mostrados que as corujas buraqueiras tinham uma alta
frequéncia de artropodes na sua dieta. A dieta dessas corujas sdo baseadas em 100%
de artropodes, 96,0% de coleopteros, 93,3% de ortopteros, 13,3% de diplépodes, 6,6%
de artrépodes néo identificados sdo os invertebrados que as corujas consomem ja de
vertebrados séo de 42,6%, de mamiferos 33,3%, aves 2,6% e vertebrados néo identificados
sé@o de 6,6% ja de minerais sdo de 1,3% e vegetais sdo de 56,0%, 0os minerais que foram
encontrados nas pelotas sdo para ajudar na digestdo das alimentacbes que as corujas
consomem (MENEZES & LUDWIG, 2013).

Segundo Santos e colaboradores (2012), realizaram um estudo anatomo-topografico
do tubo digestorio das espécies Athene cunicularia (Strigiformes, Strigidae) e Tyto alba
(Strigiformes, Tynonidae), para realizarem essa pesquisa foram doadas as duas espécies
das corujas para analisar a anatomia de cada tubo digestério das corujas, onde mostra
cada canal por onde a alimentacdo que essas corujas consomem passam, durante 0s
estudos perceberam que ndo tinham muitas diferencas entre os tubos digestérios da
Athene cunicularia e da Tyto alba onde teve poucas variagdes topograficas.

Froese (2016) durante as pesquisas foram estudos dois grupos de Athene cunicularia
onde um grupo era selvagem e o outro era de cativeiro, no total foram observados 23
ninhos porém 12 ninhos tiveram algumas complicagbes como abandonos desconhecidos,
inundacbes e predacao, tanto no cativeiro quanto nos ninhos selvagens. Essa pesquisa
também ftrata-se da dieta das corujas buraqueiras junto com o comportamento de
reproducao das A. cunicularia.
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Segundo Wellicomo e colaboradores (2014) a coruja buraqueira (Athene cunicularia)
que se estiverem na época de reproducéo no tempo de inverno elas migram para locais
com a temperatura alta para cuidarem das proles, por conta das mudancas climaticas como
tornados, granizos e chuvas fortes que podem danificarem os ninhos matando o casal e
prole justas, isso acaba aumentando o trajetéria das Athene cunicularia entre as pradarias
do Canada e do México central.

Nogueira & Alves (2011) a Athene cunicularia apresenta uma doengca com o nome de
“Leucismo” que ocorre s6 na ave fémea da espécie, ocorre uma mutag¢do no cromossomo W
deixando a ave com as penas brancas, porém os olhos, o bico e as pernas tem a coloracéo
igual de uma coruja normal. Essa anomalia acontece mas néo prejudica em nada na vida
dessas corujas elas acabam tendo uma vida normal como as outras corujas da espécie com
a vantagem que elas conseguem se camuflarem em ambiente que nevam. As corujas com
leucismo podem ser confundidas com a coruja albina mas por causa das cores dos olhos,
bico e pernas elas ndo entram na categoria de albinismo.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Durante os estudos foi observado que hd um grande estudo sobre a dieta da coruja
buraqueira, enquanto ndo tem quase nada falando sobre o estudo das outras areas que
envolve o comportamento das corujas.

A vantagem de realizar um trabalho de levantamento bibliografico é a possibilidade
de estudo sobre a coruja buraqueira que existe, porém sempre € bom realizar mais trabalhos
sobre elas pelo fato de sempre que vai fazer uma pesquisa os artigos que aparecem com
mais frequéncia é sobre a dieta delas enquanto nao tem quase nada falando sobre cuidado
parental, doencgas que sdo encontradas nas corujas, sobre testes que séo realizadas com as
corujas e sobre os locais onde elas fazem os ninhos.
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RESUMO:Aenfermagemtemum papelimportante
no combate ao coronavirus e na reabilitacdo
dos pacientes com sequelas remanescentes da
doenca. Em uma ala do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, existem leitos na Unidade de
Cuidados Especiais (UCE) para pneumologia,
que admite atualmente também pacientes com
sequelas e doencas pulmonares p6s-Covid-19.
Método: Relato des experiéncias de enfermeiras
gue atuam no processo de gestdo de uma UCE
de pacientes p6s-COVID-19. Ressaltamos o
protagonismo das enfermeiras atuantes na
tomada de decisdo. Resultados: Realizaram-se
reunides, criacdo de protocolos e fluxos com
participacdo ativa do enfermeiro nas questdes
relacionadas a assisténcia direta, desenvolveu-
se adaptacbes no processo de enfermagem
com ordenamento de novos fluxos e rotinas.
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O espago fisico foi estruturado, considerando-
se o0 alto risco de transmissibilidade e diversas
sequelas decorrentes da doencga. Treinamentos
de profissionais foram intensificados com
readequacdo do dimensionamento conforme a
complexidade do servico. Ademais, observou-
se preocupagdo dos enfermeiros com relagéo a
salde mental dos profissionais atuantes nesta
unidade, percebeu-se que a relagdo com os
pacientes, denominador de criticos ou dificeis,
quer seja pela postura, quer seja pela falta de
manejo e lida, muitas vezes associados aos
acompanhantes e/ou parentes também tem
sido citado como fonte de desordem mental
ou psiquica entre a classe de profissionais de
enfermagem. Concluséo: Enfatiza-se o alicerce
nas evidéncias cientificas e recomendacdes dos
orgdos competentes em nivel mundial e nacional
para a estruturagcdo da UCE clinica a fim de
atender os pacientes po6s-Covid-19. Destaca-
se o protagonismo do enfermeiro em todas as
interfaces, o qual assume papel fundamental
desde acomposicao das comissdes, perpassando
pelo planejamento e funcionamento da estrutura
fisica, gestao de recursos humanos, construgao
de protocolos e fluxos de cuidado, além de atuar
diretamente na assisténcia e educagéo.
PALAVRAS - CHAVE: Enfermagem; Lideranga;
Gestéao de riscos; Administracao dos cuidados ao
paciente; Infec¢des por coronavirus.

NURSES AT THE MANAGEMENT OF A
PATIENT CARE UNIT POST-COVID-19

ABSTRACT: Nursing has an important role in the
fight against coronavirus and in the rehabilitation
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of patients with remaining sequels of the disease. In one of the northern wings of a large
university hospital in southern Brazil, there are beds in the Special Care Unit (SCU) clinic for
Pulmonology, which currently also admits patients with sequels and pulmonary diseases in
post-Covid-19. Method: Experience report of nurses working in the management process of
an SCU for patients after COVID-19. We emphasize the role of nurses working in decision-
making. Results: Meetings were held, protocols and flows were created with the nurse’s
active participation in issues related to direct assistance, adaptations were developed in the
nursing process with the organization of new flows and routines. The physical space was
structured, considering the high risk of transmissibility and several sequels resulting from the
disease. Training of professionals was intensified with readjustment of the sizing according to
the complexity of the service. In addition, nurses were concerned about the mental health of
professionals working in this unit, it was noticed that the relationship with patients, denominator
of critics or difficult, either due to posture, or due to the lack of handling and coping, many
sometimes associated with companions and, or relatives, has also been cited as a source of
mental or psychological disorder among the class of nursing professionals. Conclusion: The
foundation on scientific evidence and recommendations from competent bodies at the global
and national level for the structuring of the clinical SCU in order to assist post-COVID-19
patients is emphasized. The role of nurses in all interfaces is highlighted, which assumes
a fundamental role since the composition of the commissions, going through the planning
and functioning of the physical structure, management of human resources, construction of
protocols and care flows, in addition to acting directly on assistance and education.
KEYWORDS: Nursing; Leadership; Risk management; Administration of patient care;
Coronavirus infections.

11 INTRODUGAO

Os servigcos de saude enfrentam um novo cenario de agdes em seguranca e saude
voltadas aos profissionais que ali trabalham, que estdo envolvidos nos cuidados aos
pacientes e seus familiares e a sociedade frente a prevencdo da propagac¢do do novo
Coronavirus (SARS-CoV-2), causador da Covid-19 (OMS, 2020a, 2020b). A pandemia de
Covid-19 originou-se em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, na China, e rapidamente
se disseminou por diversos paises, acarretando inimeros impactos na salude e na
sociedade (ZHANG et al., 2020).

Idosos e portadores de comorbidades, incluindo o cancer, sdo mais suscetiveis
a complicagbes do novo Coronavirus (ANVISA, 2020; FISHER; HEYMANN, 2020), pois
possuem maior risco de desenvolver formas mais graves de Covid-19, ja que o virus
exacerba problemas de saude ja existentes, particularmente os que estao relacionados a
fungéo respiratoria e a fungéo do sistema imunologico. Além disso, pessoas pertencentes
a esse grupo de risco podem ser afetadas pela pandemia por conta de graves interrupgoes
no funcionamento dos servigos dos quais essas dependem (OMS, 2020c).

A enfermagem tem um papel importante no combate ao coronavirus e na reabilitagdo
dos pacientes com sequelas remanescentes pela doengca. Em uma das alas norte do
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Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), existem leitos na Unidade de Cuidados
Especiais (UCE) para pneumologia que admite atualmente também pacientes clinicos com
sequelas e doencas pulmonares p6s-Covid-19.

O objetivo deste estudo € relatar a experiéncia de enfermeiras na gestdo de uma
UCE a pacientes p6s-Covid-19 de pneumologia e que necessitam de assisténcia de maior
complexidade.

21 METODO

Trata-se de um estudo descritivo, narrativo, do tipo relato da experiéncia realizado
no periodo de 2 de marco de 2020 a 22 de abril de 2021 por enfermeiras assistenciais da
UCE clinica, que atuam no processo de gestdo desta unidade de pacientes pés-Covid-19,
ressaltando o protagonismo das enfermeiras na tomada de decisédo no HCPA.

O lécus de acdo deste relato foi extraido do cotidiano dessas enfermeiras
assistenciais, profissionais autoras deste artigo, durante a pandemia do coronavirus.

A referida UCE, realiza principalmente atendimentos direcionados ao tratamento de
pacientes clinicos com sequelas e doengas pulmonares pos-Covid-19, sendo que a maioria
dos pacientes atendidos possuem diversas comorbidades associadas e se enquadram no
grupo de pessoas mais suscetiveis a doenca.

As adequacdes realizadas no servico foram embasadas na leitura de estudos
cientificos atuais, nas diretrizes do Ministério da Saude (MS) brasileiro, Secretaria Estadual
de Saude do Estado do Rio Grande do Sul (SES/RS) e orientagcbes da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) na manutengéo dos atendimentos aos pacientes crénicos durante
a pandemia Covid-19.

Para a confeccéo deste artigo foi realizada a descri¢cdo enfatizando o alicerce nas
evidéncias cientificas e recomendacdes dos 6rgaos competentes em nivel mundial e
nacional para a reestruturagéo da UCE clinica, a fim de atender os pacientes p6s-Covid-19.

A discussao foi construida através da interface entre o relato de experiéncia das
autoras e o embasamento técnico-cientifico e de discussdes cientificas com outros membros
da equipe que participaram da reestruturagcdo desta unidade e que atuam no local. Seréo
destacados os processos de mudanga, tomada de decisdo referente aos aspectos que
envolveram a reorganizagdo da UCE clinica que atende pacientes pds-Covid-19, bem
como a criagcao de novos fluxos e protocolos operacionais e clinicos adotados, a gestéo de
recursos humanos, os treinamentos e a gestdo do cuidado.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As instituicbes de saude estdo lidando com um novo cenério de agbes em salde
e seguranca voltadas aos diversos profissionais envolvidos nos cuidados a populagéo
decorrente do surto mundial da doenca ocasionada pelo novo Coronavirus SARS-CoV-2, a
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Covid-19 (OMS, 2020d).

Uma vez que o processo de cuidado é transformado diariamente e exige dos
profissionais cada vez mais a busca por aprimoramento, pela complexidade do trabalho, os
ambientes de saude sdo reconhecidos como de alto risco e uma cultura de seguranga tem
influéncia nos resultados dos pacientes (FUSARI et al., 2021).

Em diversos espacos e niveis de atencéo a saude, o protagonismo do enfermeiro
se desvela na coordenacao e gestdo de equipes e servigos. Atualmente, a enfermagem
constitui mais da metade da forca de trabalho na &rea da saude. O enfermeiro desenvolve
papel essencial na reabilitacéo dos pacientes acometidos pela Covid-19. Deve estar atento
a evolucao da doenca, reconhecendo de imediato sinais e sintomas que indiquem piora
clinica, assim como estar capacitado a realizar educacdo do paciente e familia durante
a internacao, orientar terapia, tratamento e manejo dos equipamentos e adaptacdes
necessarias (GONCALVES; GORREIS; SOUZA, 2021).

As competéncias do enfermeiro para a gestéo do cuidado requerem conhecimentos,
habilidades e atitudes compativeis com o exercicio do papel de gestor e lider nas
instituicdes de saude (KAISER; WEGNER, 2020). Principalmente ao se tratar de um grande
desafio para a saude publica mundial diante dos impactos vivenciados frente a este virus
de féacil e rapida propagacéo na populagéo e que ocasiona mudancga abrupta nas rotinas
das instituicOes de salde, pois observa-se um panorama de intensificagdo de internagbes
hospitalares em detrimento dos agravos respiratérios (RODRIGUES; SILVA, 2020).

Nessa conjuntura, a enfermagem se apresenta com a exceléncia de uma profissao
de auténtico nivel superior, atuando em diversas frentes no combate a pandemia. Assim,
o enfermeiro desponta de maneira semelhante a outros momentos histéricos em que
epidemias e catastrofes acometeram a populacdo, colocando-se em risco para realizar
assisténcia a salde, expondo-se ao virus SARS-CoV-2 diante das longas jornadas de
trabalho (OMS, 2020e).

Existe uma demanda de alteragbes curriculares ao se buscar o ajustamento as
exigéncias do perfil profissional do enfermeiro no Brasil, discutindo-se assim, os novos
rumos para a valorizacdo da enfermagem no interior das equipes de satide (ARAUJO et
al., 2018).

Os profissionais enfermeiros foram se tornando protagonistas de gestdo da ambiéncia,
dimensionamento de pessoal, cuidado, treinamentos e suporte psicolégico as equipes
assistenciais no enfrentamento deste fen6meno de alto potencial de transmissibilidade,
deliberando decisbes resolutivas referentes a estruturacdo de areas fisicas, organizacéo
da unidade e instituicao hospitalar de saude, atuando na implementac¢do de Protocolos
Operacionais Padrao (POP), readequacgédo de fluxos e rotinas, treinamento da equipe
assistencial, entre outras medidas, com intuito de minimizacao do contagio pela transmissao
da Covid-19.

No hospital ocorreu a intensificagdo da agéo na higiene de maos com o aumento
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na disponibilidade de frascos e de dispensadores de alcool 70% em gel distribuidos em
diferentes locais. Passou a ser fornecido pela equipe de enfermagem méscaras cirurgicas
na entrada do hospital e no servigo da UCE clinica; a temperatura corporal das pessoas
circulantes comecou a ser verificada na chegada da instituicdo. As orientacdes de educacao
em salde, como higiene de maos, distanciamento entre as pessoas para prevencao da
contaminagéo foram reiteradas nesse momento.

O distanciamento social foi adotado principalmente nas areas de acesso coletivas,
como recepgdo e sala de espera, com restricdo de acesso a visitas na unidade de
atendimento a pacientes clinicos na UCE. E o enfermeiro passou a avaliar a necessidade
ou ndo da entrada de familiar como acompanhante do paciente. Esse modelo adotado vai
ao encontro de recomendagdes em relacdo ao distanciamento social como medida néo
farmacolobgica para controle da propagacao de Covid-19 (ANVISA, 2020; OMS, 2020f).

Ja foi provado a eficacia das medidas de distanciamento e isolamento social na
pandemia, reduzindo o niumero de pessoas infectadas (PREM et al., 2020; SANCHE; LIN;
XU, 2020; BAKKER et al., 2020). Esse cuidado torna-se relevante com vistas a reduzir o
pico da pandemia, para evitar sobrecarregar os sistemas de saude (DUCZMAL et al., 2020).

Aos profissionais de saude, a instituicdo recomendou o uso e forneceu os
equipamentos de protecdo individual (EPI), pois a contaminacdo ocorre a partir da
exacerbagédo de goticulas e o contato, ja que os profissionais necessitam prestar assisténcia
direta aos pacientes (ANVISA, 2020).

As medidas e adequacdes na estrutura e nos fluxos operacionais do servico foram
implementadas de forma din&mica, ou seja, a compra de dispensers, otimizagdo de
distanciamento social, restricbes de visitas, aumento no estoque de alcool em gel 70%
e compra de EPIs, como mascaras, escudos faciais, luvas e aventais foram realizadas
conforme as orientagbes do Ministério da Saude e SES/RS, em virtude da magnitude da
pandemia, com o intuito de otimizar novas praticas de atendimento que busquem minimizar
a exposicao dos funcionarios da salde e pacientes ao novo Coronavirus.

Os ajustes nas praticas organizacionais e operacionais em uma unidade de
internacao clinica buscam assegurar um atendimento de exceléncia. Otimizando a redugéo
na incidéncia de contaminacao pela Covid-19, tanto para a equipe assistencial quanto ao
publico circulante no local. E o enfermeiro como gestor e assistente torna-se importante
ator frente a pandemia (GORREIS; GONCALVES; SOUZA, 2021).

Frente a iminéncia da pandemia de Covid-19, as medidas implantadas na UCE
foram principalmente: medidas de distanciamento entre pacientes, manutencéo de cortinas
entre os leitos fechadas evitando propagacéo de goticulas, distanciamento entre equipe
durante passagem de plantéo e intervalos, maior atencéo a higiene de superficies e de
maos, reducédo de fluxo de pessoas, promocao de treinamentos relacionados a tematica
Covid-19, atualizagdo no uso de EPI com a inclusdo de mascara oronasal e protetores

faciais, treinamento sobre a correta paramentacéo e desparamentacao, medidas para o
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uso consciente de materiais, dada a escassez do momento, educacao em saude referentes
ao uso de mascara e medidas de prevencdo para pacientes e familiares (GONCALVES;
GORREIS; SOUZA, 2021). Além destas adequacoes, foram implementados protocolos
institucionais e criados ajustes para a otimizacdo de novas praticas de atendimento,
visando minimizar a exposi¢ao dos pacientes, familiares (acompanhantes) e profissionais
frente ao virus circulante. Essas atividades foram consideradas desafiadoras, tendo em
vista que os treinamentos e implantagdes ocorreram em tempo simultaneo, ndo havendo
prazo adequado para um planejamento ordenado e otimizacdo de novas praticas de
atendimento que busquem minimizar a exposicdo do paciente ao virus (GONCALVES;
GORREIS; SOUZA, 2021).

Realizaram-se reunides para a tomada de deciséo, criacdo de protocolos e fluxos
com participacdo ativa do enfermeiro nas questdes relacionadas a assisténcia direta,
desenvolveu-se adaptagdes no processo de enfermagem com ordenamento de novos fluxos
e rotinas. O espaco fisico foi estruturado, considerando-se o alto risco de transmissibilidade
e diversas sequelas decorrentes da doenca. Os treinamentos de profissionais foram
intensificados com dificuldade na readequagdo do dimensionamento conforme a
complexidade do servico, objetivando formar uma equipe de profissionais com experiéncia
em cuidados criticos. Houve treinamentos para o desenvolvimento de conhecimentos e
habilidades anteriormente aos primeiros casos, que foram mantidos sistematicamente.

Foi desafiador implementar tais medidas, pois o efetivo de profissionais nao
obteve incremento. Mas a implementagdo de varios POPs criados pelo grupo de
enfermeiros, principalmente os alocados no setor de educag¢do permanente, juntamente
com a Comissao de Controle de Infeccdes (CCIH) propiciou que fosse possivel realizar a
estratégia para o atendimento e minimizacdo do contagio pela Covid-19. A Comissdo do
Processo de Enfermagem (COPE) logo criou um novo diagnostico de enfermagem para
0s enfermeiros realizarem com sucesso uma prescricdo de enfermagem com os cuidados
a serem realizados pela equipe aos pacientes internados na continuacédo do tratamento
p6s-Covid-19.

Algumas dificuldades foram encontradas pelos profissionais, principalmente
relacionadas a preocupacgéao dos enfermeiros com relagéo a saude mental dos profissionais
atuantes nesta unidade, percebeu-se que a relacdo com os pacientes, denominados de
criticos ou dificeis, quer seja pela postura, quer seja pela falta de manejo e lida, muitas
vezes associados aos acompanhantes e/ou parentes também tem sido citado como fonte
de desordem mental ou psiquica entre a classe de profissionais de enfermagem.

Porém, apesar de ser tdo grave tudo o que envolve quando um profissional
enfermeiro sofre a sindrome de Burnout, essa é uma condi¢do que ainda recebe menos
atencéo dos pesquisadores, pois € um assunto pouco estudado. Visto que na literatura néo
existem estudos referenciando sobre afastamentos pela doenca na categoria enfermeiros.

No entanto autores descreveram recentemente que a pandemia traz um desafio
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extra para a saude mental de enfermeiros, técnicos de enfermagem e médicos. Sob maior
presséo, estes profissionais tendem a descuidar da prépria sautde mental na incansavel
e constante luta contra o Covid-19, podendo propiciar o surgimento de transtornos
relacionados ao estresse e ansiedade (FUSARI et al., 2021). Sintomas que podem ser
considerados em individuos diagnosticados com Burnout.

Neste contexto, ajustes nas praticas organizacionais para um atendimento
interprofissional organizado e seguro ao paciente internado em uma UCE clinica em
pneumologia tornam-se necessérios frente a esta pandemia.

Este relato almeja embasar outros servigos de nivel hospitalar em relacédo a novas
praticas de atendimento que minimizem o paciente, seus familiares e os profissionais de

salde ao contagio da Covid-19 e assim buscar conter o avan¢o da pandemia.

41 CONCLUSAO

O impacto da pandemia gera desafios sem precedentes aos servigos de saude,
exigindo ajustes imediatos frente aos fluxos, espaco fisico e habilitacdo de recursos
humanos. Para o desenvolvimento e aprimoramento da atuacdo de enfermagem, é
necessario que os enfermeiros compreendam que o cuidar e o gerenciar constituem a
gestao do cuidado integral da enfermagem e devem ser pensadas e desenvolvidas em
todas as dimensoes do cuidado, principalmente em meio a pandemia de Covid-19.

Enfatiza-se o alicerce nas evidéncias cientificas e recomendagbdes dos érgaos
competentes em nivel mundial e nacional para a estruturacdo da UCE clinica a fim de
atender os pacientes p6s-Covid-19. Destaca-se o protagonismo do enfermeiro em todas
as interfaces, o qual assume papel fundamental desde a composicdo das comissoes,
perpassando pelo planejamento e funcionamento da estrutura fisica, gestao de recursos
humanos, construgdo de protocolos e fluxos de cuidado, além de atuar diretamente na
assisténcia. Os enfermeiros desenvolvem papel essencial na reabilitacéo desses pacientes
para a melhoria da qualidade de vida e na educacao permanente da equipe, pacientes e
familiares.
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RESUMO: O leite fermentado tem se tornado
cada vez mais consumido por sua caracteristica
probidtica, além do seu valor nutricional que
se torna benéfico para o funcionamento do
organismo. A caracterizacdo desse produto
com fruto o bacuri (Platonia insignis) que
tem seu uso popular pelo resultado das suas
diversas propriedades, tais como, cicatrizante,
antimicrobiana,  antitumoral, citotoxica e
antioxidante apresenta-se uma alternativa na
caracterizagdo do produto. Nos Ultimos anos,
pode-se observar aumento na demanda global
de produg¢éo de culturas iniciadoras desidratadas,
em funcdo da maior estabilidade e flexibilidade
de aplicacdes e comercializagdo na industria de
alimentos. Com o uso de tecnologias de secagem
que vem sendo empregadas ha varias décadas
na preservagao de culturas microbianas de modo
geral, pois sdo capazes de manter a viabilidade
dos micro-organismos durante longos periodos
de armazenamento. A liofilizacdo é até entdo a
tecnologia mais bem descrita e utilizada para
secagem de culturas potencialmente probibdticas.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3

(PLATONIA INSIGNIS)

elaborar uma bebida lactea fermentada liofilizado
sabor bacuri e avaliar sua aceitagéo do sensorial.
A fermentacéo do leite foi realizada em estufa a
37 °C/12 horas, com in6culo na concentracédo de
5,3x10-10 (Lactobacillus casei e Lactobacillus
bulgaricus). Obteve um leite fermentado com
pH médio 4,15 ao final da fermentagdo, onde
foi estocado na temperatura 10°C/24h. A bebida
fermentada foi padronizada em 10, 15 e 17 °Brix
(com variagédo na adigdo da polpa de bacuri e
calda adogada) e liofilizada em liofilizador de
bancada. Amostras foram submetidas a analise
microbiolégica para verificar a presenca de
aerdbios mesofilos e contagem de células viaveis
em Camara de Neubauer. Obteve-se contagem
de 1011 células viaveis por mL, de acordo com
a legislacéo vigente para leites fermentados.
A avaliagéo sensorial da bebida foi realizada
com 30 provadores, estudantes dos cursos
de graduacdo e pobs-graduagcdo do campus
avancgado do centro de ciéncias sociais, saude e
tecnologia da Universidade Federal do Maranhéao,
ndo treinados com faixa etaria entre 18 e 25
anos. Os produtos formulados e padronizados
com 10, 15 e 17° Brix foram todos bem aceitos
sensorialmente, obtiveram as maiores notas na
regido de aceitacdo para as variaveis cor, sabor
e aroma, e em relagdo ao consumo do produto
em sua forma em pd para reconstituicdo e
ingerir também foi aceito, mostrando potencial
de mercado com a inser¢do de tecnologia para
melhoria da estabilidade microbiana.
PALAVRAS - CHAVE: Fermentagéo, Bactérias
laticas, Lactobacillus casei, Lactobacillus
bulgaricus, aceitacdo sensorial.
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BACURI LIOPHILIZED FERMENTED MILK (PLATONIA INSIGNIS)

ABSTRACT: Fermented milk has become increasingly consumed due to its probiotic
characteristic, in addition to its nutritional value that becomes beneficial for the functioning of
the organism. The characterization of this product with bacuri fruit (Platonia insignis), which
has its popular use due to the result of its diverse properties, such as, healing, antimicrobial,
antitumor, cytotoxic and antioxidant, presents an alternative in the product characterization. In
recent years, there has been an increase in the global demand for the production of dehydrated
starter crops, due to the greater stability and flexibility of applications and commercialization
in the food industry. With the use of drying technologies that have been used for several
decades in the preservation of microbial cultures in general, as they are able to maintain the
viability of microorganisms during long periods of storage. Lyophilization is, until then, the
best described and used technology for drying potentially probiotic cultures. In this way, the
objective of this work was to elaborate a lyophilized fermented milk drink with bacuri flavor and
to evaluate its acceptance of the sensorial. The fermentation of the milk was carried out in an
oven at 37 ° C /12 hours, with inoculum in the concentration of 5.3x10-10 (Lactobacillus casei
and Lactobacillus bulgaricus). He obtained a fermented milk with an average pH of 4.15 at the
end of the fermentation, where it was stored at a temperature of 10 © C / 24h. The fermented
drink was standardized at 10, 15 and 17 ° Brix (with variation in the addition of bacuri pulp
and sweetened syrup) and lyophilized in a bench lyophilizer. Samples were subjected to
microbiological analysis to verify the presence of mesophilic aerobes and viable cell counts
in the Neubauer Chamber. A count of 1011 viable cells per mL was obtained, according to
the current legislation for fermented milk. The sensorial evaluation of the drink was carried
out with 30 tasters, students of the undergraduate and graduate courses of the advanced
campus of the center of social sciences, health and technology of the Federal University
of Maranh&o, untrained with ages between 18 and 25 years. The products formulated and
standardized with 10, 15 and 17 ° Brix were all well accepted sensorially, obtained the highest
scores in the region of acceptance for the variables color, flavor and aroma, and in relation
to the consumption of the product in its powder form for reconstitution and ingestion was
also accepted, showing market potential with the insertion of technology to improve microbial
stability.

KEYWORDS: Fermentation, Lactic acid bacteria, Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus,
sensory acceptance.

11 INTRODUGAO

O leite fermentado foi descoberto por nGmades na regido da Eurasia que guardavam
o leite extraido durante a ordenha em sacolas feitas de estdmago de bode. Que devido ao
clima arido e seco dessa regido proporcionou a proliferacdo de bactérias, que modificou
a estrutura do leite, tornando ele um alimento com sabor mais agradavel para aqueles
individuos, além de ser uma forma para armazenar e conservar o leite (COSTA et al., 2013).

O leite fermentado é considerado um produto com grande potencial para desenvolver
novos produtos como iogurte, sorvete e kefir, principalmente por se tratar de um alimento

funcional. (CELIA, 2017) Esses alimentos agem no organismo auxiliando no sistema
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imunolégico com finalidade de promover satde. Os produtos lacteos como probidticos,
prebibdticos e simbidticos sdo considerados muito importantes a classe de alimentos
funcionais (OLIVEIRA et al., 2018).

Recentemente o leite fermentado tem se tornado cada vez mais consumido por
causa das bactérias probiéticas que o compde, além dos seus valores nutricionais que se
tornam benéficos para o funcionamento do organismo (COSTA, 2017), alguns fatores como
oxigénio dissolvido, acidez, interacdo entre espécies, praticas de inoculagdo e condigbes
de estocagem podem interferir na sobrevivéncia dos microrganismos probibticos em leites
fermentados (CELIA, 2017).

O bacuri é o fruto da espécie Platonia insignis Mart., pertencente a familia Clusiaceae,
subfamilia Clusioideae e ao género Platonia, 90 espécies tem os frutos comestiveis (Aguiar
et al., 2008). No Brasil seu uso popular e resultado das suas diversas propriedades, tais
como, cicatrizante, antimicrobiana, antitumoral, citotoxica e antioxidante (Santos Junior et
al., 2010).

Nos ultimos anos, pode-se observar aumento na demanda global de producéo
de culturas iniciadoras desidratadas, em funcdo da maior estabilidade e flexibilidade
de aplicagbes na industria de alimentos, racéo e farmacéutica (HUANG et al., 2017).
O uso de tecnologias baseadas nas diferentes metodologias de secagem vem sendo
empregadas ha varias décadas na preservacédo de culturas microbianas de modo geral,
pois sdo capazes de manter a viabilidade dos micro-organismos durante longos periodos
de armazenamento. Métodos como a liofilizagdo (freeze-drying) em particular tém sido
preferidos para estabilizagdo de culturas probiéticas, pois proporcionam maior facilidade
de estocagem, transporte, manuseio e aplicacdo destas culturas no desenvolvimento de
alimentos funcionais. A liofilizagdo € até entéo a tecnologia mais bem descrita e utilizada
para secagem de culturas potencialmente probioticas (MORGAN et al., 2006; MENG et al.,
2008).

2| OBJETIVO DO TESTE

Objetivo do trabalho é estabilizar o produto leite fermentado, através da diminui¢ao
da atividade de agua e possibilitar a viabilidade das bactérias através do método de
liofilizagdo. Assim proporcionando o aumento da vida de prateleira, agregando valor ao
produto com sabor de fruta do cerrado.
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31 METODOLOGIA

3.1 Materiais

Toda matérias-primas foram obtidos no mercado local da cidade de Imperatriz - MA.
Matérias-primas

. 3 litros de leite desnatado;
+ 340 g agucar mascavo;

+ 200 mL de polpa de bacuri;
+ 150 mL de agua mineral;

* 0,25 g para cada microrganismo Lactobacillus casei e Lactobacillus bulgaricus.
3.2 Métodos
RECEPCAO DO LEITE

~5-

TRATAMENTO TERMICO

~i—

ADICAD DA CULTURA

-

FERMENTACAD

~-

RESFRIAMENTO
i

ADICAQ DA
CALDA + POLPA

~i-

CONGELAMENTO
~i=
LIOFILIZACAD

Fluxograma 1 — fluxograma da formulagéo do leite fermentado liofilizado com sabor de bacuri

Fonte: Autor (2019).
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41 TRATAMENTO TERMICO

O leite foi submetido ap6s a etapa de recepcgéo ao tratamento térmico no equipamento
Banho Maria SL-150 em temperatura de 35°C em aproximadamente 15 minutos. Com
auxilio de bastbes de vidro, os manipuladores mantiveram-se em constante agitacao.

51 PREPARO DO INOCULO

Adicionou-se a juncdo de 4% do inoculo de Lac. Casei e 4% do in6culo de Lac.
Bulgaricus previamente inoculada a 12,5 mL de leite cada em temperatura de 37°C por
2 horas, em cada por¢des no recipiente, ainda presente no banho-maria, posteriormente
na mesma agitacdo, homogeneizou-se o leite com inoculo. A partir desse inoculo foi
realizada uma fermentagéo e obtido o soro dessa fermentacgéo, que foi utilizada para ser o
novo inoculo para os demais leites para a fermentacdo, numa concentragéo de 5,3. 10,
caracterizando o produto como inoculo aproveitavel para leite acidofilo e probiético

61 FERMENTAGCAO

Em seguida foram incubados a 37°C em estufa em média 12 horas até o leite obter
o pH 6,5. Com obtengédo do produto ja fermentado, foi separado pequena amostra de cada
porches inoculado e assim submetido a analise microbioldgica para verificar a presenca
de aerbbios mesofilos através do método da contagem de células em Camara Neubauer
para obter 10" células viaveis por mL seguindo a legislacdo vigente (FARIA, BENEDET e
GUERROUE; 2006).

Produto foi estocado em refrigeracdo em temperatura 10°C por 24 horas, para que
o produto possa melhorar sensorialmente a questées de textura do produto e garante a
seguranga de microrganismos externos.

71 ADIGCAO DA CALDA E POLPA

Em cada por¢des do leite fermentado foram adicionados uma calda de acucar
mascavo com 50 mL de agua mineral e polpa de bacuri em concentra¢des diferentes. Em
seguida adicionado no leite fermentado e homogeneizado pelo liquidificador. Finalizando
com auxilio de um refratdbmetro obteve o valor do Brix de cada formulacao final. Como
apresenta a tabela abaixo.
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Calda (g)

Amostra Polpa (mL) BRIX
(agucar)
A 100 mL 60g 10%
B 50 mL 120 g 15%
Cc 50 mL 160 g 17%

Tabela 1 — Dados da formulagao da calda.
Fonte: Autor (2019).

81 PADRONIZACAO

As amostras foram padronizadas como 17% de Brix

91 LIOFILIZAGAO

Com o congelamento das trés amostras, submeteu-se as amostras a liofilizagao

possibilitando que a agua previamente congelada passe diretamente ao estado gasoso,

ocorrendo a mudanga de estado fisico por sublimagdo, com o objetivo de estabilizar
produtos através da diminui¢éo da atividade de agua (YAMAGUCHI, et al; 2017).

Figura 1- trés amostras liofilizadas

10 | ANALISE SENSORIAL

Foi realizada uma analise sensorial no campus UFMA

Fonte: Autor (2019).

- Bom Jesus, com 30

provadores, realizada com 3 amostras para coleta de dados bem como a aceitacéo do

produto
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11 | RESULTADOS

Das caracteristicas do produto

O produto liofilizado ficou com o aspecto de pO, amarelo-marrom, higroscépico e

com cheiro marcante

Do produto reconstituido

Ficou um produto de baixa viscosidade, amarelo-marrom, com cheiro marcante

Dos valores de pH

Amostra A - 3,85

Amostra B — 4,23
Amostra C — 4,42

Para os valores de acidez em g% (m/v)

Amostra A— 0,01

Amostra B — 0,03
Amostra C — 0,05
Com esses valores, verifica-se que esta dentro o produto possui PIQ de leite

fermentado/acidéfilo e esta dentro da legislacao vigente.

Da analise sensorial

Dos dados iniciais dos participantes

Faixa etaria %
18 - 25 anos 30| 100
26 - 35 anos 0 |0
36 - 50 anos 0 |0
mais de 50 anos

Sexo %
M 1 36,6667
F 19 63,3333

Tabela 2 e 3: Faixa Etéaria dos participantes e Sexo dos participantes

O estudo logo concentrou-se numa populagéo juvenil e que consequentemente é a

que mais consome produtos do tipo fora a populacéo infantil. A populagao feminina teve

uma participacdo maior nesse estudo que a populacao masculina.

Escolaridade %
Sup. Completo 2 |6,66667
Sup. Incompleto 28193,3333
Ensino médio Completo |0 |0

Tabela 4: Escolaridade dos participantes
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Quase em sua totalidade, os julgadores eram formados por estudantes de ensino
superior.

Das perguntas iniciais

O quanto vocé gosta ou desgosta de LF ? %
Gosto muito 9| |30
Gosto moderadamente 8| |26,6667
Gosto ligeiramente 5 16,6667
Nem gosto nem desgosto 8| |26,6667

Desgosto ligeiramente

Desgosto moderadamente

Desgosto muito

Tabela 5: Pergunta inicial 1

Percebe-se que os julgadores em sua maioria conhecem o produto e sabem das
caracteristicas como o flavor do produto.

Consumo de LF %
Diariamente 2| |6,666667
Mensalmente 7| |23,33333
2 a 3 vezes/semana 4| |13,33333
Quinzenalmente 5| [16,66667
Semestralmente 6| [20
Nunca 6 20

Tabela 6: Pergunta inicial 2

Em relagéo a frequéncia de consumo de leite fermentado, tem-se uma distribuicao
entre essas frequéncias, e essa distribuicao deve ser atribuida a rotina dos julgadores e a
preferéncia por consumo de outros produtos mais frequentemente.

O quanto vocé gosta ou desgosta de bacuri ? %
Gosto muito 5 16,6667
Gosto moderadamente 6 20
Gosto ligeiramente 4 13,3333
Nem gosto nem desgosto 11 36,6667
Desgosto ligeiramente 2 6,66667
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Desgosto moderadamente 0

Desgosto muito 2 7

Tabela 7: Pergunta inicial 3

O bacuri € um fruto bastante apreciado nessa regido, e como a maioria das frutas,
ha também pessoas que sao exceg¢des nessa apreciacdo, o que € visto na distribuicdo da
tabela acima.

Consumo de Bacuri %
Diariamente 1 3,333333
Mensalmente 3 10

2 a 3 vezes/semana 0 0
Quinzenalmente 4 13,33333
Semestralmente 11 36,66667
Nunca 1"

Tabela 8: Pergunta inicial 4

O bacuri € uma fruta sazonal, entdo seu consumo tem intervalos significativos
quando se trata da proépria fruta, quando se trata da polpa, ha oferta o ano inteiro.
Os resultados da analise sensorial foram:

Para COR
Aceitacao
Cor
15
10
0 HE lI I II I
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grafico 1: Distribuicdo Hedbénica para cor

Em azul — Amostra A ; Em vermelho — Amostra B; Em verde — Amostra C
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Analise de variancia

Fonte da variagdo SQ G/ MQ F valor-P F critico
Linhas 198,8889 29 6,8568238 46,01542 241E-30 1,662901
Colunas 9,366556 2 4677778 31,3856 5, 79E-10 3,155932
Erro 8,644444 58 0,149042

Total 216,8889 89

Quadro 1: ANOVA para Cor

A coloragéo da amostra A era mais clara, proxima de branco e a amostra C era a mais
escura, perto de uma coloragdo bege, essas variagdes vem de acordo com o aumento do
Brix (%) ao adicionar a calda ao produto, as 3 amostras tiveram uma aceitagao significativa

Para Aparéncia

A aceitacao do atributo esté disposta no grafico 2

Aparencia
15
10
| i fl 1
U e ant | I
1 2 3 4 5 6 F 4 8 9

Gréfico 2: Distribuicdo Heddnica para aparéncia

Em azul — Amostra A ; Em vermelho — Amostra B; Em verde — Amostra C

A aparéncia do produto reconstituido revela uma preferéncia para as amostras A e
C, que sao as amostras com menor percentual de Brix e maior percentual.

Analise de variancia
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Fonte da variagdo SQ Gl MQ F valor-P F critico

Linhas 129,7333 29 4,473563 36,03704 1,78E-27 1,662901
Colunas 3,466667 2 1,733333 13,6296 1,12E-05 3,155932
Erro 7.2 58 0,124138

Total 140,4 89

Quadro 2: ANOVA para Aparéncia

Para aroma

Aceitagcdo

Aroma
15

10

0 n [ ] ] II II I
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Gréfico 3: Distribuicdo Hedénica para aroma

Em azul — Amostra A ; Em vermelho — Amostra B; Em verde — Amostra C
Analise de variancia

sgﬂgzgg SQ gl MQ F valor-P F critico
Linhas 195,1556 29 6,729502  48,92479  4,52E-31 1,662901
Colunas 6,688889 2 3,344444 2431476  2,14E-08  3,155932
Erro 7,977778 58 0,137548
Total 209,8222 89

Quadro 3: ANOVA para Aroma

O aroma do produto é um aroma proveniente da fermentagdo, do crescimento
das culturas de Lactobacillus, que quebram o substrato e esse consumo gera o flavor de
produto probiético fermentado devido a geracdo de outros componentes.

Para Sabor

Aceitacao
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Sabor
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Gréafico 4: Distribuicdo Hedbnica para sabor

Em azul — Amostra A ; Em vermelho — Amostra B; Em verde — Amostra C

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Linhas 293,5667 29 10,12299 4296098 1,56E-29 1,662901
Colunas 11,66667 2 5,833333 24,7561 1,69E-08 3,155932
Erro 13,66667 58 0,235632

Total 318,9 89

Quadro 4: ANOVA para Sabor

O sabor do produto também & gerado pelo consumo das culturas microbianas do
substrato e geracéo de compostos &acidos
Viscosidade

Viscosidade

15
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Gréfico 5: Distribuicdo Heddnica para viscosidade

Em azul — Amostra A ; Em vermelho — Amostra B; Em verde — Amostra C
Analise de variancia
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Fonte da variagdo SQ G/ MQ F valor-P F critico

Linhas 173,7333 29 5,990805 37,76812 5,06E-28 1,662901
Colunas 3,466667 2 1,733333 10,92754 9,39E-05 3,155932
Erro 9,2 58 0,158621

Total 186.4 89

Quadro 5: ANOVA para Viscosidade

Aviscosidade também é influenciada pelo Brix que varia de acordo com a quantidade
de calda adicionada no processo do produto ja fermentado
Para a idealidade da acidez

Acidez
25
20
15
10
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Gréfico 6: Distribuicdo do Ideal - Acidez

Em azul — Amostra A ; Em vermelho — Amostra B; Em verde — Amostra C

A acidez se mostrou ideal em todas as amostras, principalmente na amostra A, que
era menos “doce” pais tinha menos adicdo de calda e tinha percentual de Brix menor

Em todas as anadlises de variancia Fcalculado é maior que Fcritico, ou seja, ha
diferenga significativa entre as amostras, essa diferenca pode se dar pelo crescimento
heterogéneo dos Lactobacillus entre as amostras

Sobre a aceitacao e consumo do liofilizado tem-se os seguintes dados

63% dos julgadores ndo sabiam do que se tratavam produtos liofilizados ou o que
€ o processo de liofilizagdo. Percebe-se entdo que apesar da tecnologia nédo ser tdo nova
assim, poucas pessoas sabem dela e dos seus beneficios na conservagéo de componentes
da matéria prima e de microrganismos quando se trata de alimentos funcionais

83,3% consumiriam o produto liofilizado pronto para reconstituicdo e ingestao.
Percebe-se que a proposta seria viavel analisando os dados para essa analise, o p6 de
leite fermentado seria reconstituido e consumido.
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CONCLUSAO

O produto formulado foi bem aceito sensorialmente bem como sua forma liofilizada
pronta para reconstituicdo, seria consumido, mas seria de grande importancia fazer a
analise com o publico infantil, a forma liofilizada dele aumenta o tempo de prateleira e a
instabilidade dos Lactobacillus.
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RESUMO - Introdugé@o: O cérebro humano ao
receber estimulos prazerosos ativa o sistema
de recompensa e promove a sensacao de
satisfacdo desencadeada pela agédo estimulos
ambientais. Substancias quimicas ampliam em
centenas de vezes essa atividade provocando
sensacbes de contentamento e euforia muito
intensas que estimulam a repeticdo exacerbada
do seu consumo. Objetivo: Compreender
a relacdo entre as possiveis alteragbes no
sistema de recompensa causadas pelo abuso de
drogas e a dependéncia quimica. Metodologia:
Foram usados os descritores “dopamina” e
“dependéncia quimica” nas bases de dados,
sendo encontrados 540 artigos na PubMed; dos
quais 91 deles foram selecionados pelo titulo e,
apos avaliagéo do abstract, 12 foram incluidos na
amostra. Desenvolvimento: Administracdo aguda
de drogas de abuso causam um curto circuito
que ativa neurdnios dopaminérgicos e aumenta
a liberacdo da dopamina provocando uma
ilusdo quimica de prazer que induz o individuo
a repetir este comportamento compulsivamente.
Quando crénica pode levar a mudancgas
fisiolbgicas resultantes na desregulacédo da via e
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consequente disfungdo cerebral, pois o sistema de motivacdo é reorientado para os picos
de dopamina provocados pela droga e seus gatilhos antecipatérios. Concluséo: Apesar de
agirem de formas diferentes no corpo humano, substancias psicoativas podem causam
modificacdes estruturais e fisioldgicas que organizam o funcionamento do sistema nervoso
e pervertem o sistema de recompensa, ocasionalmente causando a dependéncia quimica.

PALAVRAS - CHAVE: Dopamina; drogas; sistema de recompensa; substancias psicoativas.

RELATIONSHIP BETWEEN THE REWARD SYSTEM AND DRUG ADDICTION: A
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Introduction: The human brain when receiving pleasant incentives activates the
reward system and promotes satisfaction feelings triggered by an environmental stimulus.
Chemical substances amplify this activity hundreds of times, causing very intense sensations
of contentment and euphoria that stimulate the exacerbated repetition of its consumption.
Objectives: understand the relationship between possible changes in the reward system
caused by drug abuse and chemical dependency. Methodology: The descriptors used were
Dopamine and drug addiction. In the PubMed database, 540 articles were found, 91 of them
were selected by title and after evaluation of abstract 12 was included in the synthesis.
Development: Acute administration of abuse drugs causes shorts circuits in the ventral
striatum that actives dopaminergic neurons and increases dopamine release, causing a
chemical delusion of pleasure that induces behavior repetition compulsively. Chronic use can
result in physiological changes and deregulation of the pathway, reflecting brain dysfunction.
The reward and motivation systems are redirected to the dopamine peaks caused by the
drug and its anticipatory triggers. Conclusion: Psychoactive substances act in different
ways in the human body, causing structural and physiological changes that reorganize the
nervous system’s functioning and pervert the reward system, occasionally causing chemical
dependence.

KEYWORDS: Dopamine; drugs; psychoactive substances.

11 INTRODUGAO

O cérebro humano ao receber estimulos prazerosos, emite sinais que ativam o
sistema de recompensa, circuito composto pelas principais regides sintetizadoras da
dopamina (DA) (VOLKOW et al., 1999). Esta excitagdo promove uma cascata de reacbes
que resulta na liberacdo deste neurotransmissor no nicleo accumbens, area central do
sistema de recompensa, e tem como consequéncia a sensac¢ao de plena satisfacdo, onde
o individuo sente-se recompensado e motivado a refor¢car o comportamento que induziu a
estimulagcéo dopaminérgica (VALLONE et al., 2000). Além disso os receptores de dopamina
D2 estao envolvidos em inUmeras outras fungées como a mediagéo de diferencgas individuais
na impulsividade e influéncia na locomocéo, aprendizagem baseada em recompensas e
processamento motivacional (WISE, 2004; JOHNSON; KENNY, 2010).

Os estimulos desencadeadores desta reacdo podem ser alimentos saborosos,

ambientes agradaveis ou mesmo relagdes sexuais, sendo considerados naturais, pois a
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liberacdo da dopamina é interrompida pela saciedade (MELIS et al., 2005). As substancias
psicoativas também sdo capazes de excitar o sistema de recompensa, entretanto,
diferentemente dos estimulos naturais, elas desenvolvem curtos circuitos que bloqueiam
a saciedade e promovem o aumento dos niveis de dopamina sinaptica no estriado ventral.
Dessa forma, as drogas ampliam em centenas de vezes a atividade da via mesolimbica e
a partir dos seus picos de efeitos recompensadores, formam associa¢des relacionadas ao
ressarcimento (WISE, 2004; HYMAN et al., 2006).

A sensacdo de contentamento e euforia provocada pela agdo das substancias
psicoativas sdo muito intensas e estimulam a repeticdo exacerbada do seu consumo, que
quando crénico, torna os neurbnios do sistema de recompensa cada vez mais insensiveis
a acao farmacoldgica da droga em questéo, causando assim tolerancia a dose utilizada de
forma regular e redugédo do grau de entusiasmo experimentado no passado (JOHNSON;
KENNY, 2010).

Esta acdo resulta no aumento progressivo das doses, e consequentemente
suscetibilidade do individuo tornar-se dependente pois os sistemas de recompensa e
motivagao sao reorientados para os picos de dopamina provocados pela droga em questao
e seus gatilhos antecipatérios de forma que as sensagdes de contentamento e euforia
muito intensas resultantes estimulam a repeticdo exacerbada do seu consumo (MELIS et
al., 2005).

Logo, a presente revisao sistematica da literatura teve como objetivo compreender a
relagdo entre as possiveis alteragdes no sistema de recompensa causadas pelo abuso de
drogas e como elas podem causar a dependéncia quimica nos individuos, visto que esta
condigcdo é muito prejudicial aos individuos acometidos.

21 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento da revisédo de literatura do tipo sistematica, foram utilizados
os descritores “dopamina” e “dependéncia quimica”, aplicados na base de dados PubMed
por meio do operador booleano AND. Para efetuar a busca, foi considerado como critérios
de inclusdo apenas ensaios clinicos com pacientes humanos sem distincao na data de
publicagéo.

A partir desses mecanismos de busca, foram encontrados inicialmente 540 artigos
relacionados aos descritores, dos quais 91 deles foram selecionados pelo titulo e, apos
avaliagdo do abstract e a leitura dos artigos, 12 artigos foram incluidos na sintese.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema de recompensa inicia na éarea tegumentar ventral dopaminérgica
e projeta-se para o estriado ventral que compreende predominantemente o nucleo
accumbens. As principais responsaveis pela neurotransmissdo da dopamina (DA) séo
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as proteinas neuroreceptoras especificas conhecidas como transportadoras de dopamina
(DAT) que estéo localizadas principalmente nas membranas pré-sinapticas de neurdnios
dopaminérgicos e modulam a recaptagé@o da dopamina na fenda sinaptica, agéo intimamente
e consistentemente ligada a comportamentos impulsivos pela busca de recompensa
(PESSIGLIONE et al., 2006; BUCKHOLTZ et al., 2010). A caracteristica fundamental de todas
as drogas que causam dependéncia é a capacidade de aumentar em centenas de vezes 0s
niveis de dopamina sinaptica no estriado ventral, um mecanismo especificamente envolvido
em efeitos motivadores e associados a saciedade (WISE, 2004; HYMAN et al., 2006).

Dados pré-clinicos fornecem evidéncias de que administracdo de substancias
psicoativas causa uma espécie de curto-circuito que induz a ativagdo do sistema
de recompensa envolvendo o aumento exacerbado tanto do disparo de neurbnios
dopaminérgicos na area tegumentar ventral do mesencéfalo (GESSA et al., 1985) quanto
0 aumento subsequente de dopamina liberada no estriado, especificamente no nucleo
accumbens (CHIARA et al., 1988) que provoca uma ilusao quimica de prazer (CHIARA et
al., 1988; WISE et al., 1995). Acredita-se que uso cronico de drogas de abuso leva a uma
série de anormalidades biol6gicas documentadas através de métodos comportamentais,
eletrofisiolégicos, bioquimicos e morfolégicos, que apontam para uma fisiologia cerebral
alterada (KISH et al., 2001). A principal delas é a downregulation de transportadores e
receptores de dopamina que resulta na desregulagéo das fungdes dessas proteinas (SHI et
al., 2008), diminuicdo da atividade espontanea (RASMUSSEN; CZACHURA, 1995; DIANA
et al., 1992a) e sensibilizagdo dos neurdnios (BRODIE, 2002).

A maioria das substancias psicoativas como etanol morfina e canabin6ides aumenta
a atividade neurologica (DIANA et al., 1998a; GESSA et al., 1985; GYSLING; WANG, 1983;
MATTHEWS; GERMAN, 1984; MELIS et al., 2000; MEREU et al., 1987). Psicoestimulantes,
como a cocaina e as anfetaminas através da inibicdo dos receptores de DA, diminuem
a atividade neuronal, e bloqueiam a recaptacédo da dopamina, aumentando assim sua
liberacéo e ativando mecanismos de feedback que atuam como um sinal prazeroso ao
cérebro (EINHORN et al., 1988; SHI et al., 2000). As anfetaminas sédo preferencialmente
liberadores de dopamina, entretanto podem bloquear e reverter as proteinas transportadoras
como a cocaina, o que leva a um aumento da dopamina extracelular que por sua vez,
ativam os receptores D2 (LACEY et al., 1990b; MERCURI et al., 1992; Sonders et al.,
1997), diferentemente das anteriores a nicotina ativa e dessensibiliza rapidamente os
neurdnios dopaminérgicos (PICCIOTTO et al., 1998).

Esses resultados sugerem que, em humanos, a desregulacdo na transmisséo
da dopamina é semelhante em diferentes vicios, mas a correlagéo entre neuroquimica
e comportamento de procura as drogas parece variar de acordo com a substancia de
abuso. A reducdo dos terminais dopaminérgicos do estriado envolvidos nos processos
de liberagéo e inibicdo (PICCIOTTO et al., 1998), e consequente diminui¢do significativa
da disponibilidade dos transportadores de dopamina causada por o uso cronico de
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estimulantes, como a heroina, metanfetamina e cocaina refletem as mudancas adaptativas
e a disfuncdo grave dos neurénios dopaminérgicos (FLECKENSTEIN et al. 2000; VOLKOW
et al. 2001; WILSON et al. 1996; MCCANN et al. 2008).

A leséo do sistema de transmissé@o da DA pode ter implica¢des para a experiéncia
de prazer e recompensa, levando a um estado de depresséo ou ansiedade, que pode ser
um fator de vulnerabilidade para o desenvolvimento da dependéncia e recaida (GERRA
et al. 2000; VOLKOW et al. 2006; ZIJLSTRA et al. 2008). Uma hipétese alternativa
pressupde que a estimulagdo dopaminérgica ndo promove 0 prazer em si ou 0 gosto de
uma recompensa, mas sim media a falta dela sugerindo que a disfuncédo dopaminérgica
estd associada a incapacidade de ser motivada por estimulos considerados naturais que
indicam recompensa (KISH et al. 2001).

Em relagéo as ac¢oes produzidas pelos psicoestimulantes, muita atencéo tem focado
no fato de que suas propriedades recompensadoras e reforcadoras ocorrem principalmente
através da modulacao da transmissé@o da dopamina através de uma interferéncia nos seus
transportadores (RITZ et al, 1987; SEIDEN et al. 1993; WISE, 1996a; WISE, 1996b). Ao
alterar a quantidade de entradas excitatorias e inibitérias do neurénio dopaminérgico,
a substancia psicoativa influencia a excitabilidade neuronal e, portanto, as acoes
comportamentais do préprio neurdnio (MELIS et al. 2005).

A retirada aguda de substancias psicoativas apdés a administragdo prolongada
provoca um profundo declinio na taxa de atividade dos neurénios dopaminérgicos da area
tegumentar ventral conhecido como estado hipodopaminérgico (DIANA et al., 1995a).
Esta diminuicéo reflete alteragcdes tanto na inibicdo quanto nas entradas excitatorias dos
receptores dessas células (DIANA et al., 1999) modificagdes que resultam na desregulacdo
da liberagdo de moléculas fundamentais ao funcionamento do sistema de recompensa
(MANZONI e WILLIAMS,1999). Este estado hipodopaminérgico acompanhando de fases
agudas de abstinéncia refletem alteracbes de propriedades intrinsecas de mecanismos
regulatérios modificados por um regime crénico de drogas e divulgados pela retirada
delas (BONCI; WILLIAMS, 1997; MANZONI; WILLIAMS,1999; DIANA TEPPER, 2002;
PULVIRENTI; DIANA, 2001).

A hipoatividade apresentada pelas células dopaminérgicas, observadas apds
interrupgéo abrupta de substancias psicoativas administrada de forma cronica, correlaciona-
se bem com uma redugdo dos niveis de dopamina extracelular no nicleo accumbens e
pode representar a base neural da disforia, caracterizada pela ansiedade, depresséo e
inquietude (FADDA e ROSSETTI,1998; Rossetti et al., 1992a). Curiosamente, o estado
hipodopaminérgico supera os sinais fisicos de abstinéncia (BAILEY et al., 2001; DIANA et
al., 1996) e pode ser terminado pela administracao da prépria droga (DIANA et al., 1993b)
caracterizando-se assim como parte de um ciclo de dependéncia onde a administracéo
cronica de determinada substancia psicoativa causa uma espécie de curto-circuito que ativa
0s neurdnios dopaminérgicos e aumenta a liberacdo da dopamina estriatal provocando
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uma ilusdo quimica e induz o individuo a repetir o consumo da droga compulsivamente.
O sistema de recompensa reduz sua atividade sob circunsténcias que imitam a &nsia ou
desejo pela substancia psicoativa que o proporciona prazer e direciona o comportamento
para a busca e obteng¢do da molécula desejada, perpetuando assim o ciclo da dependéncia
(MELIS et al. 2005).

41 CONCLUSAO

A dependéncia de drogas € uma desordem cerebral causada pelo uso repetitivo de
substancias quimicas que alteram o funcionamento do sistema nervoso central. Os efeitos
recompensadores proporcionados pelas drogas de abuso estdo associados a ativacao
do sistema mesolimbico e a liberacdo da dopamina no nucleo accumbens, entretanto,
a estimulacdo dopaminérgica nao promove o prazer ou o gosto de recompensa, mas
sim media a falta dela e sugere que a disfungdo da via mesolimbica esta4 associada a
incapacidade de motivacéao através estimulos considerados naturais.

Esta situacao reflete uma disfungédo no cérebro, pois os sistemas de recompensa
e motivacdo apresentam reorientacdo a picos de dopamina provocados pela droga e
seus gatilhos antecipatorios onde a atengdo do individuo se volta apenas para o prazer
imediato. A insipidez afetiva pode resultar da falta de resposta emocional em relagéo aos
estimulos indicadores de recompensa, ou seja, pacientes com disfuncdo dopaminérgica
nao sdo incapazes de sentir prazer, mas podem falhar ao serem motivados por estimulos
ambientais.

Apesar de agirem de formas diferentes no corpo humano, as drogas diretamente ou
ndo, causam modificagdes no funcionamento do sistema nervoso. Portanto, a dependéncia
de drogas esta associada a alteragcdes na neurotransmissao cerebral e o abuso delas
sejam licitas ou ndo, pode causar alteragbes no sistema de liberagdo da dopamina e
consequentemente perversdo do sistema de recompensa, ocasionalmente causando a
dependéncia quimica.
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RESUMO: A frequéncia de infeccbes causadas
por bactérias multirresistentes é cada vez mais
preocupante trazendo problemas para a&rea
da Saude e economia. Além da resisténcia ao
antimicrobiano, as bactérias também possuem
outros mecanismos de defesa como, por exemplo,
o biofilme que aumenta a permanéncia da bactéria
em um ambiente, e impede a agcdo de alguns
antibacterianos. Nesse contexto, a busca por
novos antimicrobianos tornou-se extremamente
importante para solucionar esse problema, e
alguns compostos como nanoparticulas e 6leos
essenciais se mostram efetivos para esse fim.
Portanto, o objetivo do trabalho foi desenvolver
desinfetantes contendo 6leo essencial de
orégano e nanoparticulas de prata (AgNP) para
atuarem contra bactérias em biofilmes maduros.
No estudo foram utilizadas cepas bacterianas de
Escherichia colie Staphylococcus aureus. Foram
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realizados ensaios de curva de tempo-morte e viabilidade bacteriana em biofilme maduro,
ambos para avaliar a atividade antibacteriana dos desinfetantes produzidos. A curva de
sobrevivéncia mostrou que ambos os desinfetantes tiveram acéo bactericida, sendo que o
6leo essencial de orégano precisou de poucos segundos, e as AgNPs apenas minutos para
eliminar as bactérias testadas. O ensaio de viabilidade celular em biofilme formado mostrou
uma grande eficiéncia contra E. coli, com 97 a 99% de eficacia em inviabilizar as células
bacterianas nos tempos de 15 e 30 minutos, e para S. aureus a eficacia variou de 85 a 92%,
sendo menor em comparagao com E. coli. Esses resultados mostram que os desinfetantes
testados possuem potencial para eliminagéo de bactérias em biofilme maduro.

PALAVRAS - CHAVE: Desinfecgao, bactérias, resisténcia, nanoprata, orégano.

BACTERIAL ANTIBIOFILM ACTIVITY DISINFECTANTS

ABSTRACT: The frequency of infections caused by multidrug-resistant bacteria is of
increasing concern, causing problems for many areas. In addition to antimicrobial resistance,
bacteria also have other defense mechanisms, such as biofilm, which increases the bacteria
stay at a environment and prevents the action of some antibacterial. In this context, the search
for new antimicrobials has become extremely important to solve this problem, and some
compounds such as nanoparticles and essential oils are effective for this purpose. Therefore,
the objective of the this work was to develop disinfectants containing oregano essential oil and
silver nanoparticles (AgNP) to act against bacteria in mature biofilms. In the study, Escherichia
coliand Staphylococcus aureus strains were used. Time-kill curve assay and bacterial viability
assays were performed on mature biofilm, both to evaluate the antibacterial activity of the
disinfectants. The results of the time-kill assay showed that both disinfectants had bactericidal
action, being that the oregano essential oil needed few seconds, and the AgNP just minutes to
eliminate the tested bacteria. The cell viability assay in formed biofilm showed great efficiency
against E. coli, with 97 to 99% of effectiveness in making bacterial cells unfeasible between
15 and 30 minutes, and for S. aureus the efficacy varied from 85 to 92%, being lower in
comparison to E. coli. These results show that the tested disinfectants have the potential to
eliminate bacteria in the mature biofilm.

KEYWORDS: Disinfection, bacteria, resistance, nanosilver, oreganum.

11 INTRODUGAO

O ambiente hospitalar estéa relacionado diretamente com as infec¢bes hospitalares,
0 ar e as superficies estdo suscetiveis a microrganismos potencialmente infecciosos,
principalmente nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), que podem se tornar reservatoérios
desses microrganismos (ANDRADE et al., 2000). Também, h& bactérias formadoras de
biofilme que aumentam a preocupacéao de infeccdes no ambiente hospitalar, principalmente
em pacientes com proteses e cateteres. Ja que o biofilme & um fator de viruléncia que
confere ao microrganismo protecéo contra agente nocivos para ele, e pode se formar em
superficies abibticas como as ja descritas (DEL POZO, 2018).

Relacionando isso a utilizagdo aumentada de antimicrobianos, e a nédo pratica de
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higienizagdo correta do local ou dos profissionais de salde, ha uma emergéncia de cepas
multirresistentes no ambiente hospitalar (ANVISA, 2007).

A resisténcia aos antimicrobianos (AMR) é a habilidade de um microrganismo em
resistir a acdo de um ou mais agentes antimicrobianos. Os niveis crescentes de resisténcia
a grupos de antimicrobianos séo relatadas em muitas partes do mundo, isso € uma séria
ameaca para pacientes e para o publico como um todo. (ECDC, 2017).

Segundo Cassini et al (2019), estima-se que infecgbes causadas por bactérias
resistentes aos antibidticos sdo responsaveis por aproximadamente 33.000 mortes anuais.

Dentre essas bactérias multirresistentes se destacam entre as Gram-positivas:
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp; e entre as Gram-negativas: Enterobactérias
(exceto Salmonella e Shigella), Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (CASSINI
et al.,, 2019).

Como grande destaque temos Escherichia coli, bactéria Gram-negativa encontrada
normalmente na microbiota intestinal de animais de sangue quente, no entanto, algumas
cepas podem ser patdgenas, sendo a maior causa de doencas infecciosas em humanos,
além de ser a maior responsavel por infec¢des no trato urinario.

Outra espécie importante é S. aureus, bactéria Gram-positiva pode ser encontrada
como microbiota residente na pele e fossas nasais, no entanto, também existem cepas
patogénicas que podem causar diversos tipos de infecgbes, sendo um patdgeno
frequentemente hospitalar causando infeccbes na pele, pneumonia, osteomielite,
endocardite e meningite (CASTRO et al., 2016).

Além dos microrganismos citados ha uma variedade de outros que possuem
resisténcia e/ou estdo adquirindo resisténcias devido ao uso acentuado de antimicrobianos.

Devido a esses fatores medidas para controlar a disseminagéo dessas bactérias sao
de grande relevancia. Uma importante agéo para reduzir essa disseminagao é por meio
de uma desinfecgéo efetiva do ambiente, superficies e materiais utilizados nos hospitais.
O desinfetante é bastante utilizado nas areas alimenticia e médica, devido a seu grande
efeito antimicrobiano contra bactérias, fungos e virus em suas formas vegetativas, sendo
Util na eliminacdo de microrganismos que sintetizam biofilme como forma de resisténcia
(DOS REIS et al., 2011).

Os principais agentes desinfetantes sdo: alcool, cloro e quaternario de aménia. O
alcool é um reagente acessivel e barato, no entanto possui alta volatilidade e ndo protege
as superficies em que é aplicado além de ser extremamente inflamavel e, portanto, perigoso
(BOYCE, 2018).

Os desinfetantes com cloro sdo muito utilizados, principalmente o hipoclorito por
ser barato e ter um espectro de acao grande, porém requer cuidados em sua manipulagéo
podendo causar irritagdes na pele e mucosas (SONG; VOSSEBEIN; ZILLE, 2019).

Compostos de quaternario de aménia sdo comumente utilizados como desinfetantes
por possuirem boa ac¢éo biocida e desodorizante, além de possuir acdo contra biofilmes.
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Assim como os compostos de cloro, o quaternario de aménia pode ser toxico para quem
0 manipula causando irritacoes e até queimaduras (SONG; VOSSEBEIN; ZILLE, 2019).

Alguns compostos de origem natural possuem potencial desinfetante, entre as
alternativas se destacam o 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L) e nanoparticulas
de prata (AgNP). O dleo essencial de orégano apresenta uma grande acao antimicrobiana
devido ao seu alto teor de compostos fenélicos (VASCONCELOS et al., 2019). Apesar de
sua acdo antimicrobiana ser muito reportada ainda néo se sabe o real mecanismo de acéo
contra os microrganismos (BOTRE et al., 2010).

Ja as AgNPs mostram CIM (concentracéo inibitéria minima) menor e atividade
antimicrobiana mais duradoura quando comparada a desinfetantes comuns como hipoclorito
de sédio e fenol (CHAMAKURA, 2011).

Alimpeza e a desinfec¢@o sao consideradas como principais métodos de prevencéo
de doengas e infecgbes, e como muitos microrganismos ja apresentam resisténcia contra
desinfetantes e antissépticos utilizados atualmente, é necessario a produgdo de novos
produtos com novos agentes antimicrobianos. Isso faz com que a pesquisa com 6leo de
orégano juntamente com nanoparticulas para criagdo de desinfetantes seja uma alternativa
para tal problema, portanto o objetivo do trabalho foi verificar a acdo de desinfetantes com
tais compostos contra biofilmes formados.

21 MATERIAL E METODOS

Desinfetante

Os desinfetantes foram formulados no departamento de ciéncias Farmacéuticas do
Centro de Ciéncias da Saude na UEL.

Foram produzidos desinfetantes liquidos com as seguintes composicdes: 6leo de
orégano a 1% com a base do desinfetante, nanoparticulas de prata a 1mM com a base do
desinfetante e associacéo do éleo de orégano com nanoparticulas de prata e a base. Todos
com concentragdes fixas.

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922, cedidas pelo Laboratorio de Bacteriologia Basica e Aplicada do Departamento
de Microbiologia da UEL. As amostras foram estocadas em Brain Heart Infusion (BHI -
Difco®) contendo 20% de glicerol, a — 80°C.

Avaliacao da atividade antibacteriana dos desinfetantes

Curva de sobrevivéncia

Foirealizada a constru¢éo de uma curva de acordo com a taxa de morte de Escherichia
coli em funcdo do tempo de cultivo, através da contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC), na presenca e auséncia dos compostos. A cultura bacteriana foi crescida
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em meio Muller-Hinton (MH) agar (Difco®) a 37°C, durante 18-24 horas. A cultura foi diluida
em salina esterilizada (NaCl a 0,85%) até atingir a escala 0,5 de McFarland, o que equivale
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml. Em seguida, as culturas foram diluidas em salina para
se obter 5 x10% UFC/ml. Apos este procedimento, os compostos foram adicionados a cultura
bacteriana. A nova cultura foi entdo cultivada a 37°C na presencga dos compostos. Aliquotas
foram retiradas em diferentes tempos de cultivo (0, 10, 30 e 120 minutos), plagueadas em
agar MH, para a determinacdo da UFC. Uma curva de sobrevivéncia foi construida com
numero de UFC em funcéo do tempo de incubagéo.

Avaliacao da atividade antibiofilme

Para a formagéo do biofilme de E. coli foi feito o cultivo da bactéria em meio Luria-
Bertani (LB - Difco®) e incubado a 37°C. No dia seguinte foram utilizadas microplacas de
poliestireno de 96 pogos (Kasvi). Nos pocos foram adicionados 200 ul de meio DMEM com
0,46% de glicose, apos isso foram adicionados aos pogos 5 pl do meio LB cultivado. A
microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas em estufa bacteriologica. Apds a incubacéo,
todos os pogos foram lavados 3 vezes com tampéo fosfato salino (PBS) 0,1M pH 7,4 e
foram adicionados os desinfetantes (WAKIMOTO et al., 2004). A microplaca foi incubada
novamente a 37°C por 15 e 30 minutos. Ap6s a incubagdo, a microplaca foi lavada
novamente com PBS (3 vezes).

Para a formacgéo de biofilme de S. aureus foi utilizada o protocolo Stepanovic et al.
(2007).

A quantificagé@o da viabilidade bacteriana foi realizada pelo método de MTT {brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, no qual foram adicionados nos pocos
200 ul de MTT a 0,5 mg/ml (FREIMOSER et al., 1999), a placa foi incubada por 2 horas,
apos esse periodo o MTT foi descartado e entdo foi adicionado solvente deixado por 15

minutos e realizado a leitura em espectrofotémetro a 570 nm.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de sobrevivéncia podem ser vistas nas figuras 1 e 2 para E. colie S.
aureus, respectivamente. No grafico da figura 1, é possivel observar que o desinfetante com
6leo de orégano e com AgNP apresentaram acdo contra E. colilevando a concentragéo de
UFC/ml a 0 nos tempos de 30 segundos e 10 minutos respectivamente, evidenciando acao
bactericida em ambos desinfetantes.

No grafico da figura 2, o desinfetante com 6leo de orégano teve seu efeito
instantaneamente, enquanto o desinfetante com AgNP teve ac&o no tempo de 30 minutos,
ambos contra S. aureus. Esses dados sugerem que o desinfetante com 6leo essencial
de orégano elimina ambas as bactérias testadas em questdo de segundos. Em relacéo
ao desinfetante com AgNP, ele possui agcdo mais tardia precisando de cerca de 10 a 30
minutos para exercer seu efeito bactericida. As curvas de sobrevivéncia de ambas as
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bactérias mostram que os desinfetantes exerceram atividade antibacteriana em questéo
de segundos a minutos, o que € preferivel, ja que o papel do desinfetante & promover a

desinfec¢@o do ambiente em menor tempo possivel.
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Figura 1: Curva de sobrevivéncia de E. coli.

Fonte: Proprio autor
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia S. aureus.

Fonte: Proprio autor

Os resultados obtidos no teste do biofilme para viabilidade celular estao nas figuras
3 e 4, a eficiéncia dos desinfetantes estdo nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Biofilmes podem ser definidos como formas organizadas e complexas de comunidade
microbiana embebidas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares e séo
aderidas a superficies bidticas ou abioticas (FLEMMING et al., 2016).

No gréfico da figura 5 pode-se analisar que a viabilidade celular de E. coliem biofilme
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maduro contra os compostos nos tempos de 15 e 60 minutos variaram de 97 a 99 % de
eficacia, sendo que a melhor agéo foi do desinfetante com AgNp no tempo de 15 minutos
com eficacia de 99,3 %. Eficacia é a porcentagem de células bacterianas eliminadas pelo

desinfetante em relacdo as bactérias nao tratadas.

Em relacéo a viabilidade de S. aureus, ela foi maior do que a de E. coli, ou seja, as

eficacias dos compostos foram menores para S. aureus sendo que a maior eficiéncia para

essa bactéria foi a do composto com 6leo de orégano tendo 92% de eficacia.
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Figura 3: Viabilidade celular de E. coli em biofilme para os compostos testados.

Fonte: Proprio autor
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Figura 4: Viabilidade celular de S. aureus em biofilme para os compostos testados.

Fonte: Proprio autor
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COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)

Controle (sem antimicrobiano) 3,045 0
Desinfetante base 1,981 34,93488016
Desinfetante quaternario de aménia 0,0853 97,1982051
Desinfetante ¢/ AgNP 0,0356 98,82893729
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,0546 98,20510014

Tabela 1: Teste de viabilidade celular para E. coli durante 60 minutos de exposi¢ao.

Fonte: Proprio autor

COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)
Controle (sem antimicrobiano) 3,281 0
Desinfetante base 1,882 4262494921
Desinfetante quaternario de aménia 0,151 95,39821211
Desinfetante c/ AgNP 0,021 99,36001625
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,085 97,38927265

Tabela 2: Teste de viabilidade celular para E. coli durante 15 minutos de exposic¢ao.

Fonte: Proprio autor

COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)
Positivo 1,506 0
Desinfetante base 0,944 37,275
Desinfetante quaternario de amoénia 0,007 99,534
Desinfetante c/ AgNp 0,224 85,116
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,332 77,940

Tabela 3: Teste de viabilidade celular para S. aureus durante 15 minutos de exposi¢ao.

Fonte: Proprio autor

COMPOSTO ABSORBANCIA EFICIENCIA (%)
Controle (sem antimicrobiano) 2,029 0
Desinfetante base 1,453 28,388
Desinfetante quaternario de aménia 0,009 99,556
Desinfetante c/ AgNp 0,194 90,438
Desinfetante c/ 6leo de orégano 0,161 92,065

Tabela 4: Teste de viabilidade celular S. aureus durante 60 minutos de exposi¢éo

Fonte: Proprio autor

41 CONCLUSAO

Os desinfetantes produzidos mostraram potencial para promover a inviabilidade
celular em biofilmes maduros, no entanto ainda € necesséario que se testem diferentes
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concentragdes dos produtos para melhor custo beneficio.
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RESUMO: Diante da transformacao atual, hoje, os
individuos dessa era sdo conhecidos pelo termo
nativos digitais, haja vista que estéo inseridos em
um mundo onde tudo que se faz é por meio de
tecnologia. O ensino-aprendizado também passa
por mudancas, e cabem as Instituicbes de ensino
acompanha-las com aplicacdoes de metodologias
ativas. Com essa finalidade, esse artigo traz as
aplicacdes desse ensino multimodal na disciplina
de Histologia e Embriologia Oral, com énfase
nos objetivos e resultados dessas atividades. A
referida disciplina consta de 45 horas praticas, nas
quais os alunos sao distribuidos em 2 subturmas.
Todos os procedimentos foram realizados com
todos os discentes integralmente. Dispomos de
laboratérioslocalizados no Centro de Biociéncias
com um numerode microscopios suficientespara
todos envolvidos na disciplina. Durante o
exercicio de monitoria das aulas praticas,
destinadas ao curso de Odontologia (diurno),
foram utilizadas as seguintes metodologias:
elaboracéo de desenhos histoldgicos (avaliagao
processual) com debate individual (monitor/
aluno); discussdes de casos clinicos (permitindo
a interdisciplinaridade dos assuntos abordados),
e dinamicas em grupo, jogos virtuais e interacao
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coletiva em redes sociais.Observou-se que através da aplicacdo de metodologias ativas,
houve melhor desempenho académico dos discentes, aumento da participagdo/cooperagao
durante as aulas, maior interesse nas aplicagdes clinicas e 6timo relacionamento monitor-
aluno. Também se torna claro que algumas técnicas podem ser transpostas para o ensino a
distancia.

PALAVRA - CHAVE: Metodologia ativa; ensino; histologia; Tecnologia da Informacéo e
Comunicacéo.

ACTIVE METHODOLOGIES IN THE PRESENTIAL TEACHING OF THE
DISCIPLINE HISTOLOGY AND ORAL EMBRYOLOGY: EXPERIENCE REPORT

ABSTRACT: Faced with the current transformation, today, individuals of that era are known
by the term digital natives, given that they are inserted in a world where everything that is
done is through technology. Teaching and learning also undergoes changes, and it is up to
the educational institutions to accompany them with applications of active methodologies. To
this end, this article presents the applications of this multimodal teaching in the discipline of
Histology and Oral Embryology, with emphasis on the objectives and results of these activities.
This discipline consists of 45 practical hours, in which students are divided into 2 sub-classes.
All procedures were carried out with all students in full. We have laboratories located in the
Biosciences Center with a sufficient number of microscopes for everyone involved in the
discipline. During the exercise of monitoring the practical classes, destined to the Dentistry
course (daytime), the following methodologies were used: elaboration of histological drawings
(procedural evaluation) with individual debate (monitor / student); discussions of clinical cases
(allowing the interdisciplinarity of the subjects covered), and group dynamics, virtual games
and collective interaction on social networks. It was observed that through the application of
active methodologies, there was a better academic performance of the students, an increase
in participation / cooperation during classes, greater interest in clinical applications and an
excellent student-monitor relationship. It is also clear that some techniques can be transposed
to distance learning.

KEYWORDS: Active methodology; teaching; histology; Informationand communication
technology.

11 INTRODUGAO

A humanidade passa por um momento de intensa transformacéo tecnoldgica e
informacional denominado Era Digital® de forma que os individuos que nasceram a partir de
1990 sdo conhecidos pelo termo nativos digitais *.

Os nativos digitais estao inseridos no mundo em que as Tecnologias da Informacéo e
Comunicacao-TIC séo cotidianamente usadas para a navegacao da internet.As Tecnologias
da Informacdo e Comunicacdo (computador, internet, tablet e smartphone) podem ser
utilizadas para fins didaticos quando adicionado a ferramentas e softwareseducacionais
como a utilizagédo de aplicativos e jogos pedagogicos 2.

Nesse contexto, infere-se que cabe as Instituicbes de ensino acompanhar tais
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avangos com aplicacdo de metodologias ativas no processo ensino-aprendizado a fim de
melhor atender as novas demandas de vivéncia em sociedade °.

Para isso, faz-se necessario o uso de elementos multimodais, como a gamificacao,
estudo de casos clinicos, atividades ilustrativas, pois sao ferramentas que motivam o
estudante e o leva a bons resultados pessoais e profissionais®. Com essa finalidade, o
programa de monitoria pode programar essa estratégia, tendo em vista que os monitores-
alunos fazem parte da geragéo Nativa Digitail .

Assim, o presente artigo tem por objetivo demonstrar a insercdo de metodologias
ativas durante as aulas praticas no ensino da disciplina de Histologia e Embriologia Oral da
Universidade Federal de Pernambuco destinada aos alunos do 3° periodo de Odontologia.

21 METODOLOGIA

A disciplina Histologia e Embriologia Oral é ofertada na Universidade Federal de
Pernambuco para os alunos de Odontologia do 3° periodo. Possui a dinamica de aulas
tedrico-praticas existindo sub-turmas durante as aulas praticas nos laboratérios.

As metodologias aplicadas tiveram como objetivo capacitar os alunos acerca dos
tecidos da cavidade oral e do sistema estomatognatico relacionados a atividade odontologica,
promover a capacidade de identificacdo através de microscopicos, fotomicrografias e a
caracterizagéo histofuncional dos tecidos e elementos celulares apresentados nas aulas
teorico-praticas.

As aulas teoricas tém uma carga horaria total de 30 horas administradas no Niate
do Centro de Ciéncias de Salde, enquanto a pratica excede chegando ao total de 45 horas
aula realizadano laboratério do Centro de Biociéncia.

Diante dos efeitos positivos retratados sobre a utilizagéo de elementos multimodais
nas aulas praticas de disciplinas da area de saude, houve um grande interesse pelas
monitoras de adicionar novos métodos didaticos, utilizando as Tecnologias da Informacao
e Comunicagao e programar uma atividade que os discentes pudessem ter contato maior
com o processo de obtengéo das preparacgoes histologicas de amostras de dentes.

Com isso, atualmente é realizado seis formas distintas de metodologia ativas nas
aulas préticas diurno, sendo cada destinada a estimular cognitivamente o aprendizado:
ficha de desenhos histologicos, estudo de casos clinicos, andlise de preparagbes
histolégicas com uso de microscépicos, elabora¢éo de material dentéario para fixagdo em
laminas (preparacgdes histologicas), gamificagcdo e interagdo aluno/monitor por meio de
redes sociais.
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Contetido programatico da disciplina Histologia e Embriologia Oral

Desenvolvimento Cranio Facial Esmalte
Odontogénese Periodonto de protegdc
Rizogénese Periodonto de insergdo
Exfoliagdo dentaria Mucosa oral
Histogénese Glandulas salivares maiores
Complexo dentinc-polpa Complexo tempore Mandibular

Tabela 1- Ementa da Disciplina Histologia e Embriologia oral

Fonte: Ementa Histologia e Embriologia Oral da UFPE

Metodos ativos do ensinc-aprendizagem

Ficha de desenhos histolégicos Material para fixagdo em laminas
Uso de microscopicos Gamificagdo.
Estudo de Casos Clinicos Interagdo em redes sociais

Tabela 2- Metodologia ativa aplicada na disciplina Histologia e Embriologia Oral

Fonte: Material coletado da disciplina

31 RESULTADO E DISCUSSAO
Metodologias ativas nas aulas préticas de Histologia e Embriologia Oral
3.1 Ficha de desenhos histoldgicos

Essa metodologia ativa consiste em desenhar os tecidos de estudo visualizados
por meio do microscopico. Os discentes com essa atividade reforcam o conteddo sobre as
estruturas mencionadas na aula teérica e estimulam partes cerebrais diferentes.

A corregdo é feita durantes as aulas pelas monitoras corrigindo os desenhos
e interagindo a tirar dividas com os alunos, como mostrado na imagem seguinte. E

considerada uma avaliagéo processual do aluno.
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Imagem I- Desenhos histolégicos

Fonte: Material coletado na disciplina

3.2 Microscoépicos

O uso do microscopico € essencial e pode ser considerada outra metodologia ativa.
O discente tem a oportunidade de ter um contato maior com o contetdo estudado nas
aulas tedricas, visualizando em diferentes graus de aumento, as estruturas e células nas
preparacoes histolégicas de forma que o aprendizado se torna mais completo e unificado.

3.3 Estudo de casos clinicos

Com a finalidade de contextualizar e tornar interdisciplinar os estudos de histologia
e embriologia oral foi discutido casos clinicos de maneira que os discentes visualizassem a
importancia do conhecimento teérico-pratico da disciplina bem como motiva-los.
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Estuco : Caso Clinice

Imagem Il - Estudo de caso clinico durante aula préatica

Fonte: Arquivo préprio

3.4 Atividade exira

Com o objetivo de envolver mais os discentes e inseri-los na disciplina, criamos uma
atividade extra. Os alunos foram divididos em grupos e cada um desses grupos recebeu
um elemento dental para realizar a reducdo da estrutura (polimento). Assim, realizando a
primeira etapa necessaria para fixacdo do material nas laminas. Posteriormente, os alunos
enviaram o material para a fixacdo no laboratério da UFPE e ap0s essa etapa, na aula
pratica verificaram os tecidos dentais.

Imagem Il - Elemento dental Imagem IV - Elemento dental
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Imagem V- Elemento dental polido Imagem VI - Elemento dental polido

Imagem VII - Tecido dental na lamina Imagem VIII - esmalte e dentina

Imagem IX- esmalte e dentina Imagem X - dentina e cemento

Fonte: Material coletado na disciplina
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3.5 Gamificacéo

Durante a aula pratica de revisdo as monitoras elaboraram uma dindmica com o0s
alunos, assim optando por uma metodologia ativa usando a ferramenta TIC em sala. Dividiu-
se a turma em trés grupos e cada grupo acessou com os smartphone o aplicativo Kahoot.
Por meio desse aplicativo, os grupos responderam as perguntas transmitidas ao mesmo
tempo pelo projeto no quadro. A finalidade dessa atividade foi criar uma revisao alternativa
que propiciasse aos discentes um conforto e prazer durante as revisdes praticas. Ao final,
0 grupo que obteve a maior quantidade de respostas certas foi premiado.

Y./ [/

Coda quastiio

Imagem XI- Elaboragéo do jogo virtual (Monitora) Imagem XII- Jogo virtual

Fonte: Arquivo proprio Fonte: Arquivo proprio

3.6 Interacao por meio de redes sociais

Diante da difusdo crescente das redes sociais, as monitoras da disciplina visando
interagir e tirar dividas dos alunos criou-se um meio adicional de comunicagao por meio da
formagéo de grupo nas redes sociais.

Sendo assim, as metodologias ativas sédo ferramentas cada vez mais utilizadas nas
aulas praticas porque validam o ensino, motivam os alunos e contribuem a um melhor
desempenho.

Em nossa disciplina de Histologia e Embriologia Oral 100% dos discentes realizaram
os desenhos histologicos obtendo um excelente feedback, todavia, 15% desses estudantes
considera que esta ferramenta sozinha néo é suficiente para a aprendizagem dos conteudos.

Também, todos os discentes participaram ativamente das discussdes dos casos
clinicos pois consideravam uma atividade essencial, semelhantemente aos resultados de
Limbergue (2013), pois houve essa mesma afirmac¢do dos estudos sobre a aplicacéo de
casos clinicos.

A revisdo no formato de jogo virtual estimou os alunos na competitividade, por
conseguinte a proatividade. Sobre a gamificagédo 96 % dos estudantes da disciplina referem-
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se que utilizagéo dos jogos eletronicos contribui para o bom desempenho académico, assim
como elenca as pesquisas de Meireles e Bonifacio (2015).

Além disso, a atividade do material da fixacdo do elemento dental foi vista
positivamente para os alunos e consideram as praticas com os microscépicos e a troca
de informacdes pelas redes sociais ferramentas indispenséavel para um bom resultado na
disciplina de Histologia e Embriologia Oral.

CONCLUSAO

Evidencia-se, portanto, que através da aplicacdo de metodologias ativas com a
utilizacdo de Tecnologias da Informacdo e Comunicagdo os discentes da disciplina de
Histologia e Embriologia Oral desempenharam um melhor resultado académico concernente
aos critérios de participacao e cooperacao durante as aulas, maior interesse nas aplicagcoes
clinicas e 6timo relacionamento monitor-aluno.

Portanto, conclui-se que com a utilizagdo de metodologias ativas nas aulas teorico-
praticas ha uma maximizagdao do ensino-aprendizagem. S&o técnicas simples e que se
bem conduzidas podem ser traduzidas por outros veiculos e transpostas para o ensino a
distancia também.
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