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APRESENTACAO

A Obra “A pesquisa em ciéncias biolégicas: Desafios atuais e perspectivas futuras
3”, traz ao leitor vinte artigos de relevada importancia na area de ciéncias bioldgicas. O
Foco principal desta obra é a discurséo e divulgagéo cientifica de pesquisas nacionais,
englobando as diferentes areas de atuagéo da biologia.

E indubitavelmente evidente o avanco cientifico nesta area, o que aumenta a
importancia e a necessidade de atualizagdo e consolidacdo de conceitos, técnicas,
procedimentos e temas.

As pesquisas estdo divulgadas na forma de artigos originais e de revisdes nos
diferentes campos dentro das Ciéncias Bioldgicas suas subdivisbes ou conexdes. Portanto,
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia,
Patologia e Ecologia. Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao
paciente a pesquisa basica.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e
estudantes pertencentes as Ciéncias Biologicas e suas interfaces ou areas afins. Entretanto,
€ uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela
area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informagéo cientifica de
maneira clara e efetiva, em portugués, linguagem acessivel, concisa e didatica, atraindo a
atencéo do leitor, independente se seu interesse é académico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciéncias biologicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”,
traz publicagdes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura
adequada, propicia e confiavel para a divulgacgéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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METASTASE

RESUMO: O cancer é um crescimento
descontrolado das células onde ocorre um
conjunto de vérias falhas acumuladas ao
longo de anos levando um descontrole do ciclo
celular. O desenvolvimento do céncer fornece
as células mutantes vantagens proliferativas e
de sobrevivéncia. Uma das caracteristicas mais
marcantes do tumor soélido é a hipoxia, que atua
como um selecionador de células mutantes para
melhor adaptacdo em um ambiente indspito.
Neste cenario de hip6xia, tumores malignos
secretam sinais ativando uma potente proteina
heterodimerica, o Fator-1 Induzido por Hipoxia
(HIF-1), responsavel por controlar esse feedback
celular em frente a hipéxia. Portanto, as células
cancerigenas utilizam o HIF-1 como mecanismo
de sobrevivéncia a hipbxia e a falta de nutrientes.
O proposito deste trabalho é investigar qual
0 papel do HIF-1 nos tumores soélidos e qual a
sua relagdo com a metastase, pois no cancer de
tumor sélido o HIF -1 é regulado, principalmente,
pela hipdxia tumoral, que levara a estabilizacao
dessa proteina, fazendo com que seja expressa
e ativada, para assim poder atuar. Conforme
a necessidade, podera vir a regular e a mediar
diversos genes para sobrevivéncia, crescimento
e, por fim, possa sofrer metastase. Levando
a concluir que o HIF-1 medeia o crescimento
tumoral, levando-os a alcancar o0s vasos
sanguineos de tecidos proximos, por meio da
angiogénese, atingindo a circulagdo, e assim
ocorra a metastase. E por estar envolvido
coordenando diversos genes da cadeia
metastatica, o HIF-1 vem se tornando atrativo
para novas estratégias terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: Genes alvos; Hipoxia;
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Alvos terapéuticos; Tumor; Efeito de Warburg.
THE ROLE OF HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR-1 IN METASTASIS

ABSTRACT: Cancer is an uncontrolled growth of cells wherein a set of several failures
accumulated over the years that occurs leading to a loss of the cell cycle control. The
development of cancer cells provides mutant proliferative and survival advantages. One of
the most striking features of solid tumor is hypoxia, which acts as a selector of mutant cells
for better adaptation in an inhospitable environment. In this scenario of hypoxia, malignant
tumors secrete signals that activate a potent heterodimeric protein, the Hypoxia Induced
Factor-1 (HIF-1), responsible for controlling this cellular feedback in front of hypoxia, however,
the cancer cells use HIF-1 as a mechanism of survival to hypoxia and lack of nutrients. The
purpose of this work is to investigate the role of HIF-1 in solid tumors and its relation to
metastasis, because in solid tumor cancer, HIF-1 is mainly regulated by tumor hypoxia, which
will lead to the stabilization of this protein, and it is expressed and activated, in order to be
able to act. As needed, it may regulate and mediate several genes for survival, growth, and
ultimately, metastasis. In conclusion, HIF-1 mediates tumors growth, leading them to reach
the blood vessels of nearby tissues, through angiogenesis, reaching the circulation, and thus
metastasis. And because it is involved by coordinating several genes in the metastatic chain,
HIF-1 has become attractive for new therapeutic strategies.

Keywords: Target genes; Hypoxia; Target therapeutic; Tumor; Warburg effect

11 INTRODUGAO

Os organismos aerébios precisam adequadamente de oxigénio (O,) para a
sobrevivéncia, pois € um gas de extrema importancia, principalmente, para respiragéo
celular (WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL, 2016). As células tém mecanismos extras e
intracelulares que monitoram a homeostase de O,, pois, para a maioria dessas células ele
€ necessario para a producéo adequada de ATP e, dessa forma, fazerem corretamente as
suas fungdes metabdlicas. Alteragcdes nos niveis de O,, a privacdo (hipoxia) ou excesso
(hiperbxia), podem acarretar danos irreparaveis (ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007;
FERREIRA, 2006). Mas nem sempre a hipoxia € maléfica, possuindo fungéo de suma
importancia, sendo benéfica na fisiologia e no desenvolvimento de mamiferos (CASTRO,
2014; ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007), visto que € considerado hipoxia, apenas quando
a quantidade de O, encontra-se a patamares criticos de disponibilidade (CASTRO, 2014,
FRAGA, RIBEIRO e MEDEIROS, 2009).

Entretanto, ha um fator que regula o feedback celular em frente a hipoxia e, também,
da homeostase do O,, o fator-1 de transcri¢cdo induzido por hipdxia (HIF-1), que vai ativar
genes que possuem o intuito de aumentar a acessibilidade e a ajustar o metabolismo em
frente a privacdo de oxigénio (FRAGA, RIBEIRO e MEDEIROS, 2009). Trata-se de proteina
heterodimerica, composta por duas subunidades, a subunidade beta (HIF-1beta) e a alfa
(HIF-1alfa), que é altamente expressa apenas em estado de hipdxia (CASTRO, 2014;
SEMENZA, 2010). Todavia, variados fatores podem regular e inativar o HIF-1 (CASTRO,
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2014; FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009). O principal regulador € o oxigénio, também
0s oncogenes podem estabilizar ou degrada-la. Outro fator de regulagdo é a hipOxia
tumoral (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009), as quais para sobreviverem induzem a
angiogénese, por possuirem uma grande demanda energética (ZIELLO; JOUIN e HUANG,
2007), formando vasos sanguineos desorganizados e com uma inadequada estrutura. Ha
estudos que propde a relacéo de angiogénese/metastase, o que leva a acreditar que existe
uma correlagdo com a superexpressao do HIF-1 (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009),
pois, € o principal indutor da angiogénese (ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007).

Além de tudo, o HIF-1 encontrar-se, ainda envolvido em diversas etapas do processo
metastatico, a principal causa de morte relacionada ao cancer e a superexpressao do HIF-1
foi associada a dificuldade no tratamento e na queda da sobrevida (WIGERUP; PAHLMAN
e BEXELL, 2016). Por isso o objetivo deste trabalho, é abordar qual o papel do HIF-1 nos

tumores so6lidos e a qual a sua relagcdo nas metastases.

21 METODOLOGIA

Foi feito uma reviséo bibliografica de artigos pesquisados em bancos de dados online
PUBMED, LILACS, MEDLINE, entre os periodos de 2008 a 2018, salvo os de importancia
cientifica, utilizando como palavras-chave: hipoxia inducible-factor 1; hif-1 and metastases;
target genes e metabolism. Também foram utilizados alguns livros e tese de doutorado.

31 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer

O céncer é um crescimento descontrolado das células, um conjunto de varias
falhas acumuladas ao longo dos anos, e que ndo obedecem aos controles do ciclo
celular genético (LODISH et al., 2005, p. 933). Com o passar dos anos, na vida adulta,
a regulacao génica desde o nascimento, crescimento, proliferacéo, diferenciacdo e
morte celular, perdem gradativamente esse mecanismo de regulacdo (SANTOS,
2013, p. 23). O desenvolvimento do cancer € um resultado de células com mutacdes
que fornecem sobrevivéncia e vantagens proliferativas (FEITELSON et al., 2015).

As neoplasias (novo crescimento) sdo classificadas como benignas ou
malignas (INCA, 2011, p. 19; LODISH et al., 2005, p. 935). Neoplasias benignas ou
tumores benignos assemelham-se as células normais em termos de funcionalidade,
crescimento lento e organizado. Podem formar uma capa fibrosa delimitando sua
extensao, tornando-se um bom alvo para cirurgia. Porém, seu tamanho pode
interferir na funcao normal de algum 6rgéo (LODISH et al., 2005, p. 935).

Em contraste, neoplasias malignas ou tumores malignos, s&o mais agressivos,
crescem de maneira descontrolada e se dividem mais rapidamente (LODISH, et
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al. 2005, p. 935). Duas habilidades cruciais para o cancer maligno € a imortalidade
celular, produzindo inimeros descendentes e a angiogénese, formagdo de novos
vasos sanguineos (SCHULTZ, 2011, p. 1040). Quando esses tumores crescem,
podem alcancar outros tecidos préximos, principalmente o sistema circulatério,
criando a metastase, que € uma proliferagdo secundaria (LODISH et al. 2005, p.
935).

3.2 Cancer e hipoxia

A formacgéo do tumor e a distancia dos vasos sanguineos que transportam oxigénio
e nutrientes criam um ambiente inadequado para sobrevivéncia das células mutantes
(IKEMORI e SAITO, 2013, p. 142). Em um cenario de hipdxia (baixa concentragéo de
oxigénio), os tumores malignos, secretam sinais angiogénicos, ativando uma potente
proteina, o fator-1 induzivel por hipdéxia (HIF-1alfa), que por sua vez, ativa a transcricdo
de genes pro-angiogénicos como o Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)
(ALBERTS et al., 2010, p. 1210-1211), Fator de Crescimento Fibroblastico Basico (BFGF),
Fator de Crescimento Tumoral alfa (TGFa) (LODISH et al., 2005, p. 936) (Figura 1).

Producdc de

Crescimento dos vasos sanauineos
VEGF

e B

-
Tumor _. ; ‘ Crescimento Tumoral
-

VEGF ®

Figura 1. Mecanismo de ativacédo tumoral pela secregéo do Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF) promovendo o crescimento de novos vasos sanguineos permitindo a progressao do
crescimento tumoral. Fonte: Rampling et al. (1994).

A hipoxia atua como um selecionador de células mutantes que poderédo se adaptar

melhor em um ambiente inéspito (ALBERTS et al., 2010, p. 1210). A condicéo de hipbxia

no microambiente tumoral cria um pH baixo atingindo valores iguais a 5,8, sendo a média
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igual 7, comparando com o tecido normal que é de 7,5. O pH baixo € uma consequéncia
da producgéo de lactato, fruto do metabolismo anaerébico, que acidifica o ambiente, uma
caracteristica de tumores malignos, importante para metastase e ruim para o tratamento
com quimioterapia e radioterapia (MACHADO e CHAMMAS, 2013, p. 161-162). Por
isso a primeira mudanca diferenciadora entre células neoplasicas e normais é a taxa de
proliferacao de células elevada e a diminuicdo da morte celular, por causa da elevagéao da
expressao dos fatores de sobrevivéncia e crescimento (SONI e PADWARD, 2017).

41 FATOR-1 INDUZIDO POR HIPOXIA (HIF)

4.1 Estrutura

O fator-1 induzido por hipoxia (HIF) é uma proteina heterodimerica que foi descoberta
no ano de 1991 por Wang e Semenza (SEMENZA et al., 1991) quando se estudava a hipdxia
induzida pela eritropoiese (KOYASU et al., 2018; HUBBI e SEMENZA, 2015; MASOUND
e LI, 2015). O HIF-1 regula a hipdxia (PALAZON et al., 2014), atuando como um fator de
transcricdo, detectando e respondendo a baixa nos niveis de oxigénio tecidual (WIGERUP;
PAHLMAN e BEXELL, 2016), além de regular a homeostase do oxigénio (SAMANTA et al.,
2014). Compondo-se de duas subunidades: uma subunidade alfa (HIF-1alfa) e outra beta
(HIF-1beta) (Figura 2). Observa-se que ambas as proteinas possuem dominios importantes
para formar o heterodimero e permitir a ligacdo do HIF-1 em regibes especificas dos genes
alvos (bHLH-PAS-A/B). Outro dominio pode ser encontrado tanto na subunidade alfa como
na beta, o qual esta relacionado com a regulacdo da sua estabilidade pos-traducional e
transativagdo, o dominio TAD (dominio de transativagdo), entretanto, a subunidade HIF-
1beta possui apenas um, o dominio C-TAD (ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007). Os outros
tém somente na subunidade alfa: o dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD)
(regido onde ocorre o controle da sua estabilizagdo na auséncia de oxigénio), dois dominios
de transativagéo (TAD) (regido importante onde se ligam proteinas acessorias na transcrigao
de genes-alvos) e dominios de sinalizagcdo nuclear (NSL- localizado nas regides C-TAD e
N-TAD; regido necessaria para direcionar o HIF-1 para a regido nuclear ap6s a sua sintese)
(SONI e PADWARD, 2017) e dominio inibitorio (ID ou IH) e regula negativamente os dominios
de transativagéo (SONI e PADWARD, 2017; PAWLUS et al., 2013).
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Figura 2. Representacdo esquematica das proteinas que constituem as duas subunidades do HIF-1
humano (FERREIRA, 2006).

A subunidade alfa é sensivel ao oxigénio, enquanto que a subunidade beta é
onipresente e constitutivamente expressa. A subunidade beta (HIF-1beta) é também
conhecida como ARNT (sigla em inglés para translocador nuclear do receptor de aril
hidrocarboneto) (WIGERUP, PAHLMAN e BEXELL, 2016; CASTELLARNAU; ATAURI e
CASCANTI, 2016).

A subunidade HIF-1beta é uma proteina nuclear, enquanto que a subunidade HIF-1
alfa é transportada do citoplasma para nucleo somente em condi¢des de hipdxia (LATHA e
SADDALA, 2017).

Aheterodimerizagédo da subunidade HIF-1alfa e HIF-1beta se d4 através dos dominios
HLH e PAS, de ambos. O HIF-1 ativo reconhece e se liga aos elementos de resposta a
hipéxia (HRE) presentes em centenas de genes (MAJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).
Além do mais, o bHLH-PAS s&o essenciais para permitir que haja a heterodimerizacéo
(MASOUND e LI, 2015), portanto, o que regula essa dimerizagdo entre as subunidades sdo
essa interagao entre os dominios bHLH de ambos (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009).

O dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD) da subunidade HIF-
alfa, fica dentro do qual se encontram localizados os dominios de transativagdo (TADs)
(WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL, 2016). O ODD trata-se de um dominio contendo os
aminoécidos serina e prolina, que sdo importantes na estabiliza¢do da proteina, sendo que
o N-TAD é responsavel por estabilizar e o C-TAD modular a transcricdo de genes alvos
(SONI e PADWARD, 2017) em condi¢6es de hipdxia (YU; TANG e SUN, 2017).

Atualmente ja existe um melhor conhecimento sobre a familia dos fatores de
transcri¢do, visto que ha trés isoformas da subunidade alfa: o HIF-1 alfa, HIF-2 alfa e HIF-3
alfa (SALLAIS et al., 2017; SPIRINA et al., 2017; CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI,
2016). (Figura 3). O HIF-1 alfa € expresso em todas as células, porém, as outras (HIF-
2alfa e 3alfa) sédo expressos em apenas em alguns tecidos, visto que a subunidade HIF-
3alfa é a menos estudada (MAJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010; CASTELLARNAU;
ATAURI e CASCANTI, 2016). O HIF-1 alfa e 2alfa possuem um dominio de transativacéo
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N-terminal e outro C-terminal (N-TAD e C-TAD) e ambos atuam como reguladores positivos
da transcricdo enquanto o HIF-3alfa s6 possui o N-TAD (YU; TANG e SUN, 2017).

Figura 3. Representacao esquematica das isoformas do HIF-alfa e os dominios funcionais (bHLH, PAS,
TAD). HIF 1a e HIF-2a compartilham alto grau de semelhanca de sequéncia de aminoacidos e ambos
tém dois dominios de transativacdo (TADs) distintos (C-TAD e N-TAD), que sdo importantes para a
interagdo com co-ativadores da transcrigdo. Em contraste, o HIF-3a tem apenas N-TAD (MASOUND e
LI, 2015).

4.2 HIF-1: Regulacao e Expressao

Os mecanismos reguladores que possuem o maior impacto sobre a atividade do HIF-
1 alfa, sdo aqueles que ocorrem por meio de modificacdes pods-traducionais da proteina HIF-
1alfa (KOYASU et al., 2018). Entre os principais mecanismos reguladores pos-traducionais da
estabilidade da subunidade HIF-1alfa a disponibilidade de oxigénio e & considerada a crucial
(PALAZON et al., 2014; SEMENZA, 2012). A regulagédo acontece em niveis multiplos, porém,
o mais influente mecanismo € aquele mediado pela dependéncia de enzimas dioxigenase
e pelo sistema mediado pela via ubiquitina-proteassoma, os quais levam a degradagéao
da subunidade HIF-1alfa quando ha a disponibilidade de oxigénio no tecido (KOYASU et
al., 2018). Todavia, geralmente, o HIF-alfa encontra-se em altos niveis de expressdo em
situagoes de hipdxia (DEVINE et al., 2017), pressupondo que ha diferengas nos mecanismos
de regulacéo e expressao da subunidade alfa em relagéo ambientes hipoxico e normoxico.

Anormoxia é responsavel pela regulagdo negativa do HIF-alfa (MASOUND e LI, 2015).
Sob essa condigdo o HIF-1alfa possui uma meia-vida curta, logo é degradado rapidamente
(HUBBI e SEMENZA, 2015; MASOUND e LI, 2015) pelo sistema proteassémico. O tempo de
meia-vida & em torno de 5-10 minutos (MASOUND et al., 2015), ocorrendo a degradacao do
HIF-1alfa antes mesmo da sua translocagéo para o nucleo (PARK et al., 2017). Um grupo de
proteinas dioxigenases (MASOUND e LI, 2015; BROCATO; CHERVOSA e COSTA, 2014),
conhecidas como prolil hidroxilases (PHD 1, PHD 2 e PHD 3) estdo ativadas em condic¢des de
normoxia e fazem a hidroxilagdo do HIF-1alfa, em residuos especificos de prolina (posicoes
402 e 564) presentes no dominio de degradacdo dependente (ODD) do HIF-1alfa. Apos a
hidroxilagao do HIF-1alfa a proteina supressora de tumor von Hippel-Lindau (VHL), a qual faz
parte de um complexo de ubiquitinagéo, liga-se a estes residuos de prolinas hidroxilados e
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mediara a degradacéo pela via proteassémica, (KOYASU et al., 2018; SALLAIS et al., 2017;
CHEN e LOU, 2017).

As enzimas dioxigenases usam o 2-oxoglutarato (2-OG) e o oxigénio como substratos
para hidroxilarem os residuos de prolina do HIF-1alfa, além de requerem co-fatores como
ferro (2+) e ascorbato (CHEN e LOU, 2017; MASOUND e LI, 2015; BROCATO; CHERVOSA
e COSTA, 2014). Por isso, para haver a hidroxilagdo de residuos de prolina é preciso de
niveis suficiente de oxigénio (MASOUND e LI, 2015), e, além do mais, a hidroxilagcao servira
como forma de sinalizador para pVHL, o qual marcara a subunidade alfa para ser degradada
(WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL, 2016).

Outra hidroxilase que possui um papel importante na inativagdo do HIF-alfa em
condicbes de normoxia € o Fator Inibidor do HIF-1 (FIH1) (KOYASU et al., 2018; SALLAIS
et al, 2017; CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016) ou asparginil hidroxilase
(MASOUND e LI, 2015). Esse fator regula a atividade transcricional do HIF-alfa. O residuo
de asparagina (posi¢éo 803) que € hidroxilado pelo FIH1 se localiza no dominio C-TAD do
HIF-1alfa, que quando hidroxilado impede sua ligacdo com o seu co-ativador transcricional,
0 p300/CBP (SALLAIS et al., 2017; PALAZON et al., 2014). O FIH1 atua principalmente na
regido nuclear regulando o complexo de transcricao do HIF-1 (impede formag&o do complexo
HIF-1 e coativadores p300/CBP), enquanto que as PHDs atuam na regido citoplasmatica
regulando a sua estabilidade (LIANG et al., 2015). Em resumo a via de regulagdo dependente
do oxigénio tém uma série de modificacdes pds-traducionais, a via que envolve o pVHL que
regula a estabilidade da subunidade alfa, e a via que independe de pVHL, via do FIH-1, a qual
regula a transativagdo do HIF-1 (MASOUND e LI, 2015).

Sob hipoxia as PHDs s&o inativadas (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI,
2016; HUBBI e SEMENZA, 2015) e o FIH1 é inibido (SALLAIS et al., 2017), ou seja, havera
uma diminuicdo na hidroxilagdo dependente dessas proteinas (PALAZON et al., 2014),
deixando o HIF-alfa livre para ser transcricionalmente ativo (SALLAIS et al., 2017). Isto
levaré a estabilizagdo da proteina HIF-1alfa, além de adquirir caracteristicas de transativagao
(KOYASU et al., 2018), ou seja, havera o transporte da subunidade HIF-alfa para dentro do
nucleo (YANG, N. et al., 2016; ZEPEDA et al., 2014). Desta forma, ocorrerd um acumulo da
subunidade HIF-1alfa (BURROUGHS et al., 2014) e 0 mesmo ira interagir com a subunidade
HIF-1beta, formando o heterodimero HIF-1 ativo (CASTRO, 2014; MAJMUNDAR; WONG e
SIMON, 2010).

Um complexo de transcrigéo sera formado no nucleo; é a jun¢édo do HIF heterodimero
com os co-ativadores (p300/CBP) (BURROUGHS et al., 2014), que ira se ligar ao DNA em
locais especificos contendo uma sequéncia de nucleotideos 5-RCGT-3’ (R= purina, A ou
G) dentro dos Elementos Responsivos a Hipoxia (HREs) (HU et al., 2014; BURROUGHS et
al., 2014), que séo regides promotoras dos genes alvos (SALLAIS et al., 2017; WIGERUP;
PAHLMAN e BEXELL, 2016; HU et al., 2014) localizado ao redor ou nas regides promotoras
de cada gene (KOYASU et al., 2018) e assim ativa a transcricdo de centenas de genes alvos
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com o intuito de coordenar a resposta a hipéxia (SALLAIS et al., 2017; HUBBI e SEMENZA,
2015; PAWLUS et al., 2013). Portanto, sdo nas células e tecidos submetidos as condi¢des de
hipbxia em que se pode encontrar um alto nivel de expressdo do HIF-1alfa e detectar seus
genes alvos (KOYASU et al., 2018).

Além das vias ja citadas, outras vias podem regular os HIF-1alfa que ndo dependem
de hipdxia (ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007), como fatores de crescimento, citocinas
(MASOUND e LI, 2015; TANG e YU, 2012; ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007) e outras vias de
sinalizagéo como a via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a via Proteino-quinase ativada por
mitogeno (MAPK) (TANG e YU, 2012; ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007).

51 METABOLISMO

O oxigénio € um elemento essencial para que ocorra a producéo adequada de ATP
na mitocondria das células aerdbias para que assim atividades metabdlicas possam ser
realizadas de forma eficiente (ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007).

Quando o oxigénio € acessivel, a célula produz a maior parte de ATP pela via
da fosforilagdo oxidativa, porém, no ambiente hipoxico ocorre uma mudanga para o
metabolismo anaerobico, possibilitando a producdo de energia. Porquanto, o HIF-1 é o
principal coordenador dessa mudanca, através da inducéo de varias enzimas glicoliticas
e dos Transportadores de Glicose (GLUTs) (MASOUND e LI, 2015; BURROUGHS et al.,
2014; SEMENZA, 2012; ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007). Segundo Semenza (2012),
o HIF-1 medeia a transicdo do metabolismo oxidativo para o glicolitico através da
regulacdo de quatro fatores; PDK1, LDH-A, BNIP3 e BNIP3L. O PDK1 codifica a Piruvato
Desidrogenase Quinase 1 que fosforila e inativa a enzima Piruvato Desidrogenase (PDH),
inibindo assim a conversao de Piruvato em Acetil-Coenzima A para entrada no ciclo TCA
(acido tricarboxilico). O LDHA codifica Lactato Desidrogenase A que converte o piruvato em
lactato, e a BNIP3 e BNIP3L medeiam a autofagia seletiva mitocondrial (DAI et al., 2017;
ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007).

Como resultados da glicolise anaerdbica temos a diminuicéo da produgdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio), gerada pela fosforilagcdo oxidativa e o acimulo do lactato,
que se néo for evitada podera levar a acidose hipoxica, acarretando na diminuicao do pH
intracelular, em dano celular e a morte. No entanto, o HIF-1 ativa a sintese de transportadores
de monocarboxilato (por exemplo, MCT) que expulsa o lactato para o espaco extracelular
(DAl et al., 2017; BURROUGHS et al., 2014) e CA-9 e -12, (enzimas anidrases carbdnicas
9 e 12), que usam o gas carbono (CO,) para gerar bicarbonato (HCO,’) para minimizar os
efeitos da acidose e aumentar sobrevivéncia celular (BURROUGHS et al., 2014).
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61 EFEITO WARBURG

As células tumorais mesmo na presenca de ambientes em condi¢cbes normais de
tenséo de oxigénio utilizam preferencialmente a via glicolitica como via geradora de energia,
fenébmeno conhecido como efeito Warburg, e o HIF-1alfa possui um papel central nessa
mudanga no metabolismo, da fosforilagdo oxidativa de glicose para a glicolitica (MASOUND
e LI, 2015), que, contudo, é menos eficiente (DAI et al., 2017; MASOUND e LI, 2015). A
glicélise ocorre no citosol, produzindo duas moléculas de ATP, contra 38 produzidas a partir
da oxidagdo da glicose na mitocéndria (DAI et al., 2017). Além disso, o HIF, influéncia as
vérias vias chaves do metabolismo do tumor e séo elas as vias das pentoses fosfatos (PPP),
lipidios, acidos nucléicos e metabolismo dos aminoacidos (CASTELLARNAU; ATAURI e
CASCANTI, 2016; MAUMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).

No inicio da década de 1920, Otto Warburg descreveu pela primeira vez um
fendbmeno chamado de glicolise aerdbica ou efeito Warburg (CASTELLARNAU; ATAURI e
CASCANTI, 2016; LU; TAN e CAl, 2015), propondo a ideia em que ha uma diferenga no
metabolismo tumoral e metabolismo de uma célula normal, que depende de glicélise para
producdo de energia, mesmo havendo oxigénio (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANT],
2016; PAVLIDES et al., 2009). Definindo, o efeito Warburg é um fenbmeno onde a maioria
das células cancerosas usa uma alta taxa de glicose para producéo de energia, mas nao
através da fosforilagdo oxidativa, mesmo que haja disponibilidade de oxigénio. Do qual, é
considerado uma assinatura caracteristica das células tumorais (LEE, S. et al., 2017; BAN et
al., 2017) (Figura 4)
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Pouco'ou nada
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Figura 4. Diferencas metabolicas entre uma célula normal e uma célula cancerigena. Quando ha
uma disponibilidade de oxigénio, em uma célula normal a glicose gera energia principalmente pela
fosforilagado oxidativa na mitocéndria, enquanto em uma célula cancerigena ocorre a glicolise aerobica
no citosol. Fonte: GeneWei.com.
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Havia uma ideia em que as células usam glicose apenas para produzirem ATP quando
n&o h4 oxigénio disponivel. Porém, houve uma mudanga quanto a isto, pois, ja se sabe que as
células mudam o metabolismo oxidativo para glicolitico antes mesmo de ocorrer a limitagdo
da disponibilidade de oxigénio, ou seja, ndo é somente para produc¢ado de energia, mas para
evitar a producéo de radicais livres de oxigénio (ROS), os quais em niveis elevados levam
a disfuncéo e morte celular, manter a homeostase redox e, assim, garantir sobrevivéncia
celular (SEMENZA, 2017).

O HIF-1 é um importante mediador do efeito Warburg, pois, estimula a expressao e
ativacdo das isoformas das enzimas glicoliticas, as quais sao diferentes das encontradas
em células normais, como, por exemplo, PKM2 (Piruvato Quinase Isoforma M2) que é
determinante na glicolise (SONI e PADWARD, 2017). A glicélise permite que as células
cancerigenas possam evitar a producao excessiva de ERO, que é gerado pela oxidagéo da
glicose, portanto, sendo uma vantagem adaptativa de sobrevivéncia (LU; TAN e CAl, 2015).

A complexa rede que leva ao fenédmeno de Warburg incluem alteragdes mitocéndrias,
elevada taxa de limitagdo das enzimas na glicélise envolvendo isoformas especificas como a
PKM2 e Hexoquinase 2 (HK2), regulagéo intracelular do pH e mudanca induzida por hipdxia
para metabolismo anaerébio (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016). A PKM2
ird estimular a atividade do HIF-1, ao unir-se a ele (SONI e PADWARD, 2017). Ha relatos
do HIF-1 ativando a transcricdo de PKM2, que é a responsavel por aumentar a ligagcdo do
HIF-1 aos motivos HREs dos genes alvos, recrutamento da p300 e transativacdo de genes
alvos (BROCATO; CHERVONA e COSTA, 2014). E este aumento no consumo de glicose
que fornece um suporte anabdlico para proliferacdo e aumentar a capacidade antioxidante,
0 desvio do destino do piruvato para longe da oxidagdo mitocondrial fazendo com que as
células evitem a produgéo excessiva de ROS, s@o beneficios que o efeito de Warburg traz
para as células tumorais (LU; TAN e CAl, 2015). Entdo os niveis ROS véo estar reduzidos, a
producéo dos metabdlitos intermediarios vai estar alta para a biossintese macromolecular e
acidificagdo do microambiente extracelular devido a excregéo do lactato (CASTELLARNAU;
ATAURI e CASCANTI, 2016) e é, exatamente, por isso que as células cancerigenas estéao
melhor preparadas para tolerar o estresse oxidativo, sendo o metabolismo oxidativo um
antagonista da metastase (LU; TAN e CAl, 2015).

Nas células normais a degradagdo da glicose é para que haja quase que uma
producdo maxima de energia e de forma exclusiva, privando as células das biossinteses dos
blocos de construgéo. Diferentemente das células cancerosas, onde o consumo de glicose
€, principalmente, para fornecer constantemente intermediarios glicoliticos (produtos da
quebra da glicose) para que as necessidades anabdlicas sejam supridas possibilite uma alta
diviséo celular. Por isso os intermediarios glicoliticos demonstram ser mais importantes que
0 piruvato, que € o seu produto final. E é exatamente por isso que as células cancerigenas
utilizam diversos métodos para retardar a ultima fase da glicolise pela Piruvato Quinase
(PKM), para que ocorra o acumulo de intermediario glicoliticos para a biossintese. Além do
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mais, os metabdlitos intermediarios sdo precursores que podem ser desviados para outras
vias anabdlicas, como a via das pentoses fosfatos (PPP), vias séricas e triacilglicerol para
sintese de aminoacido, nucleotideos e lipidios (LU; TAN e CAl, 2015).

71 METASTASE

A expansé@o e a progressdo, seguida por adaptacdes e alteragbes genéticas séo
caracteristicas que compde o desenvolvimento do tumor (CUYAR et al, 2009, p. 134).
Apds as transformacgbes neopléasicas, que primeiramente precisa impedir 0s mecanismos
que impedem a proliferagéo desenfreada como a apoptose (morte celular programada) ou
sinalizacdo de feedback negativo (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016), para
que haja o crescimento de células malignas, estas irdo passar por diversas etapas: sofre
uma proliferacéo sustentada, logo apdés uma evasdo de superexpressao do crescimento,
resisténcia a morte celular; uma imortalidade replicativa; evasédo da destruicdo imunologica;
inflamacdo do tumor; ativacdo da invasdo e da metastase; indugdo da angiogénese;
instabilidade gendmica e alteragbes do metabolismo (LEE et al., 2017; CASTELLARNAU;
ATAURI e CASCANTI, 2016).

A caracteristica mais marcante do tumor s6lido com rapido crescimento € a hipoxia
(LEE et al., 2017; LU; TAN e CAl, 2015), quase que de forma universal (LU; TAN e CAl,
2015). Os tumores sélidos, frequentemente, tém niveis altissimos do acimulo de HIF-1alfa
(MAUJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010). O aumento na proliferagéo das células cancerosas,
com produgéo de alta celularidade tumoral e aumento no consumo de oxigénio (JU et al.,
2017; JOHNSON et al., 2017), mas como o fluxo sanguineo &, frequentemente, comprometido
em tumores sélidos, faz com que haja regides intratumorais em que as tensdes de oxigénio
encontram-se baixos (JOHNSON, SOWDER e GIACCIA, 2017; RANKIN e GIACCIA,
2016). Essas variagbes do oxigénio surgem de vasos sanguineos anormais, estrutural e
funcionalmente (JOHNSON, SOWDER e GIACCIA, 2017; SEMENZA, 2012), resultando na
incapacidade de oxigenagé@o e nutricdo do tumor (TSAI et al., 2018), por isso o tumor é
incapaz de progredir sem a angiogénese (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009), que se
trata da formagéo de vasos a partir de vasos preexistentes (YANG, T. et al., 2016).

Como as células tumorais crescem rapidamente, seu microambiente torna-se cada
vez mais hipoxico, dado que mesmo tumores pequenos podem demonstrar sinais de hipdxia
e, portanto, dependerem também, da angiogénese (WANG et al., 2017). Isso indica que o
ambiente impulsiona a agressividade do tumor em crescimento (SONI e PADWARD, 2017).
Portanto, as células cancerigenas tornam-se hipdxicas seguindo uma simples relagéo entre
a diminuicéo da distribuicéo e difusdo do oxigénio, com o aumento do consumo de oxigénio
(SONI e PADWARD, 2017; MAUJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).

Muitos tumores malignos e agressivos tem resisténcia as terapias convencionais

(radioterapia e quimioterapia) por causa do microambiente hipoxico (LU et al., 2016), pois,
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sd0 mais geneticamente instaveis, resistentes a apoptose e tem mais potencial metastatico
(BURROUGHS et al., 2014), sendo por isso a hipoxia um fator prognéstico negativo (LU; TAN
e CAl, 2015). E dentro de todas as caracteristicas ja citadas do cancer, a metastase € o maior
obstéculo (LEE et al., 2017), além de ser o maior determinante da morbidade em relagéo ao
cancer (HIELSCHER e GERECHT, 2015).

O HIF-1 possui um papel-chave na adaptacéo tumoral em condi¢cdes de hipdxia
(DAI et al., 2017; JING; WANG e XU, 2017), pois, desempenha uma funcdo importante
na recorréncia, disseminagdo e na resisténcia a radio e quimioterapia (PANG et al.,2017).
A hipdxia intratumoral induz a expressdo do HIF-1alfa, que esta associado ao risco de
metastase, recaida e mortalidade clinica (JU et al., 2017). Niveis elevados de HIF-1alfa,
também, estéo relacionados com o feno6tipo proliferativo para invasivo (LOFTUS et al., 2018;
RANKIN e GIACCIA, 2016) e ha relatos que a sua maior expressao esta de fato relacionado
com pior prognéstico (LIN et al., 2017; LU; TAN e CAl, 2015). Portanto, a hipdxia e a ativagéo
da sinalizagédo do HIF-1 influenciam vérias etapas dentro da cascata metastatica (RANKIN e
GIACCIA, 2016).

As mudancgas adaptativas s@o mediadas, primeiro, pelo HIF, regulador mestre para
equilibrar a oferta e a demanda de oxigénio (LU; TAN e CAl, 2015). Regulando muitos genes
envolvidos a angiogénese, metabolismo, proliferacdo, sobrevivéncia, regulacdo do pH,
migracéo celular (PARK et al.,2016) e invasdo (PARK et al., 2017), uma vez que as células
tumorais, promovem a transcri¢do para se adaptarem (PARK et al., 2016; SONI e PADWARD,
2017). Ou seja, o microambiente hipdxico promove a metastase através da ativagéo de varios
genes responsivos ao HIF, que unidos regulam todos os estagios de propagac¢éo cancerigena
(MAJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).

Em condi¢bes de hipoxia o HIF-1alfa acumula-se e ativa centenas de genes alvos
(SHAN et al.,, 2018; JING; WANG e XU, 2017; BURROUGHS et al., 2014), como fatores
angiogénicos, proliferantes, transportadores de glicose e metaloproteinases. (SHAN et al.,
2018). Estes genes estdo associados ao crescimento, metabolismo, invasdo e a metastase
do tumor (JING; WANG e XU, 2017). O HIF-1alfa liga-se ao HRE e aumenta a expressao de
genes que sao regulados pela hipdxia e que geram mudangas para que as células tumorais
possam sobreviver (SHAN et al.,2018). Estes genes alvos medeiam a invasividade e a
cascata metastatica durante a progressao do tumor (DAl et al., 2017). A elevagédo do HIF-
1alfa & proporcional ao aumento do tumor (ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007).

Por isso nos estagios iniciais da metéstase, as células tumorais obtém caracteristicas
invasivas e migratérias, fazendo com que elas saiam da massa tumoral primaria e penetrem
no hospedeiro vizinho e em distantes tecidos, valendo-se de estratégias individuais e coletivas
de migracao. Nos estagios finais da metastase, as células sdo guiadas pela capacidade de as
células tumorais disseminadas de colonizarem, sobreviverem e crescerem no microambiente
distante (RANKIN e GIACCIA, 2016). E neste estagio final e longinquo, o HIF-1 promove
a angiogénese, pois, diferentemente dos tumores primarios, a metastase precisa de
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angiogénese para suportar o seu crescimento (LIN et al., 2017; RANKIN e GIACCIA, 2016).
E curiosamente, células tumorais podem ter niveis altos de HIF-1alfa sob normdxia, o que é
conhecido como pseudo-hipoxia (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016).

81 GENES-ALVOS DO HIF-1

O HIF-1 vem sendo relacionado a regulagé@o de varios genes envolvidos nas varias
etapas de invasado tumoral e metastase (MA et al., 2018; PANG et al., 2017) (Tabela 1).
Muitos desses genes sé@o centrais no controle, progressdao tumoral, vias metabdlicas,
incluindo angiogénese, proliferacéo e invasdo, colonizagdo de sitios distantes do foco
original (SONI e PADWARD, 2017). O maior grupo funcional associado com a angiogénese
€ o Fator Endotelial Vascular- A (VEGF- A), no metabolismo, o Transportador de Glicose 1
(GLUT-1) e na apoptose e sobrevivéncia celular, o BCL2 e E1B. Dois fatores identificados
séo indispensaveis para a indugéo do gene alvo de HIF-1 durante a hipdxia, os fatores de
transcricdes STAT3 (Transdutor de sinal e Ativador de Transcricdo 3) e o USF2 (Upstream
Stimulatory), sendo que as proteinas parceiras de transcrigdo do HIF-1 contribuem para a
especificidade do gene alvo (PAWLUS et al., 2013).

Efeitos na progressdo do cancer

Genes ativados pelo Fator Induzido por Hipdxia 1

Angiogénese ANGPT2, C-MET, ID2, LEE NOS, PDGE SCF, SDF-1, VEGF
Resistencia a drogas MDR1
Eritropoiese EPO

Instabilidade genética

DEC1, DEC2, MSH2, MSH6

Metabolismo da glicose

GLUTY, GPI, HK1, HK2, LDH, MCT1, PGK1, PKN2

Imortalizagéo

TERT

Evasdo imune

NT3E

Invaséo

C-MET, EDN-1. EN-1, MMP-2, MMP-14, SDF-1

Metdstase

C-MET, CXCR4, LOX, TWISTY, ZEB{

Regulagdo do pH

CA-9, CA-12

Proliferagdo

C-MYC, ID2, IGF-2, NOS,

Manutengéo das células-tronco

ABCG2, JARIDTB, OCT4, NANOG, Sox2, KLF4, c-myc, miR302

Tabela 1. Genes alvos selecionados do Fator Induzido Por Hipoxia (HIF) 1 e seu efeito sobre o cancer.

Fonte: Burroughs et al. (2014).

O Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) aumenta o tamanho do tumor in

vivo e a vascularizagdo (BURROUGHS et al., 2014). E conhecido por ser induzido por varios
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ativadores, tais como estimulos ambientais, fatores de crescimento, citocinas, horménios e
oncogenes (LEE, M. et al., 2017). Trata-se de um gene alvo do HIF que medeia o papel do
HIF na tumorigénese, alveologénese (MACCLENDON et al., 2017), angiogénese (LEE et
al.,, 2017; MACCLENDON et al., 2017) e vasculogénese, por meio da regulacéo positiva de
VEGF e CXCL 12 (LEE, M. et al., 2017).

A forma do tubo de células endoteliais € um dos principais passos da angiogénese
(YANG, T. et al., 2016). O VEGF desempenha um papel essencial na angiogénese, pois,
ao ocorrer a ligagdo do HIF-1 ao HRE (BURROUGHS et al., 2014; YANG, T. et al., 2016),
o HIF-1 ativa diretamente a transcricdo do receptor de VEGF (VEGFR-1) e do VEGF. As
células tumorais respondem a hipéxia e a privacédo de nutricional produzindo e liberando
VEGF (YANG, T. et al., 2016), que por sua vez ira estimular a formag¢éo de novos vasos
e promover o crescimento e a disseminagéo do tumor (TOTH e WARFEL, 2017; YANG,T.
et al., 2016). Pois, como foi demonstrado, no cancer de mama o VEGF mostrou estimular
essa proliferacdo e migragao das células tumorais (YANG, T. et al., 2016).

Muitos outros genes alvos do HIF-1alfa também sdo pré-angiogénicos como a
Angiopoitina (TOTH e WARFEL, 2017), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF-b), Angiopoitina 2 (ANGPT- 2) e, também o Fator Derivado de Estroma 1 alfa
(SDF-1 a) (ZENG et al., 2017; WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL; 2016). O HIF-1 também
estimula a producgéo de fatores de crescimento, como o Fator de Crescimento Tranformante
(TGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 2 (IGF-2), interleucinas 6 e 8 (IL- 6 e
IL 8), Fator Inibitério da Migragédo de Macréfagos (MIF), Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR) resultando, assim, em uma sinalizagdo continua de proliferacao
(FEITELSON et al., 2015).

91 ALVOS TERAPEUTICOS

Em anélises de imuno-histoquimica de bidpsias de tumores humanos, tem sido
considerada uma elevacdo da proteina HIF-1alfa em varios tipos de tumores malignos
sélidos como, cancer de mama, célon, estdmago, pulméo, de pele e carcinoma de rins
(BRAICU et al., 2014). O aumento do HIF-1alfa e a associagdo com as mutagdes de genes
supressores inativados como VHL, p53, PTEN e a amplificagdo dos oncogenes AKt, RAS,
ERK1/2 tem sido observado com frequéncia em pacientes com cancer. Essas alteragdes
estdo associadas ao crescimento tumoral, invasdo e metastase (FRAGA; RIBEIRO e
MEDEIROS, 2009)

Considerando as vérias formas de atuagdo ou caminhos do HIF-1alfa, no cancer
tumoral e na metastase, tem surgido um grande interesse no desenvolvimento de inibidores
alvos dessas vias (MASOUND e LI, 2015). Estudos recentes tém sido direcionados para
o HIF -1alfa como terapia alvo. Agentes quimioterapicos miram na angiogénese para a
reducdo de crescimento de tumores primario (TANG e YU, 2012). Antraciclinas é uma
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classe de drogas quimioterapicas bem conhecidas. H4 mais de 50 anos, as antraciclinas
tém sido utilizadas no tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo leucemias, bexiga,
mama e tireoide (PANG et al., 2017).

As drogas apresentadas na tabela abaixo (Tabela 2) sédo apenas protétipos. O HIF-
1alfa é reconhecido como um mediador central, a chave para ativacdo de varios genes
relacionados ao desenvolvimento do céncer.

Processo Inibido Protétipo
Sintese de proteinas HIF-1alfa Rapamicina com digoxina; 2-metoxiestradiol; topotecano
Estabilidade da proteina HIF-1alfa LAQ824 17-AAG; Ciclosporina; YC-1.
Heterodimerizacéao Criflavina
Ligacado de DNA Doxorrubicina; Equinomicina.
Transativagéo Anfotericina B de bortezomib
Transducéao de sinal Imatinibe ibuprofeno erlotinib; Gefitinib trastuzuma.

Tabela 2. Processos Inibitérios e as Vias Relacionadas.

Fonte: Adaptado de Semenza, G. L. (2012).

Sua elevada produgéo pode ser iniciada por diversos fatores contribuindo para um
prognéstico ruim. No entanto, a inibicdo do HIF-1alfa, e seus caminhos, continuam sendo
o melhor alvo terapéutico (TANG e YU, 2012). Varias estratégias que visam o HIF-1alfa
para desenvolvimento de medicamentos vém sendo relatadas, atualmente, mas devido a
uma preocupagao com a seguranga, com a estabilidade dos reagentes e uma inconstante
resposta clinica, as aplicagdes clinicas foram limitadas (YANG, N. et al., 2016).

10 | CONCLUSAO

A hipdxia estabiliza a subunidade HIF-1alfa, o qual se dimeriza com a subunidade
HIF-1beta, originando o HIF-1 ativo que faz a mediagdo génica, levando a transcricdo
de diversos genes principalmente os da cadeia metastatica, como VEGF, SDF-1, EPO,
possibilitando a invasdo tumoral e a metastase. O HIF-1 também ativa genes glicoliticos,
como a GLUT-1, suprindo a necessidade energética dependente da oxidagdo na
mitocdndria, além da nutricional da célula tumoral. Esse mecanismo demonstra que o
HIF-1 possui um papel crucial na sobrevivéncia do tumor e na metastase. Como o HIF-
1alfa é expresso em todas as células e a sua elevagéo é proporcional com o aumento do
tumor, leva-nos a observar a importancia dessa proteina para o tumor e a concluir que
conhecendo o funcionamento geral da proteina HIF-1 ativa; como a estrutura, sua sintese,
a sua regulagéo, sua estabilizacdo e a sua atuacéo, vai possibilitar o desenvolvimento,
ndo apenas de estratégias terapéuticas, mas de novas drogas, para que assim possa
diminuir, ou até mesmo evitar os processos metastaticos, possibilitando que um aumento
da sobrevida dos pacientes com cancer.
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RESUMO: O SARS-CoV-2 é um virus que
provoca a doencga coronavirus, conhecida como
COVID-19. Essa doenga desencadeia lestes
sistémicas graves que estao sendo responsaveis
por grande morbidade e mortalidade na
populagdo mundial. A pandemia provocada pelo
SARS-CoV-2 iniciou-se em Wuhan na China, em
dezembro de 2019, e atualmente ainda assola o
Brasil e 0 mundo. J4 a doenca periodontal € uma
doenca bucal muito comum que acomete grande
parte da populacdo brasileira, sendo causada
por diferentes fatores etiolégicos, dentre eles os
agentes bioloégicos que se acumulam no biofilme
bucal. Estudos recentes demonstraram que as
bolsas periodontais causadas pela periodontite
podem atuar como reservatérios para o SARS-
CoV-2, funcionando como meio para o agravo
da infeccdo. Dessa forma, o objetivo do presente
estudo foi realizar revisdo da literatura sobre a
doenga periodontal na COVID-19. Descrevemos
dados relativos aos patégenos, as formas de
contégio, sintomas, transmissdo e tratamento
da doenca periodontal e da COVID-19 e a
relacédo entre essas duas doencas. A reducéo da
propagacdo do SARS-CoV-2 esta relacionada
a identificagdo dos reservatérios desse virus,
o tratamento da periodontite poderia diminuir
a infeccdo viral nas células hospedeiras.
Sabendo que a prevencao e controle da infecgéo
periodontal e a manutengéo da saude sistémica
dos pacientes acometidos pelo coronavirus
reduz a morbimortalidade, sdo necessarios
mais estudos a fim de compreender melhor a
associacao entre essas duas doengas.
PALAVRAS-CHAVE: Coronavirus, COVID-19,
Doencas Periodontais, Periodontite, SARS-
CoV-2.
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PERIODONTAL DISEASE IN COVID-19

ABSTRACT: SARS-CoV-2 is a virus that causes coronavirus disease, known as COVID-19.
This disease triggers serious systemic injuries that are responsible for great morbidity and
mortality in the world population. The pandemic caused by SARS-CoV-2 began in Wuhan,
China, in December 2019, and currently still ravages Brazil and the world. Periodontal disease,
on the other hand, is a very common oral disease that affects a large part of the Brazilian
population, being caused by different etiological factors, including biological agents that
accumulate in the oral biofilm. Recent studies have shown that periodontal pockets caused
by periodontitis can act as a reservoir for SARS-CoV-2, functioning as a means to aggravate
the infection. Thus, the aim of this study was to perform a literature review on periodontal
disease in COVID-19. We describe data related to pathogens, forms of contagion, symptoms,
transmission and treatment of periodontal disease and COVID-19 and the relationship between
these two diseases. The reduction in the spread of SARS-CoV-2 is related to the identification
of the reservoirs of this virus, the treatment of periodontitis could reduce viral infection in host
cells. Knowing that the prevention and control of periodontal infection and the maintenance
of systemic health of patients affected by coronavirus reduces morbidity and mortality, more
studies are needed in order to better understand the association between these two diseases.
KEYWORDS: Coronavirus, COVID-19, Periodontal disease, Periodontitis, SARS-CoV-2.

11 INTRODUGAO

A pandemia comeg¢ou em Wuhan (provincia de Hubei, China) em dezembro de 2019,
com sintomas semelhantes aos da pneumonia, e rapidamente espalhou-se pelo mundo,
denominada como COVID-19 e anunciada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
como uma pandemia (MATUCKA et al., 2020). Anova doengca COVID-19 também conhecida
como coronavirus € uma Sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
que pode ser transmitida de uma pessoa para outra por meio de contato direto ou indireto
(SIDDHARTHAN, NAING, WAN-ARFAH, 2020).

O coronavirus SARS-CoV-2 € uma cepa do coronavirus relacionado a sindrome
coronavirus (SARr-CoV), membro da Familia Coronaviridae e o agente responséavel pela
doenca referida (MAROUF et al 2021). Este virus pertence ao género Betacoronavirus, que
também inclui o SARS-CoV (sindrome respiratéria aguda grave) e MERSCoV (sindrome
respiratéria do Oriente Médio), no entanto a origem do SARS-CoV-2 permanece obscura
(HU, HUANG, YIN, 2020).

O coronavirus possui um alto poder de contagio que pode ocorrer através de
goticulas presentes no ar e nas superficies, aumentando, consequentemente, seus riscos
a populagéo (SOUSA et al., 2020). O SARS-CoV-2 se espalha muito mais rapidamente do
que outros agentes infecciosos do sistema respiratédrio. Esse fato pode estar relacionado
ao grande tempo de incubacdo e a alta capacidade do virus para contaminar através
da tosse ou espirro, durante a interag@o social. Devido a baixa prevaléncia de rinorreia
nos pacientes com COVID-19, sugere-se que estes ndo sdo apenas contaminados por
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escarro nasal e fluidos respiratérios, mas por goticulas infectadas da saliva, por meio de
aerossois (goticulas menores que permanecem suspensas no ar) (HU, HUANG, YIN, 2020;
WIERSINGA et al., 2020).

A periodontite € uma das doencas bucais mais comuns, causada devido aos
diferentes fatores etiologicos. Patégenos contendo bactérias desempenham um papel
importante no desenvolvimento da periodontite. Sendo assim, os virus causadores da
COVID-19 também foram encontrados em bolsas periodontais que também atuam como
reservatérios para diferentes patdégenos. Embora o acumulo e maturagdo do biofilme
bacteriano iniciem a inflamagéo gengival, a progressao da doenca periodontal ocorre em
consequéncia da resposta do hospedeiro e das alteracdes disbidticas no microbioma. Foi
hipotetizado que a bolsa periodontal poderia ser um nicho para novos coronavirus, devido
a um ambiente favoravel para replicar e eventualmente migrar sistemicamente usando o
complexo periodontal capilar (BERTOLINI et al., 2020).

Ja foi demonstrado que individuos com doenca periodontal apresentam um alto
risco de adquirir consequéncias desfavoraveis associadas a COVID-19, o que ressalta a
importancia para manter a saude periodontal e o valor de uma higiene bucal cuidadosa em
pacientes com COVID-19 (SIDDHARTHAN, NAING, WAN-ARFAH, 2020). E imprescindivel
que o dentista realize procedimentos profilaticos e educativos em saude gengival, para
evitar o inicio ou agravamento de quadros deletérios e o risco de pacientes desenvolverem
problemas cardiovasculares, principalmente, devido a situagdo mundial da COVID-19
(SOUSA et al., 2020). Melhorar os cuidados bucais dos pacientes com COVID-19 no
hospital pode ser um método simples para melhorar seu quadro de saude. Na auséncia de
atendimento odontolégico de rotina, consultas remotas sdo uma oportunidade para enfatizar
métodos de autocuidado, como a escovagao completa e limpeza interdental, ambas para
prevenir doengas orais e reduzir o risco de mortalidade pela COVID-19 (LARVIN et al.,
2020).

21 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Coronavirus

O SARS-CoV-2 é um virus da familia Coronaviridae, com um surto recente que
esta causando uma grande pandemia. A nova doenga coronavirus COVID-19 tornou-se
a quinta doenga documentada como uma pandemia desde a Gripe espanhola (H1N1)
1918, gripe asiatica de 1957 (H2N2), gripe de Hong Kong de 1968 (H3N2) e gripe
pandémica de 2009 (H1N1), que causou 50 milhdes, 1,5 milhdo, 1 milhdo e 300.000 mortes
humanas, respectivamente. A COVID-19 foi relatada pela primeira vez em Wuhan, China,
e posteriormente se espalhou em todo 0 mundo. A primeira data de inicio dos sintomas
foi em 1 de dezembro de 2019, incluindo febre, mal-estar, tosse seca e dispneia, e foi
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diagnosticada como uma pneumonia viral, inicialmente denominada pela imprensa como
Pneumonia de Wuhan. Mais tarde, resultados de testes do sequenciamento do genoma
mostraram que 0 agente causador era um novo coronavirus. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) denominou em 12 de janeiro de 2020 como a doenga infecciosa coronavirus
2019 (COVID-19). Posteriormente, o coronavirus foi oficialmente denominado como
uma Sindrome Respiratoria Aguda Grave - coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pelo Comité
Internacional de Taxonomia de virus com base na andlise filogenética. Acredita-se que
o0 SARS-CoV-2 seja um transbordamento de um coronavirus animal que mais tarde se
adaptou adquirindo a capacidade de transmissdo de humano para humano. Como o virus
€ altamente contagioso, ele se espalha rapidamente e evolui continuamente na populagcéo
humana. Desde que a COVID-19 surgiu na China, o virus evoluiu em quatro meses e
rapidamente se espalhou para outros paises em todo o mundo como uma ameaca global.
Em 11 de margo de 2020, a OMS finalmente fez a avaliagdo de que a COVID-19 poderia ser
classificada como uma pandemia (LIU, KUO, SHIH, 2020; SANTOS et al., 2020; SOUSA
et al., 2020).

Na chegada do virus no Brasil, em janeiro de 2020, toda a populagéo foi orientada
a cumprir protocolos de medidas de prevencdo e intervencdo para o enfrentamento
da COVID-19 e reducédo de letalidade e 6bitos, por meio de Centros de Operacgbes de
Emergéncias em Saude Publica para o novo coronavirus (COE/nCoV), previstas no Plano
Nacional de Resposta as Emergéncias em Saude Publica do Ministério da Saude, além de
Grupos de Enfrentamento em cada regido do Pais. Tanto a nivel Federal como Distrital,
Estadual e Municipal sdo produzidas acdes de prevencéo, intervencdo e informacao
para coordenar a atuagdo das equipes em saude, como por exemplo, o Protocolo de
Tratamento do nCoV para “Orientar a Rede de Servigcos de Atencdo a Saude do SUS para
a identificacdo, notificagdo e manejo oportuno de casos suspeitos de Infeccdo Humana
pelo novo coronavirus de modo a mitigar os riscos de transmissao sustentada no territério
nacional”. Outro aspecto, trata-se do cumprimento de agdes preventivas instituidas
internacionalmente com base para a diminuicdo da curva critica epidémica e controle
epidemiolégico, como: (1) cuidados sistematicos com higiene pessoal e residencial; (2)
boas condi¢cbes de alimentacdo e condi¢des gerais corporais; (3) o isolamento social em
condig¢des de saude, a quarentena em viajantes e o afastamento interpessoal nos casos de
resfriado ou COVID-19 (PIMENTEL, SILVA, 2020; SOUSA et al., 2020).

O coronavirus é um virus zoonético, um RNA virus da ordem Nidovirales, da familia
Coronaviridae. Esta é uma familia de virus que causam infec¢des respiratorias, os quais
foram isolados pela primeira vez em 1937 e descritos como tal em 1965, em decorréncia
do seu perfil na microscopia similar a uma coroa. Os tipos de coronavirus conhecidos até o
momento sdo: alfa coronavirus HCoV-229E e alfa coronavirus HCoV-NL63, beta coronavirus
HCoV-OC43 e beta coronavirus HCoV-HKU1, SARS-CoV (causador da sindrome
respiratéria aguda grave ou SARS), MERS-CoV (causador da sindrome respiratoria do
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Oriente Médio ou MERS) e SARSCoV-2, um novo coronavirus descrito no final de 2019,
apds casos registrados na China que provoca a doenca chamada de COVID-19.

A doencga infecciosa COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, compreende
0 sétimo coronavirus identificado até o momento, sendo responsavel por quadros de
insuficiéncia respiratéria (CIRILLO, 2020; COSTA et al., 2020; LIMA, 2020; PIMENTEL
e SILVA, 2020). Os subtipos existentes de virus adaptados aos seres humanos sao:
HCoV-OC43, provavelmente vindo de bovinos, mas originario de roedores; HCoV- NL63,
proveniente de morcegos, como os da SARS e da COVID-19; HCoV-229E, vindo de
camelos, mas originario de morcegos; e HCoV-HKU1, vindo de roedores, porém o novo
coronavirus possui uma taxa de fatalidade menos mortal do que os patégenos por tras de
outros surtos de grande escala, como de SARS, MERS e Ebola. No entanto, a infeccéo
se espalhou muito mais rapido do que SARS, MERS e influenza sazonal (CIRILLO, 2020;
LIMA, 2020).

Todos os coronavirus humanos tém origem animal, ou seja, hospedeiros naturais.
Os morcegos podem ser os hospedeiros naturais de HCoV-229E, SARSCoV, HCoV-NL63
e MERS-CoV. Além disso, HCoV-OC43 e HKU1 provavelmente se originou de roedores.
Morcegos sdo, sem dlvida, os principais reservatérios naturais de alfa-coronavirus e
beta-coronavirus. Animais domésticos podem sofrer de doencas como hospedeiros
intermediarios que causam a transmissao do virus de hospedeiros naturais para humanos;
por exemplo, SARS-CoV e MERS-CoV cruzaram as barreiras de espécies em civetas
e camelos, respectivamente. O SARS-CoV-2 sequenciado na fase inicial do surto de
COVID-19 compartilha apenas 79,6% de identidade de sequéncia com SARS-CoV por meio
de comparagdes gendmicas de comprimento total iniciais. No entanto, é altamente idéntico
(96,2%) em todo o genoma com o Bat-CoV RaTG13, que foi detectado anteriormente em
Rhinolophus affinis da provincia de Yunnan. Os morcegos sédo provavelmente hospedeiros
reservatérios do SARS-CoV-2, no entanto permanece inconclusivo se Bat-CoV transpds
diretamente para humanos ou transmite para hospedeiros intermediarios para facilitar a
transmissao de animais para humanos (LIU, KUO, SHIH, 2020).

Sabe-se que todas as pessoas sdo infectadas ao longo da vida com o coronavirus
humano, e podem também obter o coronavirus que evoluem em animais podendo ser
prejudicial aos humanos quando transmitido, como o SARS-CoV e o MERS-CoV, e agora
0 SARS-CoV-2. Das sete variedades conhecidas, quatro ja foram identificadas no Brasil. O
coronavirus humano (HCoV) e suas cepas HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-HKU1 e HCoV-
0OC43 geralmente causam leves e autolimitadas infec¢des do trato das vias respiratorias
superiores, como um resfriado comum (LIU, KUO, SHIH, 2020).

2.2 Transmissao

Os dados epidemiolbgicos disponiveis sugerem fortemente que a transmisséo
de SARS-CoV-2 ocorre principalmente por via respiratoria através de goticulas, tosse e
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espirros por contato direto. O contato indireto via superficies contaminadas € outra causa
provavel de infeccdo. Também sabemos que a transmissao aérea é possivel, porque o virus
€ estavel por vérias horas a dias em aerossois e em superficies. Especificamente, o SARS-
CoV-2 foi detectavel, embora em titulos progressivamente mais baixos, em aerossois por
até 3 h, até a 4 h em cobre, até 24 h em papeléo e até 2 a 3 dias em aco inoxidavel e
plastico, respectivamente. Intervencdes odontoldgicas, que incluem geracao de aerossol,
manuseio de perfurocortantes e proximidade do provedor a regiéo orofaringea do paciente,
expdem dentistas e profissionais de satde ao contagio (CIRILLO 2020; COSTA et al., 2020;
PIMENTEL e SILVA, 2020).

2.3 Sinais e sintomas

A COVID-19 é uma doencga que provoca danos aos pulmdes e outros 6rgdos. A
maioria dos pacientes apresenta sintomas leves; no entanto, alguns podem desenvolver
doenga grave como pneumonia, edema pulmonar, sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA), sindrome de disfungéo de multiplos 6rgaos ou mesmo morte. Os sintomas
relatados em portadores do virus SARS-CoV-2 geralmente sdo: febre, tosse seca, dor
de garganta, dispneia, anosmia e ageusia, sendo considerados casos leves. De todos
os infectados, apenas uma pequena porcentagem induz estado critico, considerando a
presenca de alguma comorbidade ou condi¢cdo, que podem ser diabetes, hipertenséo,
obesidade, asma, gravidez, doengas pulmonares, doengas hepaticas e disbiose oral
(PITONES-RUBIO et al., 2020; SANTOS et al., 2020).

2.4 Doenca periodontal

A doenca periodontal é uma das doengas bucais mais comuns que podem ser
causadas por diferentes fatores etioldégicos. Os patbgenos que contém bactérias séo
parte fundamental para o seu desenvolvimento, acomete o periodonto e possui origem
infecciosa, além de causar reacoes inflamatorias e imunologicas no tecido periodontal que
séo induzidas pelos microrganismos da placa bacteriana, denominada como biofilme dental
(BERTOLINI et al., 2020; LARVIN et al., 2020; SOUSA et al., 2020).

A periodontite é a principal causa para perda de elementos dentais em adultos e é
a sexta patologia mais prevalente no planeta, atingindo de 10 a 50% da populagéo adulta.
Entre suas caracteristicas encontramos gengivas com sangramento e doloridas. Quando
apresenta grau leve ao moderado é denominada gengivite que é o quadro reversivel,
enquanto dentes que apresentam mobilidade indicam o grau severo da patologia,
denominada periodontite, ja apresentando irreversibilidade (BERTOLINI et al., 2020;
LARVIN et al., 2020; SOUSA et al., 2020).

O acumulo e a maturagéo do biofilme bacteriano iniciam a inflamagéo gengival e a
progressao da doencga periodontal se da por consequéncia da resposta do hospedeiro e
pelas alteragbes disbibticas do microbiota. Uma das maneiras de evitar que essa doenga
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progrida € a partir de uma boa higienizacdo diaria. Ha algum tempo, pesquisadores
mostraram que a periodontite est4 correlacionada com condi¢des sistémicas relevantes,
podendo estar interligada ao inicio ou a progressédo da doenga periodontal. Além disso,
h& provas de que desordens sistémicas vao desencadear o agravamento da doencga, de
modo a causar o aumento dos patdégenos periodontais. Pessoas com periodontite podem
ter o risco de desenvolver doencgas sistémicas subsequentemente aumentadas, exemplos:
doencas cardiovasculares, hipertensdo, doengas respiratérias, diabetes e cancer. Pode-
se concluir, assim, que as bolsas periodontais sdo como reservatorios para diferentes
patogenos (BERTOLINI et al., 2020; LARVIN et al., 2020; SOUSA et al., 2020).

As doencas periodontais compreendem uma familia de doencgas que se diferem na
etiologia como demonstrado nos Quadros 1 e 2, histéria natural, progresséao e resposta a
terapia. Ja as doencas gengivais estao classificadas em dois tipos: aquelas induzidas pela
placa dental e aquelas nédo séo associadas primariamente a placa dental. Uma caracteristica
importante da subdivisdo “induzida pela placa bacteriana” é o reconhecimento de que
fatores sistémicos podem modificar a expresséao clinica da gengivite. Esses fatores séao:
alteracbes do sistema enddcrino, medicamentos e a desnutricdo (DIAS, PIOL, ALMEIDA,
2006).

DOENGCAS GENGIVAIS

Induzidas por Placa N&o Induzidas por Placa
Doencas gengivais de origem bacteriana:

L . N « Associada a Neisseria gonorrhoeae;
Doencas gengivais associadas apenas a placa:

» Sem Fatores Locais; « Associada a Treponema pallidum;

« Com Fatores Locais. .
« Associada a Streptococcus sp;

« Qutros.

Doencas Gengivais Modificadas por Fatores
Sistémicos:

« Associada Ao Sistema Endécrino
» Puberdade;

« Ciclo Menstrual: Doencas Gengivais de Origem Viral:

- Gravidez; « Infecgdo Por Herpes;
« Diabetes Mellitus; + Outros.
+ Associada a Discrasias Sanguineas
* Leucemia;

« Outros.
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Doencas Gengivais Modificadas por Medicamentos: Doengas Gengivais de Origem Fungica:

. Hiperplasias Influenciadas por Dro- . Infecgdes Por Candida sp:
gas; ’
. . . . Eritema Gengival Linear;
. Gengivites Influenciadas por Drogas;

. Associada a Contraceptivos Orais; : Histoplasmose;

+ Outros. * Outros.

Manifestacdo de Condigbes Sistémicas:

. Alteragbes mucocutaneas;
Doencas Gengivais Modificadas Por Desnutrigdo:
. Reacdes Alérgicas;
. Deficiéncia de Vitamina C;
. Lesbes Traumaticas;
. Outros.
. Reacdes De Corpo Estranho;

. Outras Nao Especificadas.

Lesbes Gengivais De Origem Genética.

Quadro 1 - Classificagao das Doengas Gengivais. Fonte: Adaptado - DIAS, PIOL, ALMEIDA. UFES
Revista de Odontologia. 2006;8(2):59-65.

DOENCAS PERIODONTAIS

Periodontite Crénica Periodontite Associada a Lesdes Endodéntica

Periodontite Agressiva Condicées e Deformidades Congénitas ou Adquiridas

Periodontite Como Manifestacdo de | Abcessos Periodontais:
Doencas Sistémicas:

) ] ) ] * Abcesso Gengival;
a. Associada a Discrasias sanguineas:

» Abcesso Periodontal;
» Neutropenia adquirida; . .
» Abcesso Pericoronario.

* Leucemias;

* Outros.
b. Associada a Disturbios Genéticos: Doengas Periodontais Necrosantes:

- Neutropenia Ciclica e Familiar; - Gengivite Ulcerativa Necrosante;

+ Sindrome De Down; - Periodontite Ulcerativa Necrosante.

Deficiéncia De Adesao
Leucocitaria.

Quadro 2 - Classificagdo das Doengas Periodontais. Fonte - Adaptado: DIAS, PIOL, ALMEIDA. UFES
Revista de Odontologia. 2006;8(2):59-65.

No caso da periodontite cronica, suas principais caracteristicas foram definidas com
taxa de progressao leve a moderada, podendo ter periodos de progressao rapida, presenca
de locais compativeis com a severidade da doenga e de ocorréncia maior em adultos,
porém pode acometer criangas e adolescentes. H4 também a “Periodontite Agressiva” que
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compreende um grupo de lesbes caracterizadas por ocorrer em individuos geralmente
saudaveis, cujas manifestagcdes clinicas sdo caracterizadas por rapida perda de insercao e
destruicdo 6ssea, que ndo condizem com a quantidade de acumulo de placa (DIAS, PIOL,
ALMEIDA, 2006).

Ainda ndo existem evidéncias que comprovem se gengivite ulcerativa necrosante
e periodontite ulcerativa necrosante sdo duas entidades de doencga pertencentes a um
mesmo processo patologico ou se seriam duas condi¢cdes totalmente distintas. Assim,
acreditam ser mais apropriado, no presente momento, combina-las em um unico grupo de
doencas, descritas como “Doencas Periodontais Necrosantes”, apesar de reconhecer que
sejam duas condi¢des clinicas identificaveis Outro fator a ser considerado é que tanto a
gengivite como a periodontite ulcerativa necrosante podem ser manifestacbes sistémicas,
como na infecgdo por HIV (DIAS, PIOL, ALMEIDA, 2006).

Neste grupo de doencas periodontais, podem ser incluidos também os abscessos
periodontais, que possuem diagndéstico especifico e tratamento diferenciado em relagéo
a outras doengas periodontais, ainda podemos classifica-los em trés subdivisbes, que
foram relacionadas de acordo com a sua localizagdo, em abscesso gengival, abscesso
periodontal e abscesso pericoronario. Estes podem ser reservatérios de patdégenos na
cavidade bucal tornando os abcessos periodontais como “uma porta de entrada” para o
organismo humano (DIAS, PIOL, ALMEIDA, 2006; BERTOLINI et al., 2020; LARVIN et al.,
2020; SOUSA et al., 2020).

2.5 Efeito da doenca periodontal na COVID-19

Sugere-se que a COVID-19 possa estar vinculada a doenca periodontal, ja que
possuem fatores de risco semelhantes com a obesidade, idade e hipertensdo como
demonstrado na Figura 1. Foi demonstrado que em individuos com doenca periodontal
possuem um agravo da COVID-19. Considerando a relagédo entre COVID-19 e periodontite,
€ importante manter a saude periodontal através de uma boa higiene bucal, o que colabora
na melhora clinica da COVID-19 (SIDDHARTHAN, NAING, WAN-ARFAH, 2020; LARVIN et
al., 2020; MAROUF, et al., 2021).
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Figura 1 - Visdo geral da Doenga Periodontal e COVID-19. Fonte: Adaptado - SIDDHARTHAN et al.
JPRI. 2020;32(32): 88-91.

A principal manifestagéo clinica da periodontite & a formagéao de bolsa periodontal,
que por sua vez € considerada um ambiente ideal para formagao de biofilmes bacterianos
subgengivais, assim como espécies virais, por exemplo, o virus epstein-barr (EBV), o virus
herpes simples (HSV) e o citomegalovirus humano (HCMV). A bolsa periodontal pode ser
infectada por virus, através da migracdo do virus pelo sistema circulatério ou mediante
as células epiteliais gengivais que estdo expostas a cavidade oral ou ainda por meio de
células imunes infectadas presentes na inflamacao periodontal. Nessa perspectiva, eleva-
se a possibilidade do virus SARS-CoV-2 alcancar a bolsa periodontal e encontrar um meio
para se multiplicar. Dessa forma, a bolsa periodontal pode ser um reservatério para o virus
(SANTOS et al., 2020; LARVIN et al., 2020).

Em estudos anteriores, foram verificadas caracteristicas moleculares e
histopatolégica dos tecidos periodontais de cinco autdpsias de pacientes com COVID-19.
Em um dos pacientes foi demonstrado que a saliva e o fluido das fendas gengivais séo
fontes de virus humanos na cavidade oral, embora ndo tenham analisado os componentes
das mesmas, foi observada a presenca de RNA SARS-CoV-2 no tecido periodontal, mesmo
muitos dias apOs os primeiros sintomas. Este achado pode justificar a cavidade bucal
como fonte de SARS-CoV-2, pois o virus tem sido consistentemente detectado na saliva,
sugerindo que pode estar relacionado ao acesso pela via especifica no fluido crevicular.
Da mesma forma, ja foi demonstrado que a periodontite esté significativamente associada
a um maior risco de complicagdes da COVID-19, incluindo admissao na UTI, necessidade
de assisténcia de ventilacdo e aumento dos niveis sanguineos de marcadores vinculados
a um pior resultado da COVID-19 (MATUCKA, et al., 2020; MAROUF, et al., 2020).

Além disso ja foi demonstrado, em amostras de saliva de alguns pacientes, que o
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SARS-CoV-2 pode ser detectado por 20 dias ou mais ap6s os primeiros sintomas. Alguns
pacientes possuem a saliva como o principal componente que séo responsaveis pelo alto
padréo de contagio do COVID-19. Neste contexto, a deteccdo de SARS-CoV-2 RNA no
tecido periodontal chama ateng¢édo para possiveis implicagcbes de tratamento periodontal
para pacientes com COVID-19, como o desbridamento supra e subgengival, mesmo sem
geracéo de aerossol, que pode ser potencialmente contaminante, lembrando assim que o
cirurgido dentista deve se prevenir como mostrado na Figura 2 (MATUCKA, et al., 2020).

ANTES DO ATENDIMENTO NACHEGADAEANTES DO TRATAMENTO DURANTE E APOS O TRATAMENTO

Plano de preparacéo; braiEgE G

agendamento de paceps

encontros; procedimentos

Triagem e consultoria. pré/perioperatdrios.

A montagem de espacos: limpeza e desinfeccéo ambiental.

Figura 2 - Plano esquematico de ag¢des e recomendagdes no tratamento dentério durante a pandemia
da COVID-19. Fonte: Adaptado — CIRILLO et al. Clinical Oral Investigations. 2020;24:2529-2535.

Em estudos anteriores foi demonstrado que pacientes com periodontite cronica estao
mais propensos a desenvolver infeccdo do SARS-CoV-2 através da mucosa oral, assim
como a infecgdo pelo SARS-CoV-2 predisporia o desenvolvimento da doenga periodontal
necrosante. Ademais, foi descrito que as citocinas pré-inflamatérias da periodontite podem
intensificar os sintomas da COVID-19 (SANTOS, et al.,, 2020; MATUCKA, et al., 2020;
MAROUF, et al., 2020; SIDDHARTHAN, NAING, WAN-ARFAH, 2020).

31 CONCLUSAO

Portanto, como a bolsa periodontal pode funcionar como fonte de entrada e
reservatério para o SARS-CoV-2, o tratamento da periodontite podera diminuir a capacidade
desse virus infectar as células hospedeiras. Assim, como a preveng¢do e controle da
infecg@o periodontal podera reduzir a morbimortalidade, sdo necessarios mais estudos a
fim de compreender melhor a associacao entre a doenca periodontal e a COVID-19.
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RESUMO: A longevidade e o sucesso das
restauragbes dentédrias estdo diretamente
relacionados a eficacia e durabilidade da adeséo
do material restaurador a estrutura dentaria.
Sendo assim, estudos in vitro realizados a partir
de testes laboratoriais sdo necessarios para

se avaliar a qualidade da resisténcia de unido,
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como os testes de resisténcia ao cisalhamento e
a tracdo, que apresentam o propésito de avaliar
a eficacia da adesao dos sistemas adesivos ao
esmalte e a dentina. Portanto, este artigo tem
como objetivo apresentar umarevisédo daliteratura
acerca dos métodos mecéanicos de avaliagdo
da resisténcia de unido (resisténcia a tragao,
microtracéo, cisalhamento e microcisalhamento)
realizados a partir de estudos laboratoriais.
PALAVRAS-CHAVE: Testes mecanicos.
Resisténcia a tragdo. Resisténcia ao
cisalhamento.

TESTS TO EVALUATE THE BOND
STRENGTH IN DENTISTRY: LITERATURE
REVIEW

ABSTRACT: The longevity and success of
dental restorations are directly related to the
effectiveness and durability of the adhesion of
the restorative material to the tooth structure.
Therefore, in vitro studies carried out from
laboratory tests are necessary to assess the bond
strength, such as the shear and tensile strength
tests, which have the purpose of evaluating the
effectiveness of adhesion of adhesive systems
to enamel and to dentin. Therefore, this article
aims to present a literature review on mechanical
methods for evaluating bond strength (tensile
strength, microtensile, shear and microshear)
performed from laboratory studies.

KEYWORDS: Mechanical tests. Tensile strength.
Shear strength.
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na clinica odontolégica utilizando-se de materiais que apresentam adesao a estrutura
dentéria ganharam popularidade a partir da década de 60 e hoje constituem os materiais de
escolha a serem utilizados tanto para dentes anteriores, como para posteriores (DEMARCO
et al.,2017; FERRACANE 2011). O aumento pela procura destes materiais em substituicdo
a utilizagdo do amalgama, atrelada a prevaléncia da doencga carie em grande parte da
populagéo, caracterizada como um dos maiores problemas de saude publica mundial,
contribuem para o aumento da busca por materiais adesivos (WHO, 2009).

As propriedades Opticas e mecénicas destes materiais, assemelhando-se as
caracteristicas do dente natural, assim como um baixo custo, uma técnica minimamente
invasiva e principalmente, por apresentarem adeséo ao esmalte e a dentina, caracterizando-
se como vantagens que justificam a sua grande aceitacéo por parte da populagéo e pelos
cirurgides-dentistas (DEMARCO et al.,2017; FERRACANE, 2011).

Tendo em vista esta alta demanda, pesquisadores e fabricantes desenvolvem
materiais com tecnologias cada vez mais superiores, mitigando limitagdes clinicas destes
materiais, todavia, pesquisas cientificas sdo desenvolvidas a fim de caracterizar cada
material e confirmar sua seguranca e aplicabilidade clinica. Portanto, antes de serem
realizados estudos clinicos com materiais novos no mercado, deve-se realizar os estudos
laboratoriais, os denominados estudos in vitro, observacionais, os quais tém como objetivo
avaliar tanto as propriedades do material em si, como também a sua interagdo com as
estruturas dentais.

Entende-se que os estudos laboratoriais apresentam uma maior quantidade de
limitacbes ou presenca de vieses de pesquisa comparados aos estudos clinicos, contudo,
em ambiente laboratorial consegue-se isolar o fator de estudo, avaliando precisamente a
adesdo do material (GARCIA et al., 2002). A adesao, conceituada por Reis e colaboradores
(2021) como a forga que mantém juntas duas substéncias ou substratos, pode ser avaliada
por testes mecanicos de resisténcia de unido (material restaurador — esmalte ou dentina)
que tendem a avaliar a forca de unido entre dois substratos que sofrem uma forca de
deslocamento diretamente sobre a interface adesiva ou a distancia a ela (GARCIA et al.,
2002). Portanto, torna-se mais coerente a aplicagdo clinica de materiais restauradores que
apresentam sucesso ou que demonstrem ter resultados promissores a partir de estudos
laboratoriais, garantindo a sua eficacia e seguranca clinica.

Desta forma, este artigo tem como objetivo apresentar uma reviséo da literatura
acerca dos métodos mecénicos de avaliagdo da resisténcia de unido (resisténcia a tracéo,
microtragéo, cisalhamento e microcisalhamento) realizados a partir de estudos laboratoriais.
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21 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Teste de Resisténcia a Tracao

Em um teste de resisténcia a tracdo a forca € aplicada perpendicularmente a
interface adesiva. Quando um material aderido a uma superficie plana & submetido ao
teste de tracdo a distribuicdo do stress ao longo da interface adesiva néo é uniforme e a
presenca de defeitos ao longo da interface podem desencadear a propagacao de fratura.
(VAN NOORT, 1989; PASHLEY, 1995,). Em um estudo realizado por Sano et al. (1994a),
foi observado que a area de superficie de adeséo influencia os valores de resisténcia de
unido. Quanto maior a area de superficie de adesdo mais susceptivel & a presenca de
defeitos e/ou stress (GRIFFITH, 1920), consequentemente menores sdo os valores da
resisténcia adesiva. Na tentativa de avaliar a resisténcia de unido de interfaces adesivas
em espécimes de dimensoes reduzidas e reproduzir resultados mais perto de seus valores
reais foi introduzido o teste de microtracéo (SANO et al., 1994a).

2.2 Teste de Resisténcia a Microtracao

O teste recebe este nome em virtude de os espécimes testados apresentarem uma
area de adeséao abaixo de 2mm?, fig. 1-e, (SANO et al., 1994b, GAMBORGI; LOGUERCIO;
REIS, 2007, FRANKENBERGER et al., 2001). Segundo Pashley et al., (1995) uma das
maiores vantagens deste teste é a possibilidade de obter, na maioria dos espécimes, mais
falhas adesivas que coesivas. Além disso, é possivel obter multiplos espécimes de uma
Unica amostra, permitindo avaliar a variabilidade intra e inter-dentes, testar superficies
irregulares e areas muito pequenas, e o tamanho dos espécimes facilita a analise pela
microscopia eletrOnica de varredura. No entanto, devido as dimensdes reduzidas eles sdo
de dificil fabricacdo e manejo, e séo facilmente danificados e desidratados. E um teste
trabalhoso, que exige treinamento do operador e requer equipamentos especiais para
execucdo (PASHLEY et al., 1995, ARMSTRONG et al., 2010).
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Fig. 1 — Teste de resisténcia a microtracdo. (a) Substratos 1 e 2 previamente a unido. (b) Substratos
1 e 2 unidos formando um bloco Unico. (c) Cortes sequenciais horizontais e verticais do bloco para
obtencgéo dos corpos de prova. (d) Corpos de prova em forma de palitos. (e) Palitos com sec¢éo
transversal por volta de 1mm?2. (f) Corpos de prova fixados com cola de cianocrilato ao dispositivo
especifico, posicionado paralelamente ao longo eixo e a interface de uniéo perpendicular ao dispositivo.

O teste baseia-se em cortes perpendiculares da amostra para formar corpos de
prova em formato de palito, com uma secgéo transversal por volta de Tmm?(fig. 1-e) (SANO
et al.,, 1994, GAMBORGI; LOGUERCIO; REIS, 2007). Um parémetro importante a ser
definido € a altura do espécime ao longo da interface de ades&o. Para uma altura inferior
a 3 mm, as tensdes resultantes da aplicacéo da carga séo deslocadas da superficie para
dentro do material. Portanto, a falha pode ser deslocada para um local imprevisivel onde
um defeito interno existe. (VAN NOORT,1989). Dessa forma, ha uma exigéncia de altura
minima de 3mm.

Outro fator a ser considerado € a geometria dos corpos de prova para a realizagao
do teste. Ghassemieh (2008) ao comparar trés geometrias de amostras observou que as
em forma de ampulheta apresentaram uma melhor distribuicdo de tensdo na interface
adesiva que as em forma de halhete e bastdo. No entanto, uma vez que essas amostras
precisam de um corte adicional ap6s a secc¢ao, o risco de indugéo de falhas ou defeitos na
borda € maior. Segundo Neves et al., (2008) a presenca de entalhe nos corpos de prova
aumenta a concentracéo de tensdes axiais e afeta a distribuicao geral do stress. Portanto,
sugere-se usar em um teste de microtracdo espécimes em forma de bastéo (fig.1-d) onde
a concentracéo indesejavel de tensdo causada pelo entalhe e a indugéo adicional de stress
ndo esta presente.

Para realizagcéo do teste os corpos de prova séo fixados a um dispositivo especifico.
O ideal é que o espécime esteja posicionado ao dispositivo paralelamente ao longo eixo
e a interface de unido perpendicular ao dispositivo (fig.1-f), uma vez que a carga aplicada
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fora do eixo produz uma distribuicdo de tensdo de flexdo dentro da interface, reduzindo
os valores de resisténcia de unido (ZHENG et al., 2001, SILVA et al., 2006). Para facilitar
o alinhamento dos corpos de prova foi desenvolvido o dispositivo de Geraldeli, permitindo
o0 auto-alinhamento dos espécimes previamente a realizagdo do teste (PERDIGAO et al.,
2002). No entanto, esse tipo de dispositivo requer a fixagdo dos espécimes com cola de
cianocrilato. Esse método de fixacdo pode induzir a falha no substrato, aumentando a
prevaléncia de falhas coesivas e consequentemente influenciando o resultado do teste
(RAPOSO et al., 2012). Além disso, um cuidado deve ser tomado no momento da aplica¢do
da cola, pois se a cola entrar em contato com a interface adesiva os valores obtidos com
o teste de microtracdo nao reproduzirdo a verdadeira resisténcia de unido da interface
(SOARES et al., 2008).

Em virtude disso e da dificuldade de manuseio com o uso da cola foram desenvolvidos
dispositivos em que a fixagcao dos espécimes é feita sem cola, por meio de preenséo passiva
(PHRUKKANON; BURROW; TYAS, 1998, ARMSTRONG et al. 2003, SATTABANASUK et
al., 2007). No entanto, estes ndo foram amplamente aceitos, pois requerem equipamentos
adicionais e necessitam da obtencédo de amostras com geometria especifica, que podem
exigir método computadorizado de fabricagdo com um alto custo para execucao (SOARES
et al., 2008, ARMSTRONG et al., 2010).

2.3 Teste de Resisténcia ao Cisalhamento

Em um teste convencional de cisalhamento, um material em forma de cilindrico é
aderido a outro material através de um agente de unido (JIN et al., 2016). O teste baseia-se
no rompimento da unido por uma forga aplicada paralelamente a interface adesiva até a
falha ocorrer (VAN NOORT et al., 1989, VERSLUIS; TANTBIROJN; DOUGLAS, 1997). Esse
teste, em comparacgéo ao teste de tragcéo, tem sido preferivel por pesquisadores devido a
simplicidade da fabricagdo das amostras, pois ndo ha necessidade de corte para obtencéo
dos espécimes, 0 que evita inducdo de stress na interface de unido e falhas prematuras
(CARDOSO; BRAGA; CARRILHO 1998, XAVIER et al., 2009, ANDRADE et al., 2010).

Para a realizacdo do teste um parédmetro importante é a posi¢éo de aplicagcdo da
carga em relacgéo a interface adesiva. Segundo Van Noort et al. (1989) a aplicagdo de carga
pontual distante da interface adesiva gera momentos de flexao, com predominio de tensées
de tracdo e nédo de cisalhamento. Hatamleh et al., (2011) observaram que quanto mais
proximo a carga da interface adesiva mais uniforme é a distribuicdo de tensdo e menor é
a influéncia do momento de flexdo, consequentemente mais fidedignos séo os resultados.
Dessa forma, em um teste de cisalhamento a carga deve ser aplicada o mais préximo
possivel da interface adesiva.

A forca de cisalhamento pode ser aplicada por diferentes configuracbes de
carregamento. DeHoff, Anusavice e Wang (1995) ao comparar o carregamento da carga
com lamina de faca e fio ortodéntico observaram que o uso da lamina de faca resulta

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 3 “



em uma maior concentracdo de tensdo proximo ao local de carregamento, em virtude da
pequena area de contato entre a ldmina e o espécime. Ja o fio, por envolver metade da
circunferéncia do cilindro, permite uma melhor distribuicdo de tensdo em torno da interface
adesiva. No entanto, Braz et al., (2010) observaram que o carregamento da carga com
fita de aco inoxidavel, ao invés de lamina de faca e fio, cria as melhores condi¢cbes para o
estabelecimento de um teste de cisalhamento verdadeiro. Uma vez que a maior area de
contato entre fita de ago inoxidavel e o cilindro permite a que a distribuicdo de tenséo ocorra
ao longo de toda a interface de ligagéo.

O teste de cisalhamento convencional é comumente usado em odontologia para
testar a forca de ades&o, no entanto a heterogeneidade da distribuicdo de tensédo e a
incidéncia de falhas coesivas subestimou a validade do teste (VAN NOORT et al.,1989,
DELLA BONA; VAN NOORT, 1995, VERSLUIS; TANTBIROJN; DOUGLAS, 1997, BRAGA
etal., 2010). Para contornar esses problemas espécimes com dimensbes reduzidas (abaixo
de 2mm) substituindo o convencional tem sido preferido por muitos autores, o chamado
teste de micro-cisalhamento (BRAGA et al., 2010, SHIMAOKA et al., 2011, MUNOZ et al.,
2014, LOGUERCIO et al., 2015). Segundo Placido et al. (2007) é importante deixar claro
que estudos sobre distribuicdo de tensdo em ensaios convencionais de cisalhamento ndo
podem ser aplicado ao método de micro-cisalhamento, uma vez que existe diferenca de
proporcionalidade geométrica de ambos os testes.

2.4 Teste de Resisténcia ao microcisalhamento

Em um teste de micro-cisalhamento, previamente a constru¢cdo dos espécimes
cilindricos, uma fita dupla face éacido/solvente resistente & colocada sobre o material
aderente com o objetivo de delimitar a area adesiva (LOGUERCIO et al., 2015). Shimaoka
et al., (2011) ao avaliar a influéncia da delimitag@o da area adesiva na resisténcia de uniéo
ao microcisalhamento, observaram que quando o adesivo € aplicado em todo o substrato
€ dificil garantir que a area que esta sendo testada é restrita a circunferéncia do cilindro,
consequentemente a fratura pode acontecer além dos limites do espécime cilindrico.
Além disso, pode ocasionar excesso de adesivo ao redor do tubo, o que prejudica o
posicionamento correto do fio ao redor da interface adesiva e influencia negativamente a
distribuicdo de tensdo durante o carregamento da amostra. Portanto, ao delimitar a area
adesiva ocorre uma melhor distribuicao de stress em torno do espécime cilindrico no nivel
da interface adesiva. Segundo Chai et al., (2015) essa é uma etapa fundamental para
controlar a variabilidade em testes de resisténcia de micro-cisalhamento, proporcionando

resultados mais confiaveis.
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Fig. 2 — Teste de resisténcia ao cisalhamento (a) Tubo de polietileno & posicionado sobre o substrato 1.

(b) Preenchimento do tubo com material preferencialmente fluido. (c) Remocéo do tubo delicadamente.

(d) Obtencao do cilindro do segundo substrato. (f) Carga de cisalhamento aplicada por um fio metalico.
(Figura adaptada de Garcial et al. 2007).

Para preparar a amostra tubos de polietileno sdo usualmente utilizados (fig.2-a)
como molde para colocagéo do material (SHIMADA; YAMAGUCHI; TAGAMI, 2002, MUNOZ
etal., 2014, LOGUERCIO et al., 2015). Para o teste micro, materiais fluidos séo preferiveis,
uma vez que a consisténcia facilita o enchimento do molde (fig.2-b). Ja para os testes de
cisalhamento, os cilindros sdo comumente obtidos com materiais condensaveis (XAVIER
et al., 2009).

ApO6s a construg@o dos espécimes cilindricos o operador usa uma lamina de bisturi
para remover os tubos cilindricos manualmente (fig.2-c). A pressao exercida sobre a lamina
pelo operador, a fim de cortar e remover os tubos de polietileno, pode ser transferido ao
espécime cilindrico e como consequéncia ocasionar estresse na interface adesiva e falhas
prematuras (ANDRADE et al., 2012). Para evitar esses problemas, as matrizes de tubo de
polietileno podem ser substituidas por macarrdo. Quando submerso na agua, o macarréo
amolece e pode ser facilmente removido do com um explorador (MORO et al., 2017).

Uma vez preparada as amostras, o fio ortoddntico com espessura de 0,2 mm tém
sido 0 mais comumente utilizado (fig.2-f) para o carregamento de carga em um teste de
micro-cisalhamento (SHIMADA; YAMAGUCHI; TAGAMI, 2002, SHIMAOKA et al., 2011,
LOGUERCIO et al., 2015,). O uso do fio € simples e pode ser mais facilmente posicionado
na interface adesiva (FOONG et al., 2006). Todavia, a deformacgéao do fio durante a aplicagédo
da carga pode ser uma preocupacgédo. Mas ele parece nao influenciar no teste, uma vez que
ele ndo altera a intensidade nem direcéo da forca e ndo muda o plano de tenséo de contato
entre o fio e a amostra (PLACIDO et al., 2007).
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31 CONCLUSAO

A realizacdo de testes laboratoriais voltados para os materiais dentérios que
apresentam adesdo a estrutura dental é essencial de ser desenvolvido primordialmente
a sua aplicagéo clinica, a fim de se comprovar a sua efetividade e seguranca clinica.
Para tanto, diversas metodologias sdo desenvolvidas com esta finalidade, sendo as de
microtra¢@o e microcisalhamento as de maior sensibilidade.
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QUIMIOTERAPIA

RESUMO: Introducao: O céancer por si s6 e
tratamento quimioterapico aumenta a perda
de peso e pode levar ao catabolismo muscular
alterando a composi¢édo corporal. A alimentacéo
e estilo de vida séo fatores determinantes sobre
a saude, sendo que a relagdo entre dieta e
cancer reflete na qualidade de vida de quem esta
em tratamento oncolégico. Objetivo: Analisar
a qualidade de vida e composi¢cdo corporal
em pacientes oncologicos em quimioterapia.
Materiais e Meétodos: Estudo transversal
com pacientes diagnosticados com céncer
realizado em um hospital em Guarapuava-PR.
O estado nutricional foi avaliado pelas variaveis
antropométricas IMC, e mudanca de peso; e
composigao corporal foi aferida por bioimpedancia
elétrica. Qualidade de vida foi avaliada por meio
do questionario WHOQOL-BREF. Resultados:
Participaram do estudo 29 pacientes, com idade
média de 63 anos, sendo 31 % do sexo feminino
e 69% do sexo masculino. Sobre a percepcgdo da
qualidade de vida e a satisfagdo com sua saude
os resultados obtidos foram de 34,5% no geral
para a pergunta sobre percepcédo de qualidade
de vida e para pergunta sobre a satisfacdo com
sua saude a maior prevaléncia aponta a opgéo
“regular’, demonstra que de 29 pacientes 14
destes, ndo estavam satisfeitos com a sua saude.
Conclusao: Estudo colabora em evidenciar o
impacto que ocorre com o tratamento oncoldgico
na composi¢édo corporal do individuo e quando
relacionado este com a qualidade de vida. Assim
a importancia da analise conjunta itens para
contribuir melhorando os dominios avaliados do
paciente que respondera de forma melhor ao
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tratamento oncolégico.
PALAVRAS-CHAVE: Cancer; Avaliagdo Nutricional; Estado nutricional, Qualidade de Vida.

QUALITY OF LIFE AND BODY COMPOSITION OF CANCER CHEMOTHERAPY
PATIENTS

ABSTRACT: Introduction: Cancer per se and chemotherapy treatment increases weight
loss and can lead to muscle catabolism by altering body composition. Diet and lifestyle
are key determinants of health, and the relationship between diet and cancer reflects on
quality of life of those undergoing cancer treatments. Objective: Analyze the quality of life
and body composition in cancer patients undergoing chemotherapy. Materials and Methods:
Cross-sectional study with patients diagnosed with cancer in a hospital in Guarapuava-PR.
Nutritional status was assessed by anthropometric variables BMI, and weight change; body
composition was measured by bioelectrical impedance. Quality of life was assessed using
the WHOQOL-BREF questionnaire. Results: This study included 29 patients, with a mean
age of 63 years, 31% female and 69% male. Regarding the perception of quality of life and
satisfaction with their health the results obtained were 34.5% overall for the question about
perception of quality of life and for question about satisfaction with their health the highest
prevalence points to the option “regular "Shows that of 29 patients 14 of these were not
satisfied with their health. Conclusion: This study contributes to highlight the impact that
occurs with cancer treatment on the body composition of the individual and when related to
the quality of life. Thus, the importance of the joint analysis of these two items to contribute to
improving the evaluated domains of the patient who will respond better to cancer treatment.
Keywords: Cancer; Nutritional assessment; Nutritional status, Quality of life

INTRODUCAO

A desnutricdo em pacientes oncoldgicos varia conforme a localizagdo do tumor,
em resposta a combinacgdo da ingestédo reduzida de alimentos e alteragbes metabdlicas,
incluindo aumento de catabolismo proteico e energético, excesso de fatores pro-
inflamatoérios e consequente perda de peso corporal. A esse conjunto de fatores da-se o
nome de “Caquexia Associada ao Céancer” (CAC) .

Esta bem documentado na literatura que a prevaléncia de desnutricdo em pacientes
oncoldgicos é alta, variando entre 25% e 70%, tendo como referéncia as avaliagbes
nutricionais. Entretanto, a desnutricdo nesses pacientes permanece sub diagnosticada e
sub tratada 2; 2.

Pacientes com CAC apresentam complicagdes relacionadas ao tratamento (toleram
menos ciclos de quimioterapia e possuem alto risco de toxicidade). Além disso, apresentam
menor qualidade de vida (QV) e reducéo de sobrevida*>®” o que representa a causa direta
de pelo menos 20% de 6bitos associados ao cancer®.

Na maioria dos tipos de cancer, as alteragbes catabolicas relacionadas ao
tratamento de quimioterapia aumentam substancialmente a perda geral de peso e redugcéao
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de massa muscular, 0 que pode alterar a composicao corporal. Os efeitos colaterais
comuns da quimioterapia citotoxica incluem anorexia, nauseas e vémitos, que séo sintomas
nutricionalmente impactantes que contribuem para reduzir a ingestdo de alimentos e,
portanto, para perda de peso®'™°.

Varios agentes quimioterapicos como a oxaliplatina™, cisplatina'?, antraciclinas,
5-fluorouracilo e irinotecano, parecem ser absorvidos por células musculares e induzem
atrofia'. Adoxorrubicina suprime a sintese proteica e ativa a sinalizagéo proteolitica'. Ainda,
o tratamento antineoplasico aumenta os niveis circulantes de citocinas pré-inflamatérias'®
que contribuem para a indugéo da CAC'® e para a sarcopenia relacionada a obesidade".

Em suma, o tratamento quimioterapico provoca sintomas de impacto nutricional que
limitam ou impedem o paciente de se alimentar, alterando a quantidade e qualidade da
dieta'®.

A alimentagéo e o estilo de vida sdo fatores determinantes sobre a sadde dos
pacientes oncolégicos. Destaca se a ainda a importédncia da avaliagdo da qualidade
de vida (QV) de quem esta em tratamento para qualquer tipo de neoplasia, pois a QV,
principalmente na presenca da desnutricdo, tende a afetar a capacidade funcional em
resposta ao tratamento e a sobrevida do paciente'®.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, QV é a visdo que o individuo tem
sobre a sua vida, seja baseado em suas culturas, valores, relacbes, objetivos, padrdes,
expectativas e preocupacgdes que vivencia?. Em pacientes oncologicos a QV ¢ influenciada
por fatores como a dor, depresséo, alteragdo no estilo de vida, os desconfortos fisicos,
psicossociais e espirituais que estes individuos vivenciam e a luta no curso da doenca
diminuem a QV, merecendo ainda mais atencdo dos profissionais da area de saude?'.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a composi¢ao corporal,
e a QV de pacientes oncologicos.

METODOS

Trata—se de um estudo transversal prospectivo realizado com pacientes com
diagnostico de cancer avaliados até 48 horas de internagdo em um hospital filantrépico do
Centro Oeste no estado do Parana, durante o periodo de fevereiro a abril de 2019. O estudo
considerou os critérios éticos em pesquisa sobre aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
com parecer 1.593.833 de 16/06/2016. Os critérios de inclusdo foram: possuir diagnéstico
clinico de cancer e estar realizando tratamento quimioterapico preferencialmente na primeira
sessdo, ser alfabetizado, ser maior de 18 anos de idade e aceitar participar da pesquisa
concordando com as informagdes contidas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
que o presente estudo foi aprovado, bem como preencher o questionario de QV (WHOQOL-
BREF)?2. Os critérios de exclusdo foram pacientes em cuidados paliativos e portadores de
protese metalica ou marca-passo, devido a realiza¢do da bioimpedéancia.
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Avaliacéao geral; antropométrica e composicao corporal

Para caracterizagdo da amostra foram obtidos dados s6ciodemogréficos, habitos de
vida e avaliagdo antropométrica (peso habitual (kg), peso atual (kg), altura (m) e o indice
de massa corpérea (IMC - kg/m2). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado por
meio da razéo entre peso corporal (kg) e quadrado da altura (m), classificado segundo a
Organizagdo Mundial de Saude?.

A perda de peso foi calculada: mudanca de peso (MP) (peso habitual — peso atual) e
o percentual de mudanga de peso (%MP) (peso habitual/peso atual x 100%). A impedancia
bioelétrica (BIA) (Bioimpedancia RJL SYSTEMS® - Quantum V Segmental BIA4) foi
realizada de acordo com Kyle et al. (2004)?4, para avaliar Massa Corporal magra (MCM),
Massa Gorda (FM) e Angulo de Fase (PA). Os parametros de sarcopenia foram avaliados
de acordo com os pontos de corte para determinar sarcopenia da EWGSOP22°,

Avaliacéo da Qualidade de Vida

Para analisar a QV dos pacientes utilizou-se um questionario, 0o WHOQOL-BREF
22 um questionario QV, que é composto por 26 questdes, onde duas destas sdo sobre
uma autoavaliacdo de vida e 24 questbes representando as facetas de quatro dominios
diferentes: (I) - Dominio fisico (que aborda questionamentos sobre a dor e o desconforto,
energia e fadiga, sono e repouso, mobilidade, atividades da vida cotidiana, dependéncia
de medicagdo ou de tratamentos, capacidade de trabalho); (l) - Dominio psicolégico
(sentimentos positivos, pensar, aprender, meméria e concentracédo, autoestima, imagem
corporal e aparéncia, sentimentos negativos, espiritualidade/religidgo/crengas pessoais); (lll)
- Relagbes sociais (relagdes pessoais, suporte (apoio) social, atividade sexual); (1V) - Meio
ambiente (seguranca fisica e protecdo, ambiente no lar, recursos financeiros, cuidados de
saude e sociais: disponibilidade e qualidade, oportunidades de adquirir novas informacgées
e habilidades e oportunidades de recreacao/lazer, ambiente fisico: (poluigdo/ruido/transito/
clima/transporte). As respostas seguem a escala de Likert (de 1 a 5, onde quanto maior a
pontuagdo melhor a qualidade de vida)?2.

Analise estatistica

Os dados foram inicialmente analisados por meio de estatistica descritiva, com a
utilizacdo de médias, desvio padréao e frequéncias relativas e absolutas. Todos os valores
de p foram de dois lados e foi atribuida a significancia quando p < 0,05. Foi realizado
teste de normalidade (Shapiro-Wilk) para verificar a distribuicdo das variaveis numéricas.
A comparacgdo das variaveis numéricas foi realizada por meio de teste T-student para
amostras independentes ou teste de Mann-Whitney. As andlises foram realizadas com o
auxilio do software IBM-SPSS® Statistics versao 22.0.
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RESULTADOS

Foram avaliados 29 pacientes, com média de idade de 63,1 anos (+ 14,3) sendo
69% do sexo masculino. Os tipos de cancer mais prevalentes foram: 24,1% (n=7) cancer
de estbmago, 17,2% (n=5) cancer de reto, 13,8% (n=4) cancer de pulmao e 10,3% (n=3)
cancer de esbfago. Outros tipos de cancer totalizaram 34,6% (n=10).

De acordo com o IMC, 69% apresentavam eutrofia, sendo 12 homens e 8 mulheres
e 13,4 % baixo peso sendo 3 homens e 1 mulher. Com relacdo ao porcentual de perda
de peso (% PP) nos ultimos seis meses, observou-se um valor de 8% (+10,5) entre os
homens e 2,8% (+4,8) entre as mulheres. Notou-se que os homens, embora sem diferenga
significante (p>0,05), apresentaram maior perda de peso quando comparado as mulheres

(Tabela 1).
VARIAVEIS G"z"::z%;"a' Homens (n=21) Mulheres (n=8) Valor de p
Sexo — % (n)* 100 (29) 69 (20) 31 (9) 0,4752
Idade (anos)** 63,1 +14,3 65,1 +15,5 58,7 +10,2 0,269°
Peso Usual (kg)** 62,6 + 11,1 68,5 +9,9 53,1 £3,7 <0,001°¢
Peso Atual (kg)** 62,0 +14,5 66,7 +14,8 51,3 +5,3 <0,001°
Estatura (m)** 1,68 0,1 1,71 £0,1 1,62 £0,1 0,004°
% Perda de peso (PP) ** 59+8,9 8,0+10,5 2,8+48 0,204°
IMC atual (kg/m?)** 21,8 +4,7 22,8 +52 19,5+1,6 <0,015°
Classificagdo IMC Atual — %(n)*
Baixo peso 13,4 (4) 15 (3) 11,1 (1)
Eutrofia 69 (20) 60 (12) 88,9 (8) 0.361¢
Sobrepeso 6,9 (2) 10 (2) - ’
Obesidade 10,3 (3) 15 (3) -

Tabela 1. Caracterizagcdo demogréfica e antropométrica de pacientes avaliados no estudo, 2019

aTeste Qui-quadrado de Pearson; ®teste T Student para amostras independentes; Teste Mann-Whitney
- *Dados expressos em percentual € nimero amostral — % (n) - **Dados expressos em média e desvio
padréo — X (DP)

Em relagdo a composicao corporal, foi obtido o valor médio de 5,1 graus para o
angulo de fase, tanto no grupo geral, como no grupo de homens e mulheres. Embora sem
diferencga estatistica significante, houve maior prevaléncia de AF reduzido entre os homens.
Foram encontrados valores semelhantes, tanto no grupo geral como no grupo de homens

e mulheres, em relagéo a classificagdo da sarcopenia. (Tabela 2).
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Grupo geral Homens Mulheres (n=8) Valor de p

(n=29) (n=21)
AF (graus)** 51+1,8 51+2,1 51+1,2 0,795%
MME (kg)** 18,8 +6,6 20,0+ 7.4 16,3+3,5 0,1092
IMME (kg/m2)** 6,61+2,12 6,8+24 6,1+1,3 0,475°
Classificacdao AF*
Normal 13,8 (4) 10,0 (2) 22,2 (2)
0,377°

Reduzido 86,2 (25) 90,0 (18) 77,8 (7)
Classificacao sarcopenia*
Normal 55,2 (16) 55 (11) 55,6 (5)

. 0,978°
Reduzido 44,8 (13) 45 (9) 44,4 (4)

Tabela 2. Avaliagdo da composicéo corporal dos pacientes avaliados no estudo, 2019

Notas: MME = massa muscular esquelética; IMME = indice de massa muscular esquelética; AF =
angulo de fase

aTeste Qui-quadrado de Pearson; teste T Student para amostras independentes; °Teste Mann-Whitney
- *Dados expressos em percentual e nUmero amostral — % (n) - **Dados expressos em média e desvio
padrdao — X (DP)

A Figura 1 mostra a pontuacdo média das questées 1 e 2 do questionéario de
avaliagdo da QV, que dizem respeito a percepcdo da QV do proprio entrevistado e a
satisfagdo com sua satde. Embora sem diferencga significante entre os grupos (p>0,05), os
homens apresentaram pontuagdo média mais baixa que as mulheres. No grupo geral, na
variacdo de pontos de 1 a 5, a pontuagéo para a questéo 1 foi de 3,1 (+0,1) pontos, e para
a questéao 2 foi de 3,0 (+0,1) pontos.

3,7(+1,0)
3,3 (+0,1) 3,2(40,9) 3,3(+1,0)
3(x0,1)
2,8(+0,9)
Grupo geral Homens Mulheres

MW questdo 1 questdo 2

Figura 1. Avaliagdo das questdes 1 e 2 do questionario de Qualidade de vida.

Notas: Valores expressos em média e desvio-padrao
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Em relacdo aos dominios avaliados para a QV (tabela 3), tanto para o grupo geral,
como para os grupos de homens e mulheres, foram encontrados baixos percentuais,
indicativos da necessidade de melhorar todos os dominios avaliados. Apenas para o
dominio ambiental foram encontrados percentuais acima de 50%. Nao foram encontradas
diferencgas estatisticas significantes entre os homens e as mulheres em relagdo a QV (p >
0,05).

Qualidade de vida Grt(ns:zgc)eral I-I(t:\r:2e1n)s Ml(’rl:;%';es Valor de p
% dominio fisico* 43,3+13,7 42,1+13,8 46,0 14,1 0,491*
% dominio psicolégico* 51,1+15,7 49,8+15,2 54,2+17,2 0,497**
% dominio social* 48,3+20.7 47 1217 50,9+19,3 0,652**
% dominio ambiental* 541174 54,2+17,5 53,8 £18,3 0,956**

Tabela 3. Avaliagdo geral dos dominios da Qualidade de Vida dos pacientes do estudo
Notas: *Resultados expressos em média e desvio-padrao; **teste T Student

n = numero amostral; % = percentual; p = valor estatistico do teste

DISCUSSAO

O estudo traz como parémetro principal avaliar a QV de pacientes oncolégicos
e analisar a composicdo corporal destes individuos em ambito hospitalar e durante
quimioterapia.

Em relacdo a amostra estudada, o fato de ter mais homens esta relacionado ao tipo
de coleta: amostragem de conveniéncia. A amostra estudada, por sua vez nao apresenta
relacdo distinta de maior prevaléncia de um cancer que afeta mais homens ou mulheres, é
uma amostra heterogenia.

No parametro %PP quando comparado homens e mulheres nota se que houve
maior prevaléncia na perda de peso nos homens, isso porque as mulheres apresentam
maior percentual de gordura corporal 2°.

O IMC nao deve ser utilizado como parédmetro isolado de estado nutricional, pois
néo traz resultados relevantes pois o IMC serve como uma triagem e deve ser utilizado
em conjunto com outros parametros?’, como neste estudo, que foi utilizado o percentual de
perda de peso, a sarcopenia e o parametro angulo de fase realizado através bioimpedancia.

A sarcopenia afeta o paciente oncolégico pois é caracterizada pela triade de massa
muscular reduzida em associagdo com forga muscular reduzida e / ou desempenho fisico,
parametros que ja estdo evidentes no paciente oncolégico e se destacam ainda mais
quando associado sarcopenia e cancer?.

O angulo de fase reduzido em pacientes oncolégicos, como observado no presente
estudo, se da devido a integridade da membrana celular que esta afetada isso fica bem
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representado no angulo de fase reduzido. Por isso a importancia de se avaliar esse
parametro no paciente oncolégico®.

No que diz respeito a analise de QV percebe-se que o dominio ambiental atingiu o
maior percentual (54,1%). Pode-se justificar isso ao fato desse dominio néo se relacionar
diretamente ao cancer quando comparado ao dominio fisico que esta ligado a dor e/ou com
a aceitagdo do paciente com relagdo ao seu corpo que enfrenta mudangas ocasionadas
pelo cancer como por exemplo inapeténcia, , insénia, astenia e perda de peso?'. Um ponto
relevante quando se trata de uma pesquisa realizada com pacientes oncoldgicos e que
apresentam perda de peso significativa.

Um dado importante quando levando em consideragéo que muitos destes pacientes
enfrentam a quimioterapia sozinhos ou por vezes sem o acompanhante presente, pontos
que podem ser observados nos dominios psicoldgicos e social.

Com relagcéo a questdo um e dois que se referem QV e a percepgéo do paciente
sobre a satisfagdo com a sua salde, o resultado obtido em maior prevaléncia aponta a
opcao “regular”, isso demonstra que os pacientes ndo estao satisfeitos com a sua saude.

O conceito de QV é multidimensional e busca relacionar saude fisica de pacientes
oncoldgicos, com aspectos sociais, culturais, ambientais e espirituais®, sendo considera
com a percepg¢ao que o individuo acometido com a doenca tem sobre 0 seu meio, e
considera também a avaliagdo sobre suas expectativas pregressas e objetivos para o
futuro.

Quando analisados os dominios nota se que em todos os quatro houve uma
resposta de baixa QV. Principalmente no que diz respeito ao fisico e psicolégico, dominios
estes que estdo claramente relacionados a QV do paciente. Com isso o estudo deixa claro
a importancia da avaliagdo do estado nutricional e também da QV. A analise conjunta
destes dois itens pode contribuir para uma melhor resposta ao tratamento uma vez que,
melhorando o dominio social, ambiental, fisico e psicol6gico o paciente respondera de
forma mais positiva estando apto para enfrentar o tratamento oncolégico®'.

O termo QV foi considerado importante no ambito da salde apds os avangos
tecnolégicos que aumentaram a expectativa de vida dos doentes segundo. O ser humano
passou a ser visto de maneira integra e que a QV faz parte da saude deste individuo e deve
entéo ser tratada de forma geral desconsiderando tratar apenas a enfermidade aparente e
sim como um todo. Houve desde entdo uma necessidade em pensar na QV dos pacientes
oncolégicos, quando levado em conta que eles estédo susceptiveis a condi¢gdes que afetam
a sua perspectiva de vida e que isso esta diretamente ligado a resposta ao tratamento 22,%.

As limitagcbes do estudo foram a amostra pois se tratava de uma amostragem
conveniéncia e também os protocolos da realizagdo da bioimpedéancia que nao foram
seguidos a critério do exigido pois nas condicdes do ambiente hospitalar ndo foram
possiveis. Embora o estudo tenha uma amostragem reduzida, traz dados relevantes sobre

o estado nutricional dos pacientes avaliados.
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CONCLUSAO

O presente estudo o analisou a composicdo corporal de pacientes oncologico e
a QV. Apesar de a maioria apresentar eutrofia e com os valores de IMC adequados para
idade concluiu-se que os valores de perda de peso recente foram significativos. Diante do
exposto percebe se a necessidade de novos estudos com amostragem diferente como
por exemplo homogénea que possam contribuir com analises relacionadas com a QV e
composigdo corporal de pacientes oncolégicos.
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RESUMO: A triagem neonatal sanguinea é conhecida popularmente como teste do pezinho
(TP) e é uma das medidas adotadas pela rede de saude publica visando o diagnéstico de
doencas congénitas e a redugéo da mortalidade infantil, o teste é obrigatério e gratuito em
todo territorio brasileiro. Logo nos primeiros dias de vida, o teste atualmente identifica até 6
diferentes doengas genéticas, metabolicas e infecciosas. Com a necessidade de uma maior
abrangéncia de doencgas consideradas mais raras, o Ministério da Saude através do congresso
nacional aprovou uma lei de amplia¢éo do teste na rede publica de saude, auxiliando muitos
pacientes no diagnéstico e encaminhando para um tratamento eficaz, reduzindo assim a
taxa de mortalidade infantil e o possivel desenvolvimento de sequelas. O presente trabalho
objetiva a realizacdo de uma reviséo bibliografica acerca da triagem neonatal na rede de
saude publica atual e a ampliada, mostrando a importancia dos novos diagnosticos para a
vida de muitos pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: Triagem Neonatal- Doencas Metabdlicas - Triagem Neonatal no SUS

GUTHRIE TEST EXPANDED ON SUS - TESTE WILL SCREEN FOR MORE
THAN 50 DISEASES RARE

ABSTRACT: Blood neonatal screening is popularly known as the heel prick test and is one of
the measures adopted by the public health network aimed at diagnosing congenital diseases
and reducing infant mortality, the test is mandatory and free throughout Brazil. In the very
first days of life, the test currently identifies up to 6 different genetic, metabolic and infectious
diseases. With the need for a greater coverage of rarer diseases, the Ministry of Health,
through the national congress, approved a law to expand the test in the public health network,
helping many patients in the diagnosis and referring them to effective treatment, thus reducing
the rate infant mortality and the possible development of sequelae. The present work aims to
carry out a literature review on neonatal screening in the current and expanded public health
network, showing the importance of new diagnoses for the lives of many patients.
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TRIAGEM NEONATAL

O Ministério da Saude (MS) integra normas para a triagem neonatal, contendo nessa
triagem: triagem ocular, triagem auditiva, triagem das cardiopatias congénitas e triagem
sanguinea.

A triagem ocular, conhecida popularmente como “teste do olhinho” & um reflexo de
luz vermelha que incide diretamente sobre o olho do recém-nascido com objetivo de avaliar
se existe algum obstaculo a chegada da luz até a retina do olho (AGUIAR; CARDOSO;
LUCIO, 2007).

A triagem neonatal auditiva tem como finalidade o diagnostico através de um teste
para detectar deficiéncia auditiva. Segundo dados de diferentes estudos epidemiolégicos,
a prevaléncia da deficiéncia auditiva varia de um a seis neonatos para cada mil nascidos
vivos, e de um a quatro para cada cem recém-nascidos provenientes de Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). A deficiéncia auditiva (DA) é definida com base no nivel
de perda, medido em decibéis em diferentes frequéncias de 126 Hz (sons graves) a 8.000
Hz (sons agudos), podendo ser classificada como normal, discreta, leve, moderada, grave
e profunda. No periodo neonatal, o principal tipo de PA é sensoério-neural e relacionado a
danos nas células ciliadas da coclea. (BRASIL, 2012).

Também conhecido como “teste do coragdozinho”, a triagem das cardiopatias
congénitas é um exame realizado ainda na maternidade, entre 24h a 48h ap6s o nascimento.
Consiste em medir a oxigenac¢ao do sangue e os batimentos cardiacos do recém-nascido
com o auxilio de um oximetro no pulso e no pé do bebé. Caso algum problema seja
detectado, o bebé é encaminhado para realizar um ecocardiograma. Se o0 exame apresentar
alguma alteragao, é feito o encaminhamento para um centro de referéncia em cardiopatia
para inicio do tratamento (CHIAMULERA, 2020).

A triagem neonatal sanguinea é conhecida popularmente como “teste do pezinho”
e consiste em um exame de rastreamento de doengas realizado em recém-nascidos
(NASCIMENTO, 2011, FORTES, 2012). Este exame é realizado através da retirada de
sangue do calcanhar do bebé, pois esta area é considerada bastante vascularizada e de
facil coleta. Este estudo enfatizara a triagem sanguinea. O principal objetivo do exame é
a identificacdo precoce de doengas metabdlicas, antes mesmo da primeira manifestagédo
de sintomas, conseguindo assim proporcionar uma melhor qualidade de vida ao paciente.

No Brasil, na década de 70 a Associagdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE)
de Séao Paulo, iniciou os primeiros diagnésticos para a fenilcetonuria, e em seguida, no ano
de 1980, passou a diagnosticar mais outra doenca que foi o hipotireoidismo congénito
(BRASIL, 2002). Foi incorporado ao Sistema Unico de Satde (SUS) em 1992, sendo
obrigatério e gratuito a ser realizado em todos os recém-nascidos vivos.

Em 2001, foi criado o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) pela portaria
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GM/ MS n° 822 de 06 de junho de 2001 e tem como objetivo a ampliacdo de patologias
(anemia falciforme, hemoglobinopatias e fibrose cistica). A implantacdo do exame ocorreu
de forma gradativa no pais, seguindo as condi¢des organizacionais de cada estado. Desde
entdo, houveram quatro fases de incorporagéo de doencas até a versdo atual do teste. Em
2014, todos os estados ja estavam habilitados para a triagem das seis doencgas previstas
no programa pelo SUS (BRASIL, 2021).

DOENCAS DETECTADAS ATUALMENTE COM O TESTE DO PEZINHO (TP)

Fenilcetonuria

E uma doenca genética ocasionada por um erro metabélico, ocorre a deficiéncia da
enzima hepatica “fenilalanina hidroxilase”, que é responsavel pela converséo da fenilalanina
presente nas proteinas provenientes da alimentagcéo em tirosina. A falta da tirosina acarreta
uma insuficiente producdo de neurotransmissores importantes como a noradrenalina e a
dopamina. (SANTOS; HAACK, 2013) Através do teste do pezinho, é possivel obter um
diagnostico precoce através da detecgao de niveis elevados de fenilalanina sanguineo em
bebés. A recomendacéo é que o sangue seja coletado apds 48h do seu nascimento para
garantir que ele tenha ingerido quantidades de proteina suficientes para apontar alteragbes
no exame, afim de evitar resultados falso-negativos. (BRASIL, 2002)

Hipotireoidismo Congénito

O hipotireoidismo congénito é um distarbio endécrino que pode acarretar na
crianga varios graus de deficiéncias neurolégicas, motoras e de crescimento, incluindo o
retardo mental irreversivel. E caracterizada pela deficiéncia na produgdo dos horménios
tireoidianos que séo a tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). (NASCIMENTO, 2011, SETIAN,
2007). A deficiéncia desses horménios pode levar a lesbes irreversiveis no desenvolvimento
do sistema nervoso, podendo ocasionar retardo mental grave. Se diagnosticado de forma
precoce, o inicio do tratamento pode evitar sequelas na vida do bebé. O tratamento deve
comecar o mais rapido possivel e consiste na administragéo de tiroxina via oral. (MACIEL
et al., 2013).

Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias séo doencas de carater hereditario, causadas por um gene
alterado que determina modificagdes na hemoglobina. Entre os casos de hemoglobinopatias,
existem dois grupos principais: as alteragdes estruturais, representadas pelas doencas
falciformes e as alteracées quantitativas, representadas pelas talassemias. A doenca
falciforme é a doenca hereditaria mais prevalente no Brasil (SILVA et al., 2016).

A doenca falciforme pode apresentar manifestagdes clinicas agudas ou cronicas,
podendo lesar progressivamente os tecidos e 6rgdos como pulmdes, coragdo, 0Ssos,
rins, figado, retina e pele. O objetivo da triagem para identificagdo de hemoglobinopatias
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€ a identificacé@o prévia de criangas com doencas falciformes. A anemia falciforme é uma
doenga genética, hereditaria de alta morbidade e mortalidade. E causada por uma mutagéo
genética, onde no lugar da hemoglobina A, existe uma hemoglobina mutante denominada
S.

Fibrose Cistica

A fibrose cistica € uma doenca genética relacionada ao mal funcionamento do
transporte de cloro e sddio nas membranas celulares. A alteracdo nesse transporte faz com
que ocorra uma maior producdo de muco espesso nos brénquios e nos pulmdes, o que
facilita a ocorréncia de infecgoes frequentes. Também pode ocorrer o bloqueio dos ductos
pancreaticos, causando problemas no sistema digestivo. A evolugdo da doenga acarreta
uma desnutricdo severa, atraso no desenvolvimento e infecgées pulmonares cronicas, e
podem ainda evoluir para ébito. (BRASIL, 2016).

Hiperplasia Adrenal Congénita

A hiperplasia adrenal congénita € um conjunto de doencgas de carater genético, onde
ocorre deficiéncia da enzima 21 — hidroxilase, relacionada com a biossintese do horménio
cortisol. Como consequéncia desse disturbio, ocorre a hipersecrecdo do horménio
adrenocorticotrofico, que leva a hiperplasia das glandulas supra-renais (BRASIL, 2015).
O horménio cortisol € de grande importancia e essencial para a manutencéo da vida, esta
relacionado com o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos e ainda possui um
eficiente efeito anti-inflamatério. Pode acarretar na excessiva perda de sal levando ao risco
de vida para os recém-nascidos (BRASIL, 2016).

Deficiéncia da Biotinidase

Adeficiéncia da biotinidase & um erro metabdlico que causa um defeito na reciclagem
da vitamina biotina, indispensavel para a atividade de diversas enzimas. Se néo for tratada
precocemente, pode acarretar em alterages neurologicas como crises epiléticas de dificil
controle, microcefalia, atraso no desenvolvimento e alteragdes cutaneas (ARANTES et al,
2016).

Ampliacao do Teste do Pezinho no SUS

No més de maio de 2021, foi sancionada a Lei n° 14.154, que amplia para mais de
50 o numero de doencas rastreadas pelo Teste do Pezinho oferecido pelo Sistema Unico de
Saude (SUS). Esta ampliacao altera o Estatuto da Crianca e do Adolescente (Lei n° 8.069,
de 13 de julho de 1990), e aperfeicoa o Programa Nacional de Triagem Neonatal (BRASIL,
2021). Atualmente, o teste ampliado s6 esta disponivel na rede particular. Avaliando
financeiramente, a longo prazo, o custo do tratamento de pacientes com doencas raras
sem diagnostico precoce é maior para os cofres publicos do que o investimento necessario
para adotar a triagem neonatal ampliada na rede publica. (CHIAMULERA, 2021). Portanto,
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a partir da nova lei, sera possivel realizar o teste ampliado na rede publica de saude,
ajudando no diagnoéstico e tratamento precoce para melhorar a qualidade de vida de muitos
recém nascidos.

O exame ampliado vai identificar 14 grupos de doencgas. A ampliagdo vai ocorrer de
forma escalonada através de cinco etapas estabelecidas pelo Ministério da Saude.

Primeira etapa

Nessa primeira etapa da implementacéo do teste, 0 exame continuara detectando as
seis doencas realizadas no teste atual, tendo como adicional o diagnéstico da toxoplasmose
congénita.

A toxoplasmose congénita € uma infeccdo considerada protozoose, causada
pelo protozodrio toxoplasma, a transmissdo de forma congénita pode ocorrer quando a
mulher adquire a infec¢do durante o periodo gestacional. Essa doenga pode passar
desapercebida no nascimento, porém pode se manifestar meses ou até anos depois.
Os recém-nascidos infectados por essa doenca podem apresentar problemas na visédo
e audicéo, dificuldades mentais e na movimentagéo, dependendo do periodo gestacional
que a mée foi contaminada. Atualmente, os pacientes s&o diagnosticados no SUS por meio
de exames que identificam os anticorpos IgM, o método de ISAGA-IgM é considerado o
método de escolha para detectar o Toxoplasma IgM em lactentes com menos de 6 meses
de idade (CONITEC, 2020). No soro do recém-nascido a presencga de niveis elevados de
anticorpos igG que aumentam ou permanecem positivos em até 18 meses € indicativo de
toxoplasmose congénita, os niveis que decrescem e se tornam negativos representam os
anticorpos maternos transmitidos de forma passiva (SPALDING SM, et al. 2003).

SEGUNDA ETAPA

Serdo acrescentados na segunda etapa, os testes para galactosemias,
aminoacidopatias, disturbios do ciclo da ureia e disturbios da beta oxidacdo dos &acidos
graxos.

a) Galactosemia

E uma doenga metabdlica, do grupo de Erros Inatos do Metabolismo (EIM),
caracterizada pela deficiéncia da enzima galactose-1-fosfato uridil transferase (GALT),
enzima responsavel pela metabolizagéo da galactose, agucar presente no leite e derivados.
Trata-se de uma doenga hereditaria com heranga autossémica recessiva causada por
mutacdes no gene GALT. No periodo neonatal, apds a ingestao de galactose, os pacientes
podem apresentar sintomas como dificuldades alimentares, vomitos, diarreia, perda de
peso, ictericia, anemia hemolitica, edema cerebral, catarata, hepatomegalia e ascite. Nos
casos em que a doencga é detectada, o tratamento é feito com a restricdo de alimentos que
contenham lactose ou galactose (SBTEIM, 2021).
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b) Disturbio do ciclo da ureia

O ciclo da ureia é o responséavel pelo conjunto de rea¢des enzimaticas que convertem
a amoénia liberada durante o catabolismo das proteinas em ureia. A ureia liberada é uma
substancia nitrogenada que é excretada na urina. Os disturbios no ciclo da ureia (DCU)
ocasionam uma hiperamonemia (acumulo de aménia no sangue), esta condi¢édo é altamente
neurotdxica aos seres humanos (DLE, 2010).

As principais enzimas envolvidas no ciclo da ureia sdo cinco: carbamil-fosfato sintetase
(CPS), ornitina-transcarbamilase (OTC), arginino-succinato sintetase (AS), arginino-succinato
liase (AL) e arginase (DLE, 2010).

O DCU é uma patologia rara em recém-nascidos, mas os que possuem sao herdados
como tragos autossdmicos recessivos, em excec¢do quando ha deficiéncia da ornitina-
transcarbamilase (OTC), que é herdada como traco ligado ao X. A familia do paciente
diagnosticado com DCU deve receber aconselhamento genético, porque a detecgdo do
portador e o diagnostico pré-natal estdo disponiveis para a maioria dos disturbios causados
por essa doenga (DLE, 2010).

Na maioria dos casos, 0s primeiros sintomas aparecem nos primeiros dias de
vida do bebé, através de uma deterioragcdo neurologica rapidamente progressiva. Com o
aumento dos niveis de amdbnia sanguineo, os pacientes desenvolvem recusa alimentar,
anorexia, alteragdes comportamentais, vOmitos, letargia, convulsdes, edema cerebral e
colapso circulatério. Algumas formas menos graves da doenga podem se desenvolver mais
tardiamente, ja na idade adulta, com sintomas intermitentes de hiperamonemia, transtornos
de comportamento ou disfun¢des neurolégicas (DLE, 2010).

O exame diagnostico € realizado através da coleta de amostras para avaliagao do perfil
de aminoacidos quantitativo do plasma, analise de acidos organicos urinarios e dosagem do
acido orético na urina (DEMCZKO, 2020).

O padrdo das alteragbes pode determinar um distarbio especifico, por exemplo,
niveis elevados de ornitina indicam deficiéncias CPS ou OTC, enquanto citrulina elevada é
indicativo de citrulinemia. Para diferenciar a deficiéncia da CPS e da OTC, sdo realizadas as
medi¢Ges do acido orético, pois na deficiéncia OTC um acumulo de fosfato carbamoil pode
resultar em uma via alternativa para o acido orético. Alguns dos disturbios também podem ser
confirmados por estudos genéticos moleculares (DEMCZKO, 2020).

O tratamento das DCU ¢ realizado através de uma modificagdo alimentar, uma dieta
pobre em proteinas, mas que forneca uma quantidade suficiente de aminoacidos para o
desenvolvimento do metabolismo. Dependendo do distarbio, também é necesséario utilizar a
suplementagéo de arginina ou citrulina (DEMCZKO, 2020).

c) Disturbios da oxidacao dos acidos graxos

Os disturbios da oxidagé@o dos acidos graxos (DOAG) sédo caracterizados por uma
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deficiéncia genética metabdlica, na qual ocorre a deficiéncia da enzima responsavel pela
oxidacado dos &cidos graxos para producdo de energia. A glicose € a principal fonte de
energia para o organismo, porém quando a glicose se esgota, as reservas de acidos graxos
séo oxidadas para produzir energia. Pessoas afetadas com DOAG n&o conseguem realizar
esse processo (DLE, 2010).

A via metabdlica dos &cidos graxos € a principal fonte de energia para alguns
tecidos, enquanto o figado utiliza em periodos de jejum. O cérebro, embora ndo oxide os
acidos graxos, utiliza os corpos cetdnicos, derivados da acetil-CoA e da acetoacetil-CoA
produzidas pela beta-oxidagao hepatica dos acidos graxos. O diagnostico laboratorial quase
sempre inclui perfil de acilcarnitinas quantitativo do plasma, anélise de &cidos organicos
urinarios, dosagens de carnitina total e livre e ensaios enzimaticos em fibroblastos. O perfil
de acilcarnitinas quantitativo do plasma ou sangue total em papel-filtro é a forma mais direta
de diagndstico da maioria dos DOAG. O tratamento consiste em diferentes abordagens
com mudancgas e controle na alimentagéo e uso de suplementes, sendo a recomendagéao
mais importante evitar o jejum de 4-6 horas, pois um periodo de jejum associado a uma
enfermidade infecciosa pode desencadear uma crise metabdlica, levando o paciente a
hipoglicemia e letargia, sendo necessaria a hospitalizacao (DLE, 2010).

TERCEIRA ETAPA

Nessa etapa serdo acrescidos os testes para doencgas lisossdmicas, que afetam o
funcionamento celular.

As doencas lisossOmicas representam um grupo de doencgas raras em que ocorre
uma deficiéncia enzimatica ocasionando um acumulo progressivo de substancias ndo
metabolizadas no interior do lisossomo (DLE, 2010). Poder contar com a triagem de
algumas doencas lisossémicas no Teste do Pezinho € um ganho significativo na qualidade
de vida futura dos recém-nascidos.

Algumas doengas lisossdmicas sédo investigadas na triagem neonatal, como:

a) Doenca de Gaucher

Adoencgade Gaucher é causada poruma mutagéo no gene GBA, causando deficiéncia
da enzima beta-glicosidase, que é responsavel por metabolizar glicocerebrosideo. No
caso de pacientes acometidos por essa doenga, a enzima tem uma atividade deficiente e
essa substancia ndo metabolizada no lisossomo e se acumula de forma progressiva nos
macrofagos. Estes macr6fagos aumentam de tamanho, cheios de glicocerebrosideo nao
digerido e passam a ser chamados de «células de Gaucher”.

Estas células se depositam principalmente no figado e no bago, causando um
aumento de tamanho nesses 6rgaos. Estas células também est@o presentes na medula
ossea, ocasionando enfraquecimento dos ossos. Os principais sintomas sao decorrentes
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da infiltracdo de células de Gaucher em diferentes 6rgédos, ocasionando problemas
hematoldgicos como anemia, plaquetopenia, problema visceral causando hepatomegalia,
esplenomegalia ou problemas esqueléticos causando dor Ossea e osteopenia. O
diagnostico é realizado através de exame de ensaio enzimatico da beta-glicocerebrosidade.
O tratamento consiste na terapia de reposi¢do enzimatica (TRE) (FIOCRUZ, 2019).

b) Doenca de Pompe

A doencga de Pompe, também é conhecida como glicogenose tipo Il ou deficiéncia
de maltase &cida, € uma doenga genética rara que causa problemas neuromusculares
progressivos e nas formas mais graves pode ser fatal. E causada por variagbes no gene
GAA, causando deficiéncia na atividade da alfa glicosidase acida, enzima lisoss6mica
responsavel pela liberagdo da glicose a partir do glicogénio. Essa deficiéncia leva a um
acumulo de glicogénio no interior dos lisossomos e do citoplasma de diferentes tecidos,
incluindo a musculatura lisa, esquelética e cardiaca. O acumulo dessa substancia gera
mau funcionamento celular e causando hipertrofia e ruptura dos lisossomos. A doenca pode
aparecer ja nos primeiros meses de vida do recém-nascido com sintomas de fraqueza
muscular generalizada e cardiomegalia. Na auséncia de tratamento, a taxa de mortalidade
€ alta aos 12 meses de vida (BRASIL, 2020).

c) Doenca de Fabry

A Doenca de Fabry (DF) é pertencente ao grupo de EIM com padréo de heranca
ligado ao cromossomo X, causando mutacdes no gene da enzima lisossémica alfa-
galactosidase A (a-GAL). Essa alteragdo na enzima ocasiona na incapacidade total ou
parcial de catabolizar lipideos com residuos de alfa-galactosil, que acabam por acumular-
se de maneira progressiva nos lisossomos no endotélio, podécitos, células epiteliais,
sistema nervoso autdbnomo, o que pode desencadear complicagdes renais, cardiacas e
cerebrovasculares. Os sintomas podem se desenvolver anos ap6s o nascimento, na infancia,
e se manifestam através de acroparestesias (dores nas articulagées), principalmente nas
maos e pés. “Crises de Fabry” sdo definidas como crises dolorosas de forte intensidade,
que afetam inicialmente as extremidades, com duragdo de minutos a semanas, também
podem apresentar sintomas gastrointestinais como vomitos, diarreia e dor abdominal
apés a alimentacéo, o conjunto desses sintomas podem atrapalhar o desenvolvimento e
crescimento das criangas. O diagnéstico da doenca é realizado através da pesquisa da
atividade da enzima alfa-GAL, medida no plasma e o tratamento especifico para a DF é
feito através da TER. (SILVA, 2017).

d) Mucopolissacaridose do tipo | (MPS1)

A mucopolissacaridose do tipo | (MPS 1) é uma doenca lisossOmica progressiva, de
heranca autossémica recessiva, causada pela atividade deficiente da alfa-L-iduronidase
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(IDUA), que resulta no acumulo progressivo de glicosaminoglicanos (GAGs) no interior dos
lisossomos e aumento da sua excreg¢do na urina. Em consequéncia, os pacientes apresentam
comprometimento dos sistemas respiratério, nervoso, musculoesquelético, gastrointestinal
(figado e bacgo) e cardiovascular, entre outros. O exame recomendado para investiga¢do da
doencga é o ensaio enzimatico da alfa-L-iduronidase (DLE, 2010).

Esta doenca esta associada a trés formas cléssicas, que se diferenciam na presenca
de comprometimento neurol6gico, na velocidade de progressao da doenca e na gravidade do
acometimento dos 6rgédos. (BRASIL, 2018)

- Forma atenuada (Sindrome de Scheie): na forma mais leve da doenga, os sintomas
iniciam-se entre 0os 5 e 15 anos de idade e se desenvolvem de forma lenta. O curso clinico é
dominado por problemas ortopédicos, € a altura final € normal ou quase normal, assim como
o tempo de vida, o qual, entretanto, pode se ser reduzido pela doenca cardiaca (BRASIL,
2018).

- Forma intermediaria ou moderada (Sindrome de Hurler-Scheie): a formaintermediaria
da doenca costuma apresentar sintomas entre os 3 e 8 anos de idade. Apresenta baixa
estatura final, a capacidade mental pode ser normal e a sobrevivéncia até a idade adulta é
comum (BRASIL, 2018).

- Forma grave (Sindrome de Hurler): na forma mais grave, os pacientes sé&o
diagnosticados até os 2 anos de idade, podem apresentar atraso no desenvolvimento
cognitivo aparente entre os 14 e 24 meses e estatura inferior a 110cm. No desenvolvimento
da doenga, a crianga € acometida por diversos problemas respiratorios e desenvolvimento
de caracteristicas faciais, hepatoesplenomegalia, valvulopatia, opacificacdo de cornea,
hidrocefalia e manifestacdes musculoesqueléticas, como rigidez, contraturas e disostose
multipla. O ébito ocorre geralmente durante a primeira década de vida por insuficiéncia
cardiaca ou respiratéria (BRASIL, 2018).

QUARTA ETAPA

Na quarta etapa do processo, serdo acrescentadas as imunodeficiéncias primarias
(IDPs) sé@o doencas causadas por uma deficiéncia em algum setor do sistema imunolégico
ocasionando na baixa capacidade de defesa do organismo. Os sintomas surgem por meio
de infecgbes comuns como otites, pneumonia, sinusites, entre outras. A prevaléncia da
doenca varia muito de acordo com os diferentes tipos da doenca. A suspeita para diagnéstico
das IDPs sempre ocorre quando ha processos infecciosos graves, de dificil tratamento e/ou
muito frequentes. Nas criangcas pequenas 0s sinais de alerta podem ser febres, sinais de
inflamagéo sem infecgdes ou doencgas autoimunes. (ASBAI, 2017).

QUINTA ETAPA

A quinta etapa sera realizada com a adi¢cdo dos diagnésticos de AME nos recém-
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nascidos.

A Atrofia Muscular Espinhal (AME) é uma doencga de origem genética de heranca
autossdmica recessiva, e € a maior causa genética de mortalidade infantil. Os neurdnios
motores sdo as células capazes de controlar as atividades essenciais como andar, falar,
engolir e respirar. Eles fazem a ligagcdo da medula espinhal aos musculos do corpo. Esses
neurdnios precisam da proteina SMN para sua manutenc¢éo, sem a quantidade adequada
da proteina, os neurdnios morrem, pois ndo séo capazes de se regenerar (INAME, 2019).

O principal responsével pela producéo da proteina SMN no organismo € um gene
denominado SMN1, os individuos portadores de AME possuem auséncia ou deficiéncia
desse gene e assim ndo conseguem produzir adequadamente a proteina SMN, ocasionando
a morte dos neurdnios motores (INAME, 2019).

A AME é classificada em 5 tipos, de acordo com a idade em que os sintomas se
desenvolvem e a sua gravidade. Nas formas mais graves da doenca, os problemas motores
e respiratorios ja se desenvolvem nos primeiros meses de vida.

CONSIDERACOES FINAIS

A triagem neonatal € uma etapa muito importante no inicio da vida de todos os
recém-nascidos, através dela & possivel diagnosticar diferentes doengas que podem
posteriormente dificultar o desenvolvimento do bebé e que se nado forem tratadas, podem
causar desde sequelas até a morte.

No Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) ainda é considerado
relativamente recente, pois sua implementacéo ocorreu no ano de 2001, atualmente o teste
€ capaz de diagnosticar apenas seis doengas, o que é considerado um numero muito
pequeno quando comparado a triagem de outros paises. A partir da ampliagcdo do teste
sera possivel auxiliar muitas familias no diagnéstico precoce e direto, evitando gastos para
realizacdo de outros exames diagnésticos afim de descobrir a doenga do bebé.

Entao, este estudo teve como objetivo analisar as pesquisas publicadas na literatura
nacional sobre as doengas diagnosticadas na triagem neonatal sanguinea e sobre os
diagnoésticos das doengas implementadas no novo teste do pezinho ampliado no SUS.

A ampliagdo dos exames vai ocorrer de forma lenta através da implementacao de
cinco etapas, mas sera um grande impacto para a rede de saude publica, necessitando
também trabalhar na melhor capacitagédo dos profissionais e das familias.

Alguns bebés portadores dessas doencgas podem apresentar aspecto saudavel no
nascimento, porém os sintomas podem surgir tardiamente afetando a vida do paciente.
Portanto, os testes de triagem neonatal favorecem a detecgao precoce de diversas doencgas
e assim possibilitam um encaminhamento especifico para inicio precoce do tratamento,
aumentando as chances de sobrevivéncia, reducéo do risco de sequelas e auxiliando no
desenvolvimento do bebé.
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Ainda é necessario conscientizar melhor a populagdo acerca da importancia da
realizagdo do Teste do Pezinho, a falta de conhecimento de muitos pais ainda é uma
barreira que impede esse direito ao recém-nascido, causando riscos a sua saude pela falta
de diagnostico assertivo.
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DEPENDENCIA

RESUMO: INTRODUGAO: A longa permanéncia
de pacientes no hospital requer planejamento
do cuidado; grande parte desses pacientes
sdo portadores de comorbidades ameacadoras
a vida, com parcial ou total dependéncia de
cuidados. Torna-se um desafio mensurar a
efetividade da assisténcia. OBJETIVO: Relatar a
experiéncia de construcdo e implantagcdo de um
indicador de resultado da assisténcia a pacientes
cronicos de alta dependéncia. METODO: Relato
de experiéncia no periodo de julho/2016 a
dezembro/2017. Elaborou-se uma ficha técnica
para mensuragéo da efetividade dos protocolos
assistenciais de reabilitacdo e prevencdo, bem
comodoindicador de resultado “Saida Conforme”.
RESULTADOS: Foram 263 desfechos. Destes,
apenas 30 (12%) foram “saidas ndo conforme”:
17 incidéncias de lesdo por presséo, 10 piora
de lesao prévia, 02 Broncoaspiracéo e 01 falha
no protocolo de reabilitagio. CONCLUSAO:
A utilizacdo de indicadores auxiliou o gestor a
considerar as praticas assistenciais, educacionais
e gerenciais, bem como os recursos humanos,
materiais, financeiros e estruturais disponiveis.
PALAVRAS-CHAVE: Linha de Cuidado; Redes
de Assisténcia a Saude; Gestao em Saude.

IMPLEMENTATION OF THE METHOD
OF EVALUATION OF THE ASSISTANCE
TO THE HIGH DEPENDENCY CHRONIC

PATIENT

ABSTRACT: INTRODUCTION: The long
stay of patients in the hospital requires care
planning; most of these patients are carriers of
life-threatening comorbidities, with partial or
total dependence on care. It is a challenge to
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measure the effectiveness of care. OBJECTIVE: To report on the experience of building and
implanting an outcome indicator of care for chronic high dependency patients. METHOD:
Experience report from July / 2016 to December / 2017. A technical file was prepared to
measure the effectiveness of the rehabilitation and prevention assistance protocols, as well
as the “Conformal Outcome” indicator. RESULTS: There were 263 outcomes. Of these, only
30 (12%) were “out of compliance”: 17 incidences of pressure injury, 10 worsening of previous
injury, 02 Bronchoaspiration and 1 failure in the rehabilitation protocol. CONCLUSION: The
use of indicators helped the manager to consider the assistance, educational and managerial
practices, as well as the available human, material, financial and structural resources.

KEY WORDS: Line of Care; Health Care Networks; Health Management.

11 INTRODUGAO

A mudanca do perfil epidemiolégico provocado pelo envelhecimento da populagéo,
alta prevaléncia de doencgas e a predominancia de condi¢des cronicas de saude constitui
um desafio para o Sistema Unico de Saude (SUS).

Destaca-se que essa mudanca no perfil populacional, ndo vem acontecendo de
forma igualitaria entre os paises desenvolvidos e os em desenvolvimento (FABIO, 2009).
Para Leite et al.(2006) a grande diferenca esta no fato que nos paises desenvolvidos esse
processo ocorreu concomitante a melhoria das condi¢bes gerais de vida e com um preparo
do sistema de saude, bem como dos profissionais. J& nos paises em desenvolvimento,
0 processo de envelhecer estad centrado apenas no aperfeicoamento das tecnologias
médicas, sem, contudo, levar em conta a adequacgéo da sociedade e dos servigos de salde
as peculiaridades dessa fase da vida.

As projeces indicavam que no ano de 2020 existiriam cerca de 34 milhdes de novos
idosos no Brasil (LEITE et al., 2006). Sendo esses, o correspondente a sexta populagao
mais velha do planeta, ficando atras apenas de alguns paises europeus, do Japéo e da
América do Norte (MORO, 2009).

O aumento da expectativa de vida € uma das maiores conquistas na area da saude,
do ponto de vista biotecnoldgico, pois resultou na melhoria das condi¢des socioecondmicas
das populagbes, desde o aperfeicoamento de imunizagdo, saneamento basico, farmacos
e até a aparelhagem hospitalar que possibilitaram que doencgas, que antes eram fatais
fossem controladas e se tornassem cronicas, além de proporcionar o entendimento de suas
etiologias e principalmente, as melhorias no seu tratamento (SOUZA et al., 2018).

As doencgas crOnico-degenerativas muitas vezes tém evolugdo lenta e séo
acompanhadas de muito sofrimento para o paciente e para a familia. Estimativas da
Organizagdo Mundial de Satude (OMS) na década de 2000, mostraram que no mundo morrem
cerca de 59 milhdes de pessoas por ano e que 90% delas sofrem de doencgas cronicas.
Essas pessoas estdo vivendo e morrendo sozinhas, cheias de medos e incertezas, com
suas dores néo tratadas, com sintomas fisicos, psicossociais e espirituais ndo atendidos de
maneira correta (MANSO; GOES e CONCONE, 2019).
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Visando minimizar tal fragilidade, as instituicbes de saude devem buscar cada vez
mais ferramentas que sistematizam o cuidado de forma singular. O plano terapéutico, por
sua vez, consiste num plano de cuidado de cada paciente, resultado do trabalho da equipe
multiprofissional, com o objetivo de avaliar ou reavaliar diagndsticos e riscos, redefinindo as
linhas de intervencdes terapéutica dos profissionais envolvidos no cuidado (BRASIL, 2013).

O projeto terapéutico € elaborado uma vez que a equipe fez os diagnésticos, sdo
propostas de curto, médio e longo prazo (definicdo de metas) e estabelecem as tarefas de
cada membro da equipe com clareza (divisdo de responsabilidades), com realizagdo de
momentos especificos para reavaliagdo, em que seréa discutida a evolugdo dos pacientes
e se fardo as devidas correcbes de rumo. Projetos terapéuticos séo, pois, resultantes
de acordos possiveis e necessarios entre ofertas e demandas, tomados tanto como as
experiéncias da vida pratica dos usuarios como dos saberes e experiéncia clinica dos
trabalhadores e equipes de saude (BRASIL, 2009).

Com o objetivo de melhorar a qualidade assistencial dos servigos, nas ultimas
décadas, tiveram forgca os Programas de Acreditacdo Hospitalar, que consistem em um
sistema de avaliagdo externa que verifica a concordancia da estrutura e dos processos
assistenciais adotados com o conjunto de padrbes previamente estabelecidos. No Brasil,
a Organizacao Nacional de Acreditacdo (ONA) oferece o Manual Brasileiro de Acreditagcéo
Hospitalar, instrumento que serve de guia as instituicées para que estabelecam padrdes de
atendimento com alta qualidade (SOUZA e GEORGES, 2020).

As linhas de cuidado correspondem a estratégia de organizagdo da atencédo que
viabiliza a integralidade da assisténcia, por meio de um conjunto de saberes, tecnologias e
recursos necessarios ao enfrentamento de riscos, agravos ou demais condigbes especificas
do ciclo de vida ou outro critério sanitario a serem ofertados de forma oportuna, articulada
e continua, abrangendo os campos da promogéo, prevencgao, tratamento e reabilitagcdo
(BRASIL, 2013).

O paciente de longa permanéncia em internagdes hospitalares €, habitualmente,
idoso, possuidor de comorbidades ameagadoras a vida, com parcial ou total dependéncia
para cuidados bésicos, tornando-se um desafio mensurar a efetividade do plano terapéutico.
A permanéncia prolongada desse perfil de paciente requer um planejamento cada vez mais
individualizado do cuidado prestado pela equipe multiprofissional assistencial, justificado
pela dependéncia do paciente e da familia em relacdo a toda a estrutura estabelecida para
o tratamento.

Os avangos tecnoldgicos nos cuidados intensivos tém permitido a sobrevivéncia
de mais pacientes as condigbes criticas agudas. Entretanto, muitos destes pacientes que
sobrevivem o fazem as custas de muitas disfungdes organicas e dependéncia de cuidados
intensivos por periodo prolongado, principalmente da ventilagdo mecénica (VM), conhecida
atualmente como doenca critica crénica (BONFADA et al., 2017).

Acompanhar e tratar estes pacientes torna-se um grande desafio para os
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profissionais de saude que em sua maioria ndo tiveram formacgéo para tratar e conviver com
a terminalidade, ao contrario, sempre foram treinados para curar, e a morte de um paciente
muitas vezes representa o fracasso de sua atuacdo profissional (BURLA et al., 2011).

Diante deste contexto os Cuidados Paliativos tornam-se cada vez mais necessarios
uma vez que tratam o paciente e ndo a doenga, com a finalidade de promover a qualidade
de vida, de prevenir e aliviar sofrimento de individuos e de seus familiares quando estéo
diante de doencas ameacadoras da vida. O uso correto dos farmacos e a intervencéo
da equipe multiprofissional de forma interdisciplinar sdo determinantes na qualidade dos
cuidados no fim da vida. Torna-se essencial a todos os profissionais que lidam com a area
da salde o conhecimento da finitude humana, todavia a morte fara parte do cotidiano da
maioria deles (QUEIROZ et al., 2018).

Segundo a Alian¢ca Mundial de Cuidados Paliativos sobre a qualidade de morte no
mundo, mais de 100 milhGes de pessoas se beneficiam anualmente de cuidados paliativos,
incluindo familia e cuidadores, porém, menos de 8% delas tém acesso a esses cuidados.
Nesse relatorio foram avaliadas as condi¢gdes de morrer em 40 paises do mundo, incluindo
o Brasil. Nosso pais atingiu uma nota de 2,2 (a nota variava de 0-10), ficando a frente
apenas de Uganda e da india (SANTOS, 2011).

A motivacdo para a realizagcdo desta investigacdo se deu em razdo dos autores
trabalharem num hospital geral secundario, no qual a maioria dos seus pacientes sdo idosos
portadores de doencas crénicas e muitos com critérios para paliagéo. Esse servigo se tornou
uma referéncia no atendimento a doentes crénicos do sistema publico no Estado do Ceara
com a abertura em 2009 da Unidade de Cuidados Especiais e da Unidade de Acidente
Vascular Cerebral (AVC) subagudo. Tais unidades se especializaram na reabilitagdo de
pacientes cronicos como desmame dificil de VM, sequelados de AVC, sequelas de doengas
neuroldgicas degenerativas, doenca pulmonar obstrutiva crénica, entre outros.

Vale salientar que a longa permanéncia desses pacientes na instituicdo requer um
planejamento do cuidado prestado; grande parte dos pacientes tem perfil critico-cronico, ou
seja, portadores de comorbidades ameagadoras a vida, com parcial ou total dependéncia
para cuidados bésicos de vida, tornando-se um desafio mensurar a efetividade dos planos
terapéuticos, avaliando-se assim, a perda de oportunidades, ocorréncias de eventos
adversos e atraso na desospitalizagéo.

21 OBJETIVO

Relatar a experiéncia de construgcdo e implantagcdo de um indicador de resultado
voltado a avaliagdo da assisténcia a pacientes cronicos de alta dependéncia.
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31 METODO

O atual estudo consiste em um relato de experiéncia vivenciado pelos autores no
periodo de julho de 2016 a dezembro de 2017, durante a implantagéo da linha de cuidados
a pacientes crénicos de alta dependéncia em um hospital de assisténcia secundaria na
cidade de Fortaleza, Ceara, gerido com recursos publicos estaduais. Tal instituicdo é
referéncia no atendimento e desospitalizagdo de pacientes cronicos de alta dependéncia,
que por sua vez, possui unidades de cuidado e apoio especificos, como Unidade de
Cuidados Especiais (UCE), Servico de Assisténcia Domiciliar (SAD) e equipe referéncia
em cuidados paliativos no Estado.

O Time de Lideranca da UCE, em parceria com o Nucleo de Qualidade do hospital,
elaborou o primeiro desenho da linha de cuidado do paciente crénico de alta dependéncia,
através da revisdo da modelagem do processo da UCE com definicdo de suas etapas, na
qual foi possivel identificar os projetos terapéuticos mais trabalhados na unidade. Utilizou-
se a ferramenta de qualidade Brainstorming para definir o perfil da unidade, fornecedores,
clientes, riscos prioritarios, protocolos institucionais e de reabilitagdo mais utilizados e
resultados esperados.

Brainstorming significa tempestade de ideias, ou seja, pensamentos e ideias que
cada pessoa do grupo pode expor sem restricdes. Pode considerar, por exemplo, fatores
de influéncia de um determinado problema (causas), sendo posteriormente discutidos pelo
préprio grupo (SANTO e ZOCRATTO, 2020).

Definiu-se o perfil e critérios de elegibilidade para inclusdo nos protocolos de
reabilitacdo, o protocolo de desmame de ventilagdo mecéanica prolongado, composto
pelos critérios de inclusédo: paciente que falhar repetidamente no teste de respiracédo
espontanea (TRE), a partir do sétimo dia do primeiro TRE; pacientes com pneumopatia
cronica; insuficiéncia cardiaca de classe funcional Ill ou IV; doenga neurolbgica de alta
dependéncia para as atividades de vida diaria e cirrose hepatica. Critérios de exclusao:
pacientes menores de 18 anos e pacientes com morte encefalica confirmada.

Quanto aos critérios de inclusdo para o protocolo de decanulagdo, a equipe
assistencial avaliou se o0 paciente estd em estabilidade hemodindmica; auséncia de
Ventilacdo Mecéanica (VM); auséncia de secrecdo bronquica purulenta abundante
(necessidade de aspiragdo menos de 3 vezes ao dia); com saturacdo de O, estavel por
mais de 24 horas (maior que 95% em ar ambiente); gasometria (PH) dentro dos valores
normais; pacientes que apresentam auséncia de delirios ou perturbacdes psiquiatricas;
afebril ha mais de 48 horas; tosse eficaz/capacidade de expectorar ou capacidade para
usar aparelho para tosse assistida; radiografia de térax sem novas alteragdes e degluticdo
funcional satisfatéria.

Os critérios de elegibilidade para inclusdo no protocolo de desmame da via
alternativa de alimentacgao foram nivel de consciéncia com Glasgow > 10 e diminui¢édo da
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secrecao das vias aéreas em pacientes traqueostomizados e/ou com suporte de ventilagéo
mecénica. Critérios de exclusédo se trataram pacientes com cancer de cabecga e pescogo
em estagio avancado; lesbes de estfago em estagio avancado; doencas demenciais e/
ou degenerativas em estagios avangados; lesbes em sistemas digestivos; alteracbes
psiquiatricas que interfiram na aceitacdo da dieta e intervencéo nutricional para melhorar
aporte cal6rico do paciente.

Quanto a nutricdo, os pacientes internados na unidade apresentam risco nutricional.
Sendo assim, todos sédo avaliados e acompanhados pela nutricionista da unidade. Utilizam-
se as nomenclaturas ganhou, manteve e perdeu para classificar o desfecho dos pacientes.
Vale ressaltar que, os desfechos favoraveis sdo: ganhou ou manteve.

Quanto as lesdes por presséo, os pacientes internados na unidade apresentam, em
sua totalidade, risco elevado para o desenvolvimento de lesdes dessa natureza, conforme
a Escala de Braden. Desse modo, todos sdo avaliados e acompanhados pelos enfermeiros
da unidade em parceria com o servico de Estomaterapia da instituicdo. Utilizam-se as
nomenclaturas pele integra, melhora, sem alteracéo, cicatrizacdo e piora para classificar
o desfecho dos pacientes. Salienta-se que os desfechos favoraveis sdo: pele integra,
melhora, cicatrizagdo e sem alteracéo.

Percebeu-se a necessidade de mensurar o desempenho obtido, bem como a
necessidade de definir metas e gerenciar os protocolos assistenciais acima citados. Para
armazenar as informacgdes referentes aos dados dos pacientes e seu desempenho apés
aplicagédo dos protocolos, criou-se uma planilha utilizando o Google Drive™, por se tratar
de uma ferramenta digital gratuita, de facil manuseio e acessivel ao Time de Lideranga da
unidade.

Mede-se para controlar/melhorar o desempenho. Medidas tém que ser (Uteis,
fazer sentido para orientar a gestdo no dia a dia. A medi¢do tem que ser orientada para a
melhoria do desempenho e a melhoria do desempenho tem que ser orientada pela medicao
(BRASIL, 2009).

Com o objetivo de reduzir os desvios na assisténcia, é preconizado que a meta de um
programa de garantia de qualidade nas instituicbes assegure ao usuario grau elevado de
exceléncia por meio de medi¢do e avaliagdo dos componentes estruturais, das metas, dos
processos e resultados apresentados pelos usuarios, seguidos das alteragdes necessarias
para a melhoria do servico (NASCIMENTO et. al., 2008).

Elaborou-se a ficha técnica de mensuracdo da efetividade dos protocolos
assistenciais de reabilitacdo e prevencdo, bem como a ficha técnica do indicador de
resultado estabelecido pelo projeto terapéutico individualizado, denominado “Saida
Conforme”. Os indicadores sdo instrumentos de gestdo essenciais nas atividades de
monitoramento e avaliacdo das organiza¢des, assim como seus projetos, programas e
politicas, pois permitem acompanhar o alcance das metas, identificar avancos, melhorias
de qualidade, corre¢do de problemas, necessidades de mudanga, entre outros (BRASIL,
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2009).

Segundo a Rede Interagencial de Informagdes para a Saude (RIPSA), que é uma
iniciativa conjunta do Ministério da Saude e da Organizacdo Pan-Americana da Salde
para promover a produgdo, analise e disseminacéo de informagbes relacionadas a saude
no pais, a elaboracdo do indicador deve ser baseada em um instrumento de orientacdo
técnica denominado “ficha de qualificagdo do indicador” onde constam oito topicos
norteadores: conceituacao ou definicdo do indicador; interpretacao da informacgéo e seu
significado; usos ou forma de utilizacdo dos dados; limitagdes ou fatores que restringem
a interpretacédo do indicador; fontes de dados; método de calculo ou formula; categorias
sugeridas para analise, ou seja, variaveis que contribuem para interpretagdo dos dados,
tais como faixa etaria, unidades geograficas etc.; e dados estatisticos e comentarios.”
(MOURA et. al., 2009).

Saida Conforme trata-se de um indicador de resultado do projeto terapéutico da
equipe assistencial. Realizada uma anélise da efetividade dos protocolos de reabilitagdo e
prevencéo aplicados durante o tempo de internagdo do paciente, associados a ocorréncia
de eventos adversos que possam impactar no tempo de permanéncia hospitalar previsto. A
saida conforme é um indicador criado para promover uma alta segura, oportuna e adequada
aos pacientes cronicos de alta dependéncia.

Para o célculo da saida conforme, devem ser considerados os critérios:

1. Desmame de VM: Pacientes elegiveis ao protocolo e que concluiram o desmame
de ventilagdo mecanica sem intercorréncias de processo, independentemente do
numero de tentativas.

2. Desmame de TQT: Pacientes elegiveis ao protocolo e que concluiram a
decanulagdo de TQT sem intercorréncias de processo, independentemente do
numero de tentativas.

3. Desmame de SNE: Pacientes elegiveis ao protocolo e que concluiram o
desmame de SNE sem intercorréncias de processo, independentemente do nimero
de tentativas.

4. Prevencao de LP: Pacientes que néo fizeram Leséo de Pele grau 3 e 4 Pacientes
que fizeram Lesao de Pele grau 1 e 2 e evoluiram satisfatoriamente. Pacientes que
foram admitidos com Leséo de pele e tiveram evolugao favoravel.

5. Acompanhamento nutricional: Pacientes que sairam com um desfecho nutricional
favoravel (ganha ou manutengéo de peso e perda para pacientes obesos)

6. Eventos Adversos: Pacientes que ndo sofreram eventos adversos com dano
moderado, grave ou Obito.

Pacientes em cuidados paliativos exclusivos foram excluidos da amostra.
Considera-se “saida ndo conforme” o ndo cumprimento de qualquer um dos
protocolos desmame de VM, TQT, SNE, ou seja, pacientes que sairam da unidade em uso de
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algum dos dispositivos, porém que apresentasse critérios para retirada destes. Bem como
no protocolo de prevencéo de LP, o desenvolvimento de LP grau 3 e 4; categoria 1 e 2 com
evolugdo negativa; ou ainda pacientes admitidos com LP com evolucdo desfavoravel. No
acompanhamento Nutricional, pacientes que sairam com desfecho nutricional desfavoravel.
Além da ocorréncia de evento adverso com dano moderado, grave e 6bito. Vale ressaltar
que pacientes em cuidados paliativos de fim de vida foram excluidos da amostra.

Excluiu-se ainda os desfechos de pacientes que permaneceram menos de 48 horas
na unidade, por ser considerado tempo insuficiente para avaliagdo de todos os membros da
equipe multidisciplinar, bem como programacéo do projeto terapéutico.

Quanto as analises dos dados, realizou-se abordagem quantitativa e qualitativa,
verificando-se o sucesso ou a(s) falha(s) da aplicacdo dos protocolos elegiveis aos
pacientes, com desfecho mensal ébito, alta hospitalar, transferéncia e desospitalizagédo
(SAD), internados na UCE no periodo de janeiro a dezembro de 2017.

A utilizagdo do método de analise com elementos qualitativos e quantitativos
possibilita ampliar a obtencdo de resultados nos estudos investigativos (DAL-FARRA,
LOPES, 2013).

No ambito gerencial, a utilizagdo de indicadores propicia a identificagdo de
problemas, subsidia acdes e decisdes efetivas, monitorando o seu desenvolvimento. Na
assisténcia, possibilita a revisdo dos protocolos adotados e os resultados obtidos, tendo
como horizonte atingir os padrées de exceléncia. Quanto ao ensino e pesquisa, possibilita
a disponibilizagdo de um instrumento valido para a comunidade cientifica, articulando
interesses e demandas de servi¢cos e de pesquisadores.

Quanto aos aspectos éticos, foi respeitada a identidade dos pacientes com desfecho
no periodo pesquisado, utilizou-se dados do gerenciamento assistencial do grupo, e dados
de prontuario, quando necessario (Resolugdo CNS No. 510, 2016).

Vale ressaltar que a pesquisa foi financiada por recursos proprios, sem nenhum
Onus para a instituicdo.
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41 RESULTADOS E DISCUSSOES

Gréfico 1: Tipos de desfechos 2017.

Observa-se que a unidade apresentou 263 desfechos entre os meses de janeiro a
dezembro de 2017, média de vinte e dois (22) desfechos mensais. Verificou-se que 17%
dos pacientes, apresentaram desfecho Alta, 23% foram desospitalizados (SAD), 44%
evoluiram com o desfecho 6bito, 10% foram transferidos para UTI e 6% foram transferidos
para outra unidade hospitalar.

Considerando-se que na desospitalizacdo, o paciente vai para casa e fica sob os
cuidados da equipe do servigo de assisténcia domiciliar (SAD); o tipo de desfecho “Alta”
representa entdo 40% dos desfechos da unidade.

Segundo Moura et al. (2009), a utilizagdo de indicadores de qualidade assistencial
s6 se justifica se estiver inserida numa cultura institucional de melhoria continua. O que
se pretende destacar com isso é que a informagédo que o dado proporciona deve ser
analisada como instrumento para conhecer o servico e apoiar as decisdes gerenciais, seja
para implementagcé@o de acdes corretivas dos processos identificados como geradores de
resultados insatisfatorios ou reconhecimento da adequacgéo de determinadas intervencoes.
Desta forma, salienta-se que a iniciativa de adoc¢éo de indicadores deve estar desprovida
de carater fiscalizatorio e punitivo, tornando fundamental o apoio de agdes educativas para
0 sucesso desta pratica.
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Gréfico 2: Percentual de Pacientes Sob Cuidados Paliativos de Janeiro a Dezembro De 2017.

Observa-se que dos 263 desfechos, apenas 86 (33%) pacientes ndo apresentaram
indicagéo para cuidados paliativos durante o periodo estudado. Quanto a classificagdo dos
pacientes em relagdo ao grau de paliacao, verificou-se que 177 (67%) desfechos foram em
pacientes em cuidados paliativos, sendo 84 (32%) destes em pacientes sob cuidados de
fim de vida, o que justifica o elevado numero de desfecho “6bito” na unidade, pois trata-se
de um desfecho esperado em pacientes sob cuidados paliativos.

O termo paliativo deriva do latim pallium, que significa “manto”. Onde a esséncia
dos cuidados paliativos é aliviar os efeitos das doencgas incuraveis ou prover manto para
acobertar, proteger e dar suporte aqueles que ndo podem mais ser curados pela medicina.
A fase de terminalidade da doencga € marcada por uma progressédo da doenc¢a avangada de
forma a diminuir gradativamente a funcionalidade do individuo (FRANCK, 2016).

Esse indicador possibilita direcionar as agcbes assistenciais da unidade, fortalecendo
a gestéo clinica do cuidado. Os indicadores sao instrumentos para definir parametros e
realizar comparagdes, além de agregar valor frente ao encontrado e ao ideal estabelecido,
tendo em vista que as informagdes obtidas podem beneficiar a administragdo dos servigos
e favorecer a tomada de decis@o com o menor grau de incerteza (LABBADIA et. al., 2011).

Grafico 3: Motivo Das Nao Conformidades 2017.
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Quanto a ndo conformidade das saidas de acordo com os critérios estabelecidos,
foram identificados apenas 30 (12%) saidas n&o conformes do total de desfechos analisados.
Os motivos encontrados foram 17 incidéncia de lesao por pressao, que correspondeu em 52%
de saidas ndo conformes; 10 piora de lesdo por presséo prévia (40%), 02 Broncoaspira¢ao
(05%) e 01 falha no protocolo de desmame de SNE (03%).

Os resultados foram desanimadores a primeira vista, uma vez que a incidéncia
de lesdo por pressdo mostrou-se muito elevada na unidade. Analisou-se detalhadamente
estes eventos e observou-se que muitos pacientes em cuidados paliativos exclusivos
apresentavam lesGes por pressao nos ultimos quinze (15) dias de vida e que lesbes poderiam
ser consideradas inevitaveis, uma vez que, no final da vida, em geral, a oferta nutricional
deixa de ter objetivo nutritivo e passa a ser ofertada somente com a fungéo de conforto, tendo
inclusive, seu volume reduzido, em funcdo da lentificacdo do esvaziamento gastrico. Além
disso, observou-se que a faléncia organica que ia se estabelecendo, afetava também a pele,
gerando lesdes. Outra situagdo encontrada foi o desafio de acompanhar longitudinalmente
estes pacientes que, muitas vezes, apresentavam tempo de permanéncia prolongado e
dificuldades de cunho social, como insuficiéncia familiar.

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, assim como ocorre com 0s
demais 6rgéos, pode sofrer disfungdo quando a pessoa estd em fase final de vida devido a
doenca crénica avangada ou agravo agudos que ndo correspondem ao tratamento proposto
ou, ainda, devido a alteragfes sistémicas ocasionadas pelo tratamento (FRANCK, 2016).

Os indicadores devem possibilitar, na avaliagdo de uma area ou servigo da instituigéo,
a visualizagéo do contexto organizacional na sua estrutura formal e informal, considerando
as relagbes tangenciais dos diferentes servigos, bem como as consequéncias das decises
gerenciais que esses resultados acarretam (TRONCHIN et. al.,2009).

Na area da saude, os indicadores mais adotados sdo os eventos sentinelas:
caracterizados pela seriedade do evento e pelo grau através do qual pode ser evitado.
Este indicador mede processos ou acontecimentos graves, indesejados e eventualmente
evitaveis. S&o sinalizadores de ndo conformidades e sua utilizagdo dependera do contexto
em que estiverem inseridos. O principio/ razdo que explica por que um indicador € Gtil na
especificacdo e avaliagcdo de uma pratica (TRONCHIN et. al.,2009).

5] CONCLUSAO

Percebeu-se que se faz necessério reforcar com a equipe assistencial medidas
preventivas relacionadas a prevencao de incidéncia de lesdo por pressdo, bem como
fortalecer as agcbes de tratamento das lesbGes prévias; realizar revisdo do processo
assistencial e interacdo com os servigos de apoio para garantir os insumos necessarios ao
tratamento das lesGes de pele pré-existentes.

Contudo, o resultado encontrado era esperado, devido ao perfil de alta dependéncia
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dos pacientes da unidade, muitos destes apresentando disfungdes organicas e sob
cuidados paliativos. Acompanhar e tratar estes pacientes se torna um grande desafio para
os profissionais de saude que, em sua maioria, ndo tem formacgéo para tratar e conviver
com a terminalidade. Ao contrario, sempre séo treinados para curar; e a morte de um
paciente representa o fracasso de sua atuagao profissional.

Deve-se considerar que, a utilizagdo de indicadores auxilia o gestor ao apontar
a necessidade de se considerar as praticas assistenciais, educacionais e gerenciais em
saude, a missdo e a estrutura organizacional, bem como os recursos humanos, materiais,
financeiros e estruturais disponiveis e as expectativas da clientela atendida.

Conclui-se que ainda é um desafio a organizagdo dos fluxos da rede de saude,
para que o SUS atenda as necessidades dos usuarios na sua integralidade. O desenho da
linha de cuidado e a analise dos desfechos dos pacientes do referido estudo, através da
criacdo de um indicador de resultado, possibilitou implementar a assisténcia aos pacientes,
avaliar os recursos necessarios para proporcionar um desfecho com foco na qualidade da

assisténcia prestada, seja ele qual for.
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RESUMO: A infeccdo do trato urinario € um
problema frequente, seu principal agente
causador é a bactéria Escherichia cof, a
manifestacdo poder ser sintomatica ou
assintomatica, essa patologia acomete ambos
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0s sexos, porém mulheres sdo mais propensas
em fator da sua anatomia genital ascendente.
Os microrganismos invadem o sistema urinario
provocando a infeccédo. Fatores de viruléncia
como as fimbrias estéo relacionadas as principais
infecgbes do aparelho urinério. Com o uso abusivo
dos antibidticos a resisténcia bacteriana tornou-
se algo frequente o que causa grande impacto
no tratamento da doencga, os sintomas clinicos
associados as ITUS podem variar, na cistite
urgéncia miccional, nocturia, disuria e dor supra
pubica € comum e o sintoma atipico é a febre,
ja a pielonefrite apresenta todos os sintomas
da cistite, mas sempre acompanhada de febre
alta além de dor lombar uni ou bilateral. Dentre
0s exames realizados estdo EAS, urocultura
sendo padrao ouro e conforme a gravidade os de
imagem séo solicitados.

PALAVRAS-CHAVE: Infeccbes urinarias;
Escherichia coli; Diagnostico; Manifesta¢des
clinicas.

URINARY INFECTION CAUSED BY
THE OPPORTUNISTIC BACTERIA
UROPATHOGENIC Escherichia coli

ABSTRACT: Urinary tract infection is a frequent
problem, its main causative agent is the bacterium
Escherichia coli, the manifestation may be
symptomatic or asymptomatic, this pathology
affects both sexes, but women are more prone to
their ascending genital anatomy. Microorganisms
invade the urinary system causing infection.
Virulence factors such as fimbriae are related
to the main urinary tract infections. With the
abusive use of antibiotics, bacterial resistance
has become something frequent which has a
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great impact on the treatment of the disease, the clinical symptoms associated with UTIs can
vary, in cystitis, urinary urgency, nocturia, dysuria and suprapubic pain is common and the
symptom fever is atypical, whereas pyelonephritis presents all the symptoms of cystitis, but is
always accompanied by high fever in addition to unilateral or bilateral low back pain. Among
the exams performed are EAS, uroculture being the gold standard and, depending on the
severity, imaging are requested.

KEYWORDS: Urinary infections; Escherichia coli; Diagnosis; Clinical manifestations.

11 INTRODUGAO

Pereira e Calhau (2016), definem a Infec¢do do Trato Urinario (ITU) como uma
bacteriuria sintomatica consideravel. Isto &, infecgcdes que sdo comuns em todas as faixas
etérias, especialmente em termos de género. Devido a anatomia do sistema urogenital
feminino, as mulheres acabam sendo mais propensas a infec¢des bacterianas desse tipo.
De inflamagao assintomatica a quadro mais graves, como a pielonefrite, as manifesta¢des
clinicas das infecgbes do trato urinario podem variar.

Assim, cerca de 20% a 40% das infec¢des do trato urinario inferior progridem para
pielonefrite (SILVA et al., 2014). A ocorréncia e a gravidade dessas patologias do trato
urinario estao relacionadas a questbes como a viruléncia dos microrganismos que causam
a doencga. Assim como inflamagdes, fatores anatémicos, forca dos mecanismos de defesa
e intervencoOes terapéuticas adequadas. (COSTA, 2019).

A infeccdo do trato urinario é uma patologia considerada frequente, sendo a
segunda mais comum na populagéo, perdendo apenas para aquelas que afetam o sistema
respiratorio. Estima-se que ocorram 150 milhdes de infecgbes no trato urinario em todo o
mundo a cada ano. As infecgdes do trato urinario podem ocorrer em ambos 0s sexos, mas
sdo particularmente proeminentes em certas faixas etarias, como mulheres jovens com
atividade sexual ativa e criangas menores de seis anos e idosos (COSTA, 2019).

Vale ressaltar que a ITU pode ser causada por uma variedade de microrganismos
patogénicos, sendo mais comuns em infec¢des com etiologia bacteriana. Entre os
microrganismos estao as bactérias Staphylococcus sp., bactérias saprofiticas, Enterococcus
feacalis e certas espécies de Proteus sp. e Klebsiella sp. Nas UTI’s, as enterobactérias,
especialmente a E. coli, representam infeccbes de 70% a 85% na comunidade e cerca
de 50% em infecgbes hospitalares fora da UTI (COSTA, 2019). Pereira e Calhau (2016)
concluiram que a causa mais comum de infecgbes do trato urinario é a Escherichia coli
patogénica do trato urinario (ECUP).

A Bactéria Escherichia coli pertence ao grupo familiar Enterobacteriaceae, e esta
presente no solo, agua, plantas e na flora intestinal humana e animal (SANTOS, 2018). A
E. coli é uma bactéria meséfila decorrente desse fator possui um 6timo desenvolvimento
a 37° C, que é a média da temperatura humana corporal o que facilita a contaminacéo e
infecgédo (COSTA, 2019).
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Esta bactéria esta relacionada a infecgbes intestinais ou extra intestinais com
niveis de gravidades diferentes, devido a dados epidemiolégicos, sintomas clinicos e a
permanéncia de fatores de viruléncia, a E. coli uropatogéncia acaba sendo a principal
responsavel por originar infec¢gdes do trato urinario (FLORES-MIRELES, 2015).

Diante disso se torna necessario um estudo critico de forma organizada deste
problema que afeta todas as idades, apresentando quadros leves como uretrite, cistite que
podem evoluir para mais graves como pielonefrite, podendo gerar comprometimento renal.
Além disso, € interessante pontuar a questao da resisténcia bacteriana que € um problema
frequente que acontece através do uso incorreto e abusivo dos antibioticos.

Dessa forma é imprescindivel viabilizar informagdes contribuindo assim para uma
melhor compreensdo do estudo que tem como objetivo descrever a fisiopatologia da
infecgéo pela bactéria Escherichia Coli e as causas de resisténcias bacterianas, evidenciar
as manifestacdes clinicas quanto os sinais e sintomas associados a ITU. E abordar os
principais exames realizados para o diagnostico da infec¢c&o do trato urinario na E. coli.

21 METODOLOGIA

Este estudo foi construido no formato de uma reviséo de literatura, baseado em
pesquisas em artigos buscados em bancos de dados tais como: Scientifc Eletronic Library
Online (SCIELO), Google Académico, Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (PubMed), selecionados de acordo com o tema proposto.

Atendendo os critérios de inclusdo com artigos publicados nos anos de 2011 a
2021, utilizando os descritores: “Infec¢des Urinarias”, “Diagnéstico de infecgdes urinarias”,
“Infec¢bes do trato urinario por Escherichia coll’, artigos de lingua inglesa e portuguesa.

Como critério de exclusdo ndo foram utilizados artigos fora da data proposta
obedecendo a publicagdo minima dos Ultimos dez anos e que nao contemplem as

informacdes necessarias para produgao do projeto.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Fisiopatologia

Ainfecgéo urinaria (ITU) ocorre no momento em que 0s microrganismos geralmente
bactérias, invadem o sistema urinario atingindo a via ascendente, uretra, ureteres, bexiga
e rins (YANASE,2018). Quando esses agentes bacterianos se propagam no aparelho
urinario acaba prejudicando o prognostico da pessoa afetada que pode variar desde um
quadro simples de infec¢do assintomatica até mesmo uma complicagdo com presenca de
abcesso na regido do perineo levando a sepse. Em virtude deste fator € importante detectar
rastros de infeccdo por menores que sejam em tempo favoravel para evitar complicagées

negativas e até mesmo intervir com um tratamento cessando o desenvolvimento da infec¢édo
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(CASTRO, 2021).

Mulheres comumente sdo mais propensas as infec¢cdes por ter o sistema urinario
mais exposto, uma uretra mais curta e proxima dos anus, o0 que consequentemente se torna
mais facil a entrada desses microrganismos oportunistas, desenvolvendo um quadro de
infeccéo do trato urinario quando comparado aos homens. O aparecimento dessa infec¢ao
geralmente acontece através de bactérias presentes na microbiota intestinal, sendo a
Escherichia coli a principal e mais frequente (PAGNONCEL; COLACITE, 2016).

A fim de tornar a colonizagao eficaz, as bactérias aderem-se a membrana mucosa
e a abertura vaginal e posteriormente para uretra e urotélio da bexiga. As infeccdes do
trato urinario sdo quase sempre limitadas a bexiga o que néo isenta a possibilidade de
as bactérias subir e atingir o ureter e a pelve renal, através do refluxo vesico-ureteral que
€ produzido por causa do comprometimento do mecanismo antirrefluxo do meato uretral
decorrente do edema ocasionado pela infecgéo ja instalada. Dessa maneira, as alteragbes
no peristaltismo do canal que conduz a urina e a aderéncia bacteriana agem facilitando a
chegada desse patégeno ao rim (COSTA, 2019).

Neste mesmo lugar podem ascender mais ainda, através de papilas renais, e chegar
aos tubulos contorcidos, podendo se espalhar pelo parénquima ocasionando a pielonefrite
aguda. Esta ultima ascensdo ocorre pelo refluxo pielotubular ou através da obstrucéo
urinaria, aumentando a pressao da pelve favorecendo assim a via ascendente (COSTA,
2019).

As fimbrias s&o os principais fatores de viruléncia relacionadas a patogénese das
infeccdes do trato urinario. A adesina fimH faz o intermédio das ligagdes entre os receptores
do hospedeiro e as glicoproteinas; além de ser uma estrutura encontrada na porcao distal
da fimbria 1, determinada como um dos tipos prevalentes desses filamentos. Moléculas
superficiais de adesdo tais como as integrinas facilitam a infecgdo, j4 a glicoproteina
uroplaquina localizada na superficie da bexiga € um receptor essencial para a adesina
fimH. Portanto as células invasoras se replicam antes da E. coli, se dissociar migrando
para fora da célula em forma de filamentos. Tal estratégia de invaséo evita que as bactérias
sejam exterminadas por neutrofilos, o que acaba favorecendo a colonizagdo do urotélio
(MOTA, 2011).

Tem-se ainda o antigeno capsular k presente nas E. coli e esta bastante relacionado
a ITU, pois é responsavel pela resisténcia bacteriana a fagocitose e a inflamagéo provocada
no hospedeiro. Esses microrganismos possuem também o fator necrosante citotéxico 1 e a
hemolisina alfa, que também é prejudicial para as células do hospedeiro e esta relacionada
a complicacédo da infec¢éo, tratando-se de um fator letal de viruléncia, que provoca efeitos
citotdxicos no epitélio renal promovendo assim a cicatrizagdo (MOTA, 2011).

Resisténcia Bacteriana

Nas Gltimas décadas houve uma grande evolugcédo nos farmacos que atuam nas
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infeccbes urinarias facilitando o tratamento médico, refletindo em um baixo indice de
mortalidade devido a doengas bacterianas. Em contrapartida o uso de antibi6ticos de forma
inadequada ocasionou o desenvolvimento de bactérias com resisténcia aos antibiéticos.
Dessa maneira, o acompanhamento e estudo de tracos de sensibilidade relacionada a
resisténcia e patogenicidade das bactérias acaba minimizando erros terapéuticos e
consequentemente diminuindo a multirresisténcia bacteriana pelo uso inadequado de
antibioticos (OLIVEIRA, 2014).

E comum ocorrer resisténcia onde uma bactéria sensibilizada pelo farmaco
desenvolva resisténcia a ele possuindo uma nova caracteristica. Em virtude da mutacéo
cromossomal, enterobactérias como E. coli adquirem resisténcia a antibiéticos, onde no
seu crescimento ha mudanca na estrutura macromolecular com alteragdes nas proteinas,
ribossomos e elementos da parede celular (OLIVEIRA, 2014).

Os patégenos podem adquirir resisténcia aos antibitticos beta-lactamicos (penicilinas
e cefalosporinas), sendo que o principal constituinte que determina 0 mecanismo de
resisténcia aos betalactamicos é a produgéo de beta-lactamases. A bactéria Escherichia
coli uropatogénica (UPEC) apresenta resisténcia a ampicilina que é pertencente ao grupo
das penicilinas, e as cefalosporinas de primeira geragédo, em especifico a cefalotina, onde
essa resisténcia resulta na producdo da enzima beta-lactamase (CASTILHO, 2021).

Quem apresenta uma acdo contra microrganismos gram-negativos sdo as
cefalosporinas de terceira geracdo. Portanto é produzido enzimas estended-spectrum
beta-lactamases (ESBL), principalmente em cepas de E. coli e Klebsiella sp, podendo
ocorrer também em outras espécies, um fator preocupante para o tratamento sdo as cepas
produtoras de ESBL capazes de suportar a acdo das cefalosporinas de terceira geragéo
(CASTILHO, 2021).

A E. coli é a bactéria mais comum nas infecgOes urinarias e apresenta uma baixa
sensibilidade in vitro a drogas. Sua resisténcia a cefalotina (em 40% das infec¢bes
ambulatoriais e 73,3% em pacientes internados) é consideravel, pois esse antibidtico
esta entre a primeira opgéo para tratar cistite em gestantes sendo que nesse periodo
tem-se o uso limitado de antibiéticos (CASTILHO, 2021). Altos niveis de sensibilidade
antimicrobiana da E. coli foram encontrados na gentamicina 96% e amicacina 100% que
€ uma classe pertencente ao grupo dos aminoglicosideos (CASTILHO, 2021), sendo que
varios antibiéticos s@o compostos pelos aminoglicosideos que tem grande importancia no
tratamento de diversas infec¢des bacterianas por possuir uma estrutura quimica complexa
(CASTILHO, 2021).

Nas infec¢bes urinarias ha comumente a combinagéo de trimetoprim + sulfametoxazol
que usualmente € o antibiético de primeira escolha (CASTILHO, 2021).A longo prazo o
tratamento préatico com esse antibiotico ndo é mais aconselhado em decorréncia da sua
alta resisténcia que foi ocorrendo através do uso indiscriminado, necessitando do uso de

medicamentos diferentes. Com os mecanismos de resisténcia instalados essa dindmica de
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uso aplica-se, também, a ampicilina, tetraciclina e cefalotina (CASTILHO, 2021).

Dentre as drogas com alta eficacia no tratamento de infec¢des do trato urinéario tem-
se as quinolonas (acido nalidixo) sintetizada em 1962 a partir da cloroquina medicamento
utilizado para o tratamento de malaria, a principal estrutura da quinolona viabilizou
o desenvolvimento de antibidticos de alta eficacia que tivessem um amplo espectro
(RODRIGUES-SILVA, Caio et al, 2014).

A ciprofloxaxina, norfloxacina e a orfoxacina tem grande utilidade, especialmente
quando o agente infeccioso é a E. coli uropatogénica (OLIVEIRA, 2011). A resisténcia
encontrada nas fluroquinolonas variam de 13% a 14% reforcando a ideia de que o de forma
empirica segue 0s parametros citados anteriormente com o sulfametoxazol + trimetoprim,
onde brevemente ndo poderdo mais ser utilizados para o tratamento de infeccbes
(CASTILHO, 2021).

MANIFESTACOES CLINICAS

Infeccéo do Trato Urinario Baixo

A cistite, infecgdo do trato urinario baixo, apresenta urgéncia a urinar, noctdria,
disuria, polaciiria e dor supra pubica, sendo que a febre nesse tipo de infeccdo € uma
condicao atipica. Para a melhor compreensé&o da histéria clinica do paciente é importante
atentar-se a caracteristicas de episodios prévios de cistite. Vale ressaltar que a presenca
de pidria pode refletir em uma urina turva, acompanhada ou ndo de presenc¢a de sangue
tornando-se avermelhada, com origem na litiase no decorrer do processo infeccioso (DE
OLIVEIRA, 2021).

Infeccoes do Trato Urinario Alto

A pielonefrite, infec¢cdo do trato urinario alto, inicialmente apresenta os mesmos
sintomas da cistite, porém nesse caso a febre é presente e bastante elevada, geralmente
maior que 38°C, calafrios, dor lombar uni ou bilateral podendo migrar para o abdémen,
flancos e/ou virilhas, quando a dor se apresenta na virilha é associada a litiase renal, nesse
caso as caracteristicas do processo de infec¢édo local esta presente, sendo, que muitas
vezes sua intensidade é igual a gravidade do quadro de pielonefrite (DE OLIVEIRA, 2021).
Diagnéstico Laboratorial

O diagnéstico de infeccdo urinaria é feito pela anamnese da historia clinica do
paciente e através de exames laboratoriais que séo utilizados com o objetivo de indicar a
infecdo. Nesse ambito a urocultura € o exame considerado padrdo ouro (BORTOLOTTO,
2016). Exames de imagem sdo recomendados quando o paciente apresenta complicagbes
sisttmicas e mudancas anatdomicas (SOCIEDADE BENEFICENTE ISRAELITA
BRASILEIRA, 2018).

Ha também a utilizacdo de fitas reagentes e exame microscopico, detectando
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aumento de leucécitos (indicando piuria), presenca de nitrato, alteragdo no pH urinario
(maior que 7,5 é indicativo de ITU), proteindria, hematiria, bacteriuria (DE OLIVEIRA,
2021).

A urocultura indica o agente responsavel pela infeccéo facilitando o tratamento.
Esse exame é feito em amostra do jato médio da urina de forma asséptica, de preferéncia
antes do inicio da antibioticoterapia. A urina que apresenta maior nUmero de bactéria por ter
um tempo de incubag&o maior é a da manha sendo esta a recomendada para a realizagéo
do exame, porém qualquer urina no decorrer do dia pode ser utilizada desde que colhida
em um periodo de pelo menos duas horas posteriores a ultima mic¢éo excluindo-se assim
falsos negativos (DE OLIVEIRA, 2021). Sendo a urocultura um exame padréo ouro para
identificacdo da bactéria causadora é importante ressaltar que o fato do resultado nédo esta
disponivel em 24 horas ocasiona a abordagem terapéutica empirica (VIDAL, 2015).

Teste de sensibilidade in vitro a antimicrobianos (TSA) apresenta uma baixa utilidade
em cistite ndo complicadas e inicialmente tratadas de forma empirica o antibiograma é um
exame auxiliar da urocultura. Quando nédo € resolvido com tratamento empirico precoce,
este exame se torna essencial por fornecer o antibiético conveniente para o tratamento (DE
OLIVEIRA, 2021).

A hemocultura ndo tem valor diagnéstico no caso de ITU “baixa”, mas possui alta
relevancia em quadros e ITU “alta” com bacteremia presente em cerca de 25% a 60%
dos pacientes, além de mostrar o agente causador e o risco de evoluir para sepse (DE
OLIVEIRA, 2021).

O hemograma é solicitado nas infec¢gdes do trato urinario, pois é necessario avaliar
todo o estado do paciente, especialmente marcadores de infec¢des tais como o PCR, VHS
com possivel leucocitose. Tais exames tem pouca utilidade clinica, pois, esses marcadores
podem estar elevados em outras situagées que ha inflamacgéo (LO, 2018).

Diagnéstico por Imagem

Em cistites ndo complicadas e em casos agudos, os exames de imagem s&o pouco
utilizados. Porém, se tornam indispensaveis em casos de infecgcbes complicadas pois
identificam anormalidades recorrentes a essas condi¢des (DE OLIVEIRA, 2021).

A ultrassonografia, tomografia e a ressonancia magnética sdo exames indicados
excepcionalmente em casos de cistite e pielonefrites ndo solucionados com tratamento
pratico assumindo grande importancia no diagnostico de complicagdes onde abscessos
acumulos de material purulentos sdo observados. Evidenciando assim modificagcbes na
estrutura e funcionamentos do aparelho urinario (rins policisticos, litiases etc.). Outros
exames feitos a partir de casos selecionados € a urografia excretora (UEG) que néo pode
ser realizado em casos agudos em virtude da sua nefrotoxixidade. E por fim a radiografia
simples que se mostra eficiente para identificar calculos (DE OLIVEIRA, 2021).
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41 CONCLUSAO

A bactéria Escherichia coli € a principal causadora das infec¢gdes do trato
urinario e acomete homens e mulheres, sendo mais prevalente em mulheres pelo fato
de ter o aparelho urinério, mas exposto. Esse patégeno é classificado de acordo com as
manifestagdes clinicas, fatores de viruléncia da cepa e local anatdmico da infecgdo. A
infeccdo pode se apresentar de forma sintomatica e assintomética pelo fator determinante
da sua complexidade que varia de acordo com a imunidade da pessoa acometida. A
resisténcia bacteriana é um problema comum na infecgdo em virtude do uso indiscriminado
de antibitticos. O diagnostico da infecgdo € feito a partir da histéria clinica, exames
laboratoriais e também se utiliza o diagnéstico por imagem quando necessario.
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RESUMO: Introducao: Entre as mais prevalentes
doencas respiratorias destaca-se a rinite alérgica,
responsavel por impacto negativo na qualidade
de vida, inclusive com comprometimento da
funcdo pulmonar das pessoas afetadas. Embora
a rinite alérgica possa se desenvolver em
qualquer idade, sua ocorréncia € comum na
infancia. Objetivo: Avaliar a fungdo pulmonar
em criangcas com rinite alérgica por meio do
sistema de oscilometria de impulso. Métodos:
Estudo transversal com criangas com idade entre
3 e 6 anos, classificados em dois grupos: rinite
alérgica, composto por criangas com diagnostico
de rinite alérgica, e um grupo comparativo,
composto por criangas sem patologia alérgica
respiratoria. As criancas foram submetidas a
testes de funcdo pulmonar pela oscilometria
de impulso. Resultados: 82 criangcas, sendo
52% do sexo feminino, com média de idade
4,65+0,25 e altura 104,64+5,14. Nao houve
diferenca em R5 e X5 em relagdo ao predito
entre os grupos, porém a elastancia intergrupos
foi maior no grupo rinite alérgica pré e pds uso
do broncodilatador. Os parametros R5, X5 e
AX apresentaram diferenca quando verificada a
relagéo intragrupo. Conclusao: Os resultados do
presente estudo demonstraram que criangas pré
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escolares com rinite alérgica podem apresentar
comprometimento na funcdo pulmonar, devido
ao envolvimento brénquico associado. O sistema
de oscilometria de impulso podera ser utilizado
para avaliar a fungédo pulmonar em criangas pré
escolares com sintomatologia de rinite alérgica.
PALAVRAS-CHAVE: Rinite, Testes de funcgéo
respiratoria, Oscilometria, Crianca.

ALLERGIC RHINITIS AND LUNG
FUNCTION BY IMPULSE OSCILLOMETRY
IN PRESCHOOL CHILDREN

ABSTRACT: Introduction: Among the most
prevalent respiratory diseases, allergic rhinitis
stands out, responsible for a negative impact
on quality of life, including impairment of lung
function in affected people. Although allergic
rhinitis can develop at any age, it is common in
childhood. Objective: To assess lung function
in children with allergic rhinitis using the impulse
oscillometry system. Methods: Cross-sectional
study with children aged between 3 and 6
years, classified into two groups: allergic rhinitis,
composed of children diagnosed with allergic
rhinitis, and a comparative group, composed of
children without allergic respiratory pathology.
The children underwent pulmonary function
tests using impulse oscillometry. Results: 82
children, 52% female, mean age 4.65+0.25 and
height 104.64+5.14. There was no difference
in R5 and X5 in relation to what was predicted
between the groups, but the intergroup elastance
was greater in the pre- and post-bronchodilator
use allergic rhinitis group. The parameters
R5, X5 and AX showed differences when the
intragroup relationship was verified. Conclusion:
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The results of the present study demonstrated that preschool children with allergic rhinitis
may have impaired lung function due to the associated bronchial involvement. The impulse
oscillometry system can be used to assess lung function in preschool children with symptoms
of allergic rhinitis.

KEYWORDS: Rhinitis, Respiratory function tests, Oscillometry, Child.

INTRODUCAO

Arinite alérgica (RA) € a mais comum das doencgas atdpicas e pode se desenvolver
em qualquer idade1. Além dos sintomas classicos de espirros, coriza, prurido e obstrugédo
nasal, a RA é caracterizada pelo comprometimento da qualidade de vida dos pacientes e,
potencialmente por distarbios do sono, problemas emocionais, dificuldades nas atividades
€ no convivio social (1). Segundo a iniciativa ARIA (Allergic rhinitis and its impact on asthma)
a rinite alérgica pode ser classificada de acordo com sua ocorréncia ao longo do tempo em
intermitente e persistente e de acordo com a gravidade, em leve ou moderada/grave (2).

Apesar da rinite alérgica ser uma doenca de baixa morbidade, o diagnoéstico e o
tratamento adequados sao considerados temas importantes em saude publica, devido ao
alto impacto que ela pode causar na qualidade de vida e também na associagdo com a
asma (3). Por meio de adequado exame clinico &€ possivel detectar os sinais de RA, os
quais sado decorrentes de disfungdo do epitélio, vasos, glandulas e nervos que, devido ao
infiltrado de células inflamatérias e mediadores inflamatérios, prejudicam o processo de
aquecimento, umidificacao e filtracdo do ar inspirado (4).

Processos inflamatérios nasais e limitagdo ao fluxo aéreo apresentam relagéo com a
fungéo pulmonar, o que pode provocar alteragdes na mecanica respiratoria e modificagbes
dos volumes pulmonares de forma negativa em pacientes com RA (5). Apesar do diagnéstico
da RA ser basicamente clinico, &€ importante avaliar as repercussdes pulmonares. Os testes
de fungéo pulmonar sdo exames importantes para avaliagdo das patologias respiratérias
em adultos e criangas. O Sistema de Oscilometria de impulso (Impulse Oscillometry System
- 108S), € uma técnica de avaliagdo da mecanica respiratéria que apresenta importantes
vantagens em relagdo aos outros exames, como a espirometria e a plestimografia de corpo
inteiro, pela capacidade de diferenciar obstrucdo em vias aéreas centrais e periféricas,
ndo exigir manobras de expiracdo forcada e ndo necessitar de grande cooperag¢do dos
individuos, pois requer apenas que 0 paciente respire em volume corrente (6).

Destaca-se a grande dificuldade da avaliacdo da fungé&o pulmonar por meio de
exames consagrados, como a espirometria, em criangcas e a divulgacdo de resultados
promissores para esse publico envolvendo a 10S, especialmente em asmaticos, com uma
caréncia importante de divulgagbes envolvendo a rinite alérgica. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os resultados da oscilometria de impulso em criangas portadoras de rinite.
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METODOS

Estudo do tipo clinico transversal e analitico realizado nos Servicos de Alergia e
Imunologia, de Pneumologia e de Pediatria do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética institucional
sob o parecer de numero 413.551 e todos os pais e/ou responsaveis assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Foram avaliadas criancas de ambos os sexos, com idade entre 03 e 05 anos, 11
meses e 29 dias separadas em 2 grupos, sendo um grupo com criangas portadoras de rinite
alérgica persistente moderada/grave e o grupo de comparacéo de criangas sem patologia
respiratéria alérgica. Nao foram incluidas criangas com histéria de doenga pulmonar crénica,
inclusive asma ou com sintomas de doenca respiratoria infecciosa atual (menos de trinta
dias), criangas com doencgas neuroldgicas ou osteomusculares. Os responsaveis pelas
criangas responderam a um questionario padrdo do Ambulatério de Alergia do Hospital
das Clinicas HC-UFPE com questdes sobre sintomatologia respiratoria, histéria pessoal ou
familiar de atopia e sobre o ambiente intradomiciliar da crianca.

O diagnostico da rinite alérgica foi dado pelo médico assistente baseado nas
orientacdes da iniciativa ARIA (Allergic rhinitis and its impact on asthma)?. Todas as criancas
do grupo rinite alérgica estavam fazendo uso de corticoterapia nasal. No momento da
avaliagdo, as criangas com diagnéstico de rinite alérgica ndo apresentavam exacerbagéo
dos sintomas.

Foi realizada a avaliagdo dos dados antropométricos (peso e altura), utilizando uma
balanga antropométrica devidamente calibrada. Em seguida, as criancas foram submetidas
ao exame de oscilometria de impulso (I0OS) (Master Screen 10S, Erich Jaeger®, Alemanha).
O exame foi realizado com as criancas sentadas confortavelmente em cadeira com encosto
e 0s pés apoiados, respirando através de bocal descartavel e utilizando clipe nasal’. Os
equipamentos foram calibrados diariamente antes da coleta dos dados, utilizando-se
seringa (1L) calibrada.

Na realizacéo do exame, as criancas foram instruidas a colocar a boca bem ajustada
em torno do bocal e a respirar normalmente por 40 segundos (realizadas trés tomadas
para cada individuo), pressionando as bochechas com as maos para minimizar a perda de
pressao oscilatéria, decorrente da alta complacéncia das mesmas. O exame foi repetido
15 minutos apds o uso do broncodilatador (200mcg de salbutamol) e considerada resposta
positiva se houvesse melhora da resisténcia a 5Hz > 20% em relagdo ao momento pré
broncodilatador. Foram analisados os parédmetros de resisténcia total (R5Hz), a diferenca
entre resisténcia total e central (R5-R20Hz), a reatancia a 5Hz (X5Hz) e a area de reaténcia
(AX). Os valores foram comparados inter e intragrupos. A confiabilidade dos dados foi
assegurada por medidas repetidas até que se obtivesse uma coeréncia a 5Hz e a 20Hz de
0,9 (variagdo entre as medidas menor que 10%) ou até que fossem realizadas um maximo
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de cinco repeticbes, sendo descartado o exame se a confiabilidade do teste ndo fosse
obtida.

O tamanho da amostra foi estimado por meio de estudo piloto em que foi observado
algum efeito aparente da rinite alérgica em pardmetros pulmonares da oscilometria de
impulso, e foi utilizada equacédo para estudo observacional8. Foi considerado um nivel
de confianca de 95%, o erro amostral de 5%. O tamanho da amostra calculada foi de 61
criancas no total.

Para a analise, os resultados referentes aos parédmetros estudados foram expressos
em variagdes médias e desvio padrdo. Foi construido o banco de dados na planilha
eletrbnica Microsoft® Excel e exportada para o software SPSS (Statistical Package for
Social Science — versao 18) para analise. Na comparacao entre parametros numeéricos,
aplicamos teste de hipétese unicaudal simples (Mann whitney test entre os grupos e, entre
intra grupos, o teste de Wilcoxon. A associacao entre as proporgdes foram realizadas pelos
testes qui quadrado ou exato de Fisher. Os valores de p menores ou iguais a 0.05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Participaram do estudo 82 criangas, sendo 52% era do sexo feminino. O grupo foi
dividido em grupo rinite alérgica (RA) com 47/82 (57%) criangas e 35/82 (43%) no grupo
controle (C) (Tabela 1).

Rinite Controle Total

n=47(57%) n=35(43%) N=82
Sexo
Masculino 28 (59,57) 11 (31,42) 39 (47,57)
Feminino 19 (40,43) 24 (68,58) 43 (52,43)
Idade (Média + Desvio
Soatae) 4,36£0,91 4,84+1,16 4,65+0,25
Altura (MédiatDesvio 144 57,5 15 10148,54 104,64+5,14

padrao)

Tabela 1. Caracterizacdo da amostra (n 82).

Os dados foram expressos como numeros absolutos (%) e média + desvio padrao.

A Tabela 2 apresenta o total de exames alterados em relagdo ao predito nos
parametros de resisténcia e elastancia a 5HZ (R5 e X5) em relagéo ao predito. Embora os
valores do parametro pré broncodilatador no parametro R5 fosse maior no grupo RA (dados
nao visualizados), ndo houve diferenca em relagéo ao grupo controle quando comparados
com o predito.
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RA (n 47) C (n (35) P

R5 Alterado 17(36,17) 10(28,57) 0,530
Normal 30(63,83) 27(71,43)

X5 Alterado 13(27,6) 04(11,42) 0,044
Normal 34(72,4) 33(88,58)

Tabela 2. Exames alterados nos grupos Rinite Alérgica (RA) e Controle (C)

Os dados foram expressos como numeros absolutos(%).Teste qui quadrado e exato

de Fisher

A Tabela 3 descreve os parametros pré e pos broncodilatador nos grupos. Antes
da utilizacdo do broncodilatador, a elastancia (X5) intergrupos foi maior no grupo RA (p
= 0,0056). No momento p6s broncodilatador, os parametros X5 e area sob a curva (AX)
do grupo RA apresentaram diferenca sobre o grupo controle (p = 0,013 e p = 0,015,

respectivamente).
RA (n 47) C (n 35)
Mediana Mediana p
Pré BD
R5 1,06(0,84/1,18) 0,97(0,87/1,16) 0,8990
X5 -0,33(-0,39/-0,28)  -0,28(-0,34/-0,19) 0,0056*
AX 2,88(2,04/3,94) 2,55(2,11/3,66) 0,5700
PO 0,88(0,78/1,03) 0,82(0,79/0,88) 0,0900
X5 -0,30(-0,34/-0,23)  -0,25(-0,29/-0,20) 0,0130*
AX 1,90(1,33/2,94) 1,59(1,21/1,83) 0,0150*

Tabela 3. Parametros da oscilometria pré e pés broncodilatador (n 82).

Mediana (percentil 25-75%). Teste Mann whitney.

Os parametros R5, X5 e AX apresentaram diferenca quando verificada a relagédo

intragrupo para os grupos RA e C (Tabela 4).
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RA (n 47) Mediana Mediana p
R5 1,06(0,84/1,18) 0,88(0,78/1,03) 0,0002
X5 -0,33(-0,39/-0,28) -0,30(-0,34/-0,23) 0,0007
AX 2,88(2,04/3,94) 1,90(1,33/2,94) <0,0001

C (n 35)
R5 0,97(0,87/1,16) 0,82(0,79/0,88) <0,0001
X5 -0,28(-0,34/-0,19) -0,25(-0,29/-0,20) 0,0071
AX 2,55(2,11/3,66) 1,59(1,21/1,83) <0,0001

Tabela 4. Analise intragrupo nos parametros de oscilometria nos momentos pré e pos broncodilatador
nos grupos Rinite Alérgica e Controle.

Mediana (percentil 25-75%). Teste de wilcoxon.

DISCUSSAO

Neste estudo foi observado que criangas com rinite alérgica (RA) e criangas sem
queixas respiratorias (C) apresentavam alteracdo da funcé@o pulmonar pelo sistema de
oscilometria de impulso, sem diferenca estatistica entre eles. No entanto, a elastancia a
5Hz (X5) foi mais negativa nos momentos antes e apés o uso do broncodilatador no grupo
RA, bem como a area de reatancia (AX) pds broncodilatador apresentou maior valor neste
grupo.

A elastancia estéa relacionada a elasticidade do pulméao e a obstrucdo em vias aéreas
periféricas resulta em perda de recuo elastico demonstrado por X5 mais negativo como
observado em doencgas que reduzem a elasticidade pulmonar (10). Kim et al estudando
criangas com RA verificou que esses parametros sdo mais sensiveis na deteccéo de
alteragcbes na fungé@o pulmonar que a espirometria (11). Ciprandi et al demonstraram que
pacientes com rinite alérgica apresentavam alteragdo da fungéo pulmonar e isso estava
relacionado ao tempo de duracgéo da rinite. Os seus achados reforcam o conceito de que o
envolvimento brénquico é frequente no individuo com rinite alérgica, mesmo na auséncia
de sintomas de asma evidentes (12). Yilmaz et al demostraram relagé@o da rinite alérgica
e recuperacao prolongada da obstrugdo bronquica aguda na asma. Observaram que a
extensdo da inflamacado envolvendo vias aéreas superiores e inferiores poderia ser uma
das razdes para a recuperacgao prolongada de fungdo pulmonar (13).

Os processos inflamatérios nasais caracteristicos da rinite alérgica podem aumentar
a hiperresponsividade brénquica intensificando a inflamagéo crénica em todo o trato
respiratério (14). Ha estreita relagéo entre a RA e disturbios das vias aéreas inferiores e a
rinite alérgica constitui um fator de risco para asma de inicio precoce (12)
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No geral, os pacientes pediatricos com RA apresentam aumento de trés a quatro
vezes na incidéncia de asma em comparagéo com criangas sem RA (10). O controle clinico
e funcional do individuo portador de asma e rinite alérgica associada néo sera satisfatério
se ndo houver abordagem diagnéstica e terapéutica adequada para as manifestacbes
das vias aéreas superiores, pois a provocacao apenas nasal com antigenos, é capaz de
determinar aumento da resposta bronquica a estimulos inespecificos e redugao do calibre
dos brénquios com alteragdes subclinicas na funcéo pulmonar (12,1518,19).

Neste estudo, evidenciamos que os valores médios dos pardmetros da oscilometria
das criancas com rinite alérgica eram mais altos que os das crinacas sem patologia
respiratéria. Tais circunstancias exigem avaliagé@o precoce e precisa da fungéo pulmonar, com
interesse clinico no diagnostico, monitoramento e tratamento das condigbes respiratorias
(16). Pacientes com rinite alérgica e obstru¢do brénquica subclinica poderiam se beneficiar
do diagnoéstico e tratamento precoce. Tal suposicdo é sustentada por estudo indicando
que em um importante nUmero de pacientes com rinite alérgica perene com valores FEF
25-75% reduzidos, tal desordem foi significativamente revertida com o administracdo de
budesonida endonasal por trés meses (17).

A utilizagdo do 10S na faixa etéaria pediatrica é crescente, por se tratar de um método
nao-invasivo, acurado e que requer colaboragdo e entendimento minimo dos pacientes.
Entretanto, poucos sdo os protocolos envolvendo individuos com rinite alérgica, sendo
necessaria realizacdo de novos estudos que discutam o envolvimento das vias aéreas
inferiores dos pacientes portadores desta doenca, auxiliando com isso, no melhor manejo
clinico dos pacientes.

Embora os valores dos parametros R5 e AX fossem mais altos e o de X5 fosse mais
negativo no momento pré e p6s broncodilatador para o grupo RA, foi demonstrado que em
ambos os grupos a mediana do momento pés broncodilatador foi menor que no momento
pré broncodilatador, embora, apenas uma crianca do grupo RA tenha demonstrado
resposta ao broncodilatador, no paramentro X5. A resposta ao broncodilatador foi baixa se
considerada a nova orientacao da ERS que definiu em artigo recente o nivel de diminuicéo
nos parametros R5, X5 e AX de 40%, 50% e 80% respectivamente em relagdo ao momento
pré-broncodilatador (18). E provavel que ao adotar um ponto de corte superior ao que
outros autores publicaram, algumas criangas com fungédo pulmonar anormal poderiam
potencialmente negligenciar um acompanhamento adequado (19). A diminuigcdo da fungéo
pulmonar na pré-escola observada pelo IOS poderia identificar um subgrupo de criangas
com morbidade persistente, indicando a necessidade de um acompanhamento mais
cuidadoso durante a infancia (19).

Uma limitacdo encontrada no decorrer da pesquisa foi a dificuldade em recrutar
criancas nessa faixa etaria com diagnéstico apenas de rinite alérgica, devido a forte
relacédo existente com a asma. Além do que sintomas de quadros respiratorios infecciosos
repetitivos de vias aéreas superiores, comuns em pré-escolares, muitas vezes dificultam e
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confundem o diagnéstico da rinite por pediatras sendo frequentemente subdiagnosticado
ou ignorado retardando o diagnéstico e acompanhamento adequado (2). Outro fator
limitante seria a supervalorizagdo do diagnoéstico em criangas atendidas em ambulatorio
especializado, mas tais limitagdes foram minimizadas pelo diagnéstico médico ter sido
baseado nas orientagdes da iniciativa ARIA (2).

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que criangas pré escolares
com rinite alérgica podem apresentar comprometimento na fungéo pulmonar, devido ao
envolvimento bronquico associado. Estas possiveis implicagbes séo razbes para sugerir
que pacientes com rinite alérgica, mesmo na auséncia de sintomatologia de asma tenham
realizada uma avaliagdo da funcao pulmonar. Nesse contexto, o sistema de oscilometria de
impulso podera ser utilizado para avaliar a fungéo pulmonar em criangas pré escolares com
sintomatologia de rinite alérgica.
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RESUMO: Bebés internados em Unidades de Terapia Neonatal sdo extremamente
vulneraveis, muitas vezes prematuros, sao submetidos a procedimentos invasivos e, por
consequéncia, apresentam alto risco de desenvolver infeccdes que podem resultar em
morbidade e mortalidade. O uso continuo, muitas vezes inadequado, de antimicrobianos tem
favorecido a selecdo de isolados de Bacilos Gram-negativos multirresistentes. O presente
estudo teve por objetivo avaliar a tendéncia epidemioldgica de colonizagéo por patdgenos
da ordem Enterobacterales, em recém-nascidos, internados em unidades neonatais, num
periodo de 11 anos. Foram analisados os resultados de culturas de swab de vigilancia de
janeiro de 2010 a dezembro de 2020, obtidos do sistema de informagéo do laboratorio de
microbiologia da instituicdo do estudo (LABHOS®). Durante este periodo foram admitidos
8.038 recém-nascidos nas unidades neonatais, que corresponderam a 73.580 pacientes/
dia. Foram identificados 553 bacilos gram-negativos pertencentes a ordem Enterobacterales. As
espécies mais frequentes foram Klebsiella sp. (50%), Serratia marcescens (21%) e Enterobacter
cloacae (19%). A maioria das Enterobacterales, 95%, eram produtoras de betalactamases de
espectro extendido (ESBL), enquanto 5%, de carbapenemases. A densidade de incidéncia média
foi 3,7 Enterobacterales/1.000 pacientes-dia, tendo variado de 1,8 a 10,6 durante o periodo de
estudo. Concluimos que a densidade de incidéncia de colonizacdo por Enterobacterales
multirresistentes foi elevada nas unidades neonatais, com flutuagbes, durante o periodo
analisado e que o género Klebsiella sp., produtor de ESBL, foi o mais frequente.
PALAVRAS-CHAVE: Enterobacterales, microrganismo multirresistente, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens.

INCIDENCE DENSITY OF MULTIRESISTANT Enterobacterales IN THE
NEONATAL UNIT OF A UNIVERSITY HOSPITAL IN THE SOUTHERN BRAZIL,
FROM 2010 TO 2020

ABSTRACT: Hospitalized infants in Neonatal Intensive Care are extremely vulnerable,
and some are premature, undergo invasive procedures, and, consequentely, they have a
higher chance to develop infections, resulting in morbidity and mortality. The continuous
and inadequate use of antimicrobials has favoured selection of multiresitent Gram-negative
bacillus isolates. The objetive of this study was to avaliate the epidemiological tendency
colonization of pathogens from the Enterobacterales order in newborns hospitalized in the
neonatal units, on a 11 years period. Swab culture results from january 2010 to december
2020 from the Institution’s microbiology laboratory information system (LABHOS@) were
analyzed. During this period, 8,038 newborns were admited at the neonatal units about
73,580 patients/day. 553 Enterobacterales Gram-negative bacillus were identified. The most
frequent species were Klebsiella sp. (50%), Serratia marcescens (21%) and Enterobacter
cloacae (19%). Most Enterobacterales, 95%, were extended spectrum betalactamase
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(ESBL) producers, and 5% were carbapenemase producers. The incidence density mean
was 3.7 Enterobacterales/1.000 pacients-day, varying from 1.8 to 10.6 during the period. In
conclusion, the multiresistent Enterobacterales colonization incidence density was elevated
in the neonatal units, with fluctuation within the analyzed period, and the ESBL-producing
Klebsiella sp. genus was the most frequent.

KEYWORDS: Enterobacterales, multirresistant microorganism, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens.

11 INTRODUGAO

A disseminacédo global de bactérias multirresistentes tornou-se uma preocupacgéo
urgente na atualidade. O Centro para Controle e Prevencao de Doengas (CDC) identificou
bacilos gram-negativos produtores de betalactamases de espectro extendido (ESBL) e de
carbapenemases como (WEINER-LASTINGER et al., 2020) ameagas sérias (CDC, 2019).

Além disso, em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontou alguns
patdbgenos como prioritarios para o desenvolvimento de antimicrobianos. As bactérias
Gram-negativas resistentes a antibiticos, incluindo a ordem Enterobacterales, e as
espécies Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa foram consideradas como
de prioridade critica (WHO WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017)

Bacilos gram-negativos, em especial os da ordem Enterobacterales, representam
uma das principais causas de infec¢des graves em unidades neonatais e a multirresisténcia
a antimicrobianos agrava ainda mais a situagdo (URZEDO, 2014). Enterobacterales
produtoras de ESBL ocorrem no mundo todo, tanto em hospitais quanto na comunidade,
e tém sido apontadas por diversos autores em infecgbes em pacientes pediatricos
(BULABULA; DRAMOWSKI; MEHTAR, 2019; SANDS et al., 2021; WEINER-LASTINGER
et al., 2020).

As infecgcbes invasivas causadas por bacilos Gram-negativos produtores de ESBL
estdo aumentando e desafiam as possibilidades de tratamento para infecgbes neonatais
por estes microrganismos (CLOCK et al., 2017; DANINO et al., 2018; NORDBERG et al.,
2018). Essas infec¢bes sdo, em grande parte, adquiridas em hospitais e estédo associadas
a maior mortalidade e maiores custos de saude (BULABULA; DRAMOWSKI; MEHTAR,
2019; SANDS et al., 2021).

A colonizagdo por Enterobacterales produtoras de ESBL tem sido associadas
a infeccdo subsequente em neonatos. Os pacientes em unidades neonatais s&o
particularmente vulneraveis a infec¢cdes potencialmente fatais por esses organismos. No
ambiente da terapia neonatal, a internagéo prolongada, o uso extensivo de antimicrobianos e
a utilizagcéo de procedimentos invasivos, associados a imaturidade do sistema imunolégico,
constituem fatores de risco para aquisicdo de microrganismos multirresistentes em bebés
recém-nascidos (CLOCK et al., 2017; DANINO et al., 2018; GHADDAR et al., 2020). Uma

populagéo singular e especialmente vulneravel aos microrganismos multirresistentes e a
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desenvolver infeccoes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) é a dos recém-nascidos
de baixo peso (HULTEN et al., 2018; WEINER-LASTINGER et al., 2020).

Considerando que a colonizagdo assintomatica geralmente precede a infeccédo
clinica, os pacientes colonizados agem como um reservatério para Enterobacterales
resistentes a antimicrobianos em ambiente hospitalar, assim, o conhecimento da colonizagéo
por estes microrganismos pode fornecer subsidios para intervencdes eficazes de controle
de infeccdo para reduzir doencas infecciosas em neonatos. Dessa forma, este estudo teve
por objetivo determinar a densidade de incidéncia de colonizag&o por Enterobacterales em

recém-nascidos internados em unidades neonatais, num periodo de 11 anos.

21 MATERIAL E METODOS

Este foi um estudo retrospectivo, transversal e descritivo, realizado nas unidades
neonatais, de terapia intensiva e de cuidados intermediarios, de um hospital terciario da
rede publica do sul do Brasil. Dos 410 leitos, 20 sdo destinados ao atendimento intensivo de
neonatos. A maioria dos RN internados nestas unidade s&o provenientes da maternidade
do proprio hospital, que € um servigo de referéncia para o atendimento de gestantes de
alto risco. Ao longo do periodo avaliado, 2010 a 2020, ocorreram 8.038 admissbes nas
unidades neonatais, correspondendo a 73.580 pacientes-dia.

Foram incluidas no estudo resultados de culturas de swab retal para investigacao de
colonizagao por microrganismos gram-negativos, da ordem Enterobacterales, resistentes a
cefalosporinas de terceira e quarta geragao (ESBL) e resistentes a carbapenémicos (CRE).
Os resultados das culturas foram obtidos do banco de dados do Sistema de Informacgéo
AGTA Healthcare, moédulo LABHOS®, do Laboratério de Analises Clinicas (LAC/HU).

Os microrganismos foram identificados previamente por metodologia padronizada
por (JORGENSEN et al., 2015) e a sensibilidade a antimicrobianos de acordo com o CLSI.
A determinacgéo da produgéo de (ESBL) foi avaliada pelo método de aproximagéo de discos
e a resisténcia a carbapenémicos foi determinada por disco difuséao.

A densidade de incidéncia de colonizagéo foi obtida pela razdo entre o numero de
casos novos e 0 numero de pacientes-dia que estiveram internados nestas unidades, no
mesmo periodo, multiplicando-se por 1.000, de acordo com o setor de estatistica hospitalar.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos
da Universidade Estadual de Londrina sob o CAAE numero 43013315.8.0000.5231.

31 RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2020 foram admitidos 8.038 recém-
nascidos nas unidades neonatais, que corresponderam a 73.580 pacientes/dia. Foram
identificados 693 microrganismos multirresistentes colonizando neonatos no periodo, sendo que

631 (91%) eram bacilos gram-negativos e, destes, 553 pertencentes a ordem Enterobacterales.
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Como pode ser verificado na figura 1, as espécies mais frequentemente identificadas foram
Klebsiella sp. (277 — 50%), Serratia marcescens (118 — 21%) e Enterobacter cloacae (106 —
19%). O mecanismo de resisténcia mais frequente entre estas bactérias foi a producdo das
betalactamases. Amaioria das Enterobacterales, 524 (95%), eram produtoras de betalactamases
de espectro extendido (ESBL), enquanto 29 (5%) eram produtoras de carbapenemases.

Embora os géneros Klebsiella sp, S. marcescens e E. cloacae tenham sido os
microrganismos multirresistentes mais frequentemente isolados, verifica-se que a
distribui¢c@o entre os anos nao foi uniforme, como pode ser visualizado na figura 2. Klebsiella
sp. foi prevalente em quase todo periodo, sendo que os maiores percentuais foram
identificados em 2013, 2019 e 2020. Por outro lado, de 2016 a 2017, a maior frequéncia foi
de S. marcescens devido a surtos ocorridos por este bacilo nas unidades neonatais neste
periodo.

Figura 1 — Frequéncia dos principais géneros entre 553 Enterobacterales, isolados de culturas de
vigilancia para microrganismos multirresistentes, de Neonatos internados em Unidades de Terapia
Intensiva de um hospital terciario da regiéo sul do Brasil, entre os anos 2010 e 2020.
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Figura 2 — Percentual de colonizacéo, por Enterobacterales multirresistentes, de neonatos internados
em Unidades de Terapia Intensiva de um hospital terciario da regiéo sul do Brasil, entre os anos 2010 e
2020.

A figura 3 mostra a densidade de incidéncia de colonizagédo por Enterobacterales
multirresistentes, ano a ano. Verifica-se que ocorreu uma flutuagéo nas taxas de isolamento
destas bactérias ao longo do periodo. A densidade de incidéncia média foi de 6,6
Enterobacterales por 1.000 pacientes-dia, tendo apresentado os valores mais baixos em
2010 (1,8) e em 2020 (2,9) e os maiores em 2014 (10,6), 2016 (10,1) e em 2018 (10,2).

Figura 3 — Percentual de colonizag¢éo, por Enterobacterales multirresistentes, de neonatos internados
em Unidades de Terapia Intensiva de um hospital terciario da regido sul do Brasil, entre os anos 2010 e
2020.

Até o ano 2010 a frequéncia de colonizagdo por bacilos gram-negativos

multirresistentes nas unidades neonatais era baixa porém, a partir deste ano, a identificagdo
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de Enterobacterales produtoras de ESBL e de carbapenemases aumentou gradativamente,
tornando-se endémicas. A densidade de incidéncia de colonizagdo média de Klebsiella sp.
foi de 3,7, a de E. cloacae de 1,4 e a de S. marcescens de 1,6/1.000 pacientes-dia. As
maiores taxas de incidéncia para Klebsiella sp foram verificada em 2013 (6,4), 2015 (6,3),
2018 (5,1) e 2019 (5,8). Para S. marcescens os maiores indices foram verificados em 2016
(5,5) e em 2017 (3,3). E. clocae produtor de ESBL foi o0 género que apresentou as menores
taxas de incidéncia/1.000 pacientes-dia. Os maiores indice ndo ultrapassaram 2,2 em 2015

e em 2018, como pode ser observado na figura 4.

Figura 4 — Densidade de incidéncia de colonizagéo por Klebsiella sp, E. cloacae e S. marcescens
multirresistentes por 1.000 pacientes-dia, de neonatos internados em Unidades de Terapia Intensiva de
um hospital terciario da regido sul do Brasil, entre os anos 2010 e 2020.

41 DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou uma elevada frequéncia de coloniza¢do de recém-
nascidos por Enterobacterales, nas unidades neonatais do hospital. A tendéncia de
aumento na densidade de incidéncia foi impulsionada pela disseminagéo de enterobactérias
produtoras de ESBL, em especial por K. pneumoniae.

Diversos estudos tém evidenciado um aumento na prevaléncia de bacilos Gram-
negativos da ordem Enterobacterales colonizando recém-nascidos internados em UTN (
OLIVEIRA et al., 2020; ROBERTS et al., 2019).

Dados da Rede Nacional de Seguranga da Saude Americana (National Healthcare
Safety Network — NHSN), referentes aos anos 2015 a 2017, apontam as bactérias da
ordem Enterobacterales como os patdégenos mais comuns em Infecgdes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS), nos Estados Unidos. S. aureus foi responsavel por 15,4%
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das infecgbes seguido por E. coli (12,3%), K. pneumoniae (9,3%), Enterococcus spp.
(8,7%), Enterobacter spp. (8,5%) e P. aeruginosa (5,8%). No nosso estudo, ao contrario, a
frequéncia foi maior (76%) para as Gram-negativas multirresistentes como K. pneumoniae,
E. cloacae e S. marcescens, mas bem menor para E. coli (WNEINER-LASTINGER et al.,
2020).

Numa revisdo sistematica que incluiu 6.363 neonatos, verificou-se que 1.825
(28,7%) foram colonizados e que 157 (7,9%) desenvolveram infeccdo de corrente
sanguinea por bacilos Gram-negativos. No presente estudo, da mesma forma, a maioria
dos microrganismos que colonizaram os RN eram bacilos Gram-negativos resistentes a
cefalosporinas de quarta geragdo (FOLGORI et al., 2018).

O Brasil, os paises latino-americanos e outros paises em desenvolvimento, em geral,
tém niveis mais elevados de resisténcia bacteriana em compara¢do com os da Europa e
Estados Unidos, especialmente entre Enterobacterales produtoras de ESBL(GHADDAR
et al., 2020; NORDBERG et al., 2018). E. coli e K. pneumoniae ESBL positivo isolados a
partir de paises da América Latina sdo um problema bem reconhecido, responsavel pelas
altas taxas de resisténcia a cefalosporinas de de amplo espectro (AKTURK et al., 2016;
BEREZIN; SOLORZANO, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Da mesma forma, no Paquistdo, num estudo realizado com neonatos saudaveis da
comunidade, a colonizagdo por bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL também
foi elevada. No entanto, ao contrario do nosso estudo onde os RN foram colonizados
preferentemente por K. pneumoniae, , a espécie mais frequente foi E. coli (84%), enquanto
K. pneumoniae foi identificada em 10% dos isolados e Enterobacter spp. em 6%. Uma
possivel explicagao seria o fato de nossos isolados serem de origem hospitalar (SALEEM
et al., 2020).

Estudos realizados na Europa tém reportado indices menores de Enterobacterales
multirresistentes. Na ltalia, (GIUFFRE et al., 2016) relataram taxas de colonizagédo de
28%. Na Alemanha, numa avaliagdo retrospectiva conduzida por Haase et al. (2014),
verificou-se que 4,9% dos recém-nascidos desenvolveram infec¢cdes associadas a
algum microrganismo multirresistente. A densidade de incidéncia de colonizagdo por
enterobactérias MR verificada nesse estudo foi de 3,5/1.000 pacientes-dia, no ano 2012,
semelhante a identificada em nosso estudo entre 2010 e 2012. Nos anos seguintes, no
entanto, a frequéncia de Enterobacterales foi maior com uma tendéncia de aumento ao
longo do periodo. Embora em taxas menores do que as nossas, em outro estudo aleméao
as bactérias gram-negativas foram mais frequentes (26%).

O surgimento e disseminagéo de resisténcia a carbapenémicos tem sido evidenciada
como uma tendéncia global e sédo variaveis de acordo com o local e periodo de estudo.
Roberts et al. (2019) avaliaram 97 recém-nascidos na Tailandia e identificaram resisténcia
em 57% dos A. baumannii e 52% das K. pneumoniae, indices superiores aos verificados
em nossa pesquisa. K. pneumoniae produtoras de KPC (K. pneumoniae carbapenemase)
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foi relatado pela primeira vez em 2008 em recém-nascidos em Karachi, Paquistéo e
em 2011, 72% dos isolados de K. pneumoniae eram resistentes aos carbapenems. No
presente estudo, os primeiros isolados Enterobacterales resistentes a carbapenem (CRE)
foram identificados a partir de 2012, entre elas K. pneumoniae, E. cloacae, S. marcescens.
No entanto, nossos dados indicam uma frequéncia menor do que a verificada em outros
paises.

A utilizacdo de culturas de vigilancia em UTN tem sido apontada como intervencéo
simples na tentativa de conter surtos em diversos estudos (HEINRICH et al., 2011; HUANG,
et al., 2002;). A prevencéao, segundo Moreira et al. (2011), é o principal recurso para evitar
a colonizacao dessas bactérias em UTN/UCI, ja que o tratamento é dificil devido a sua alta
resisténcia a antimicrobianos.

Em conclusdo, a densidade de incidéncia de colonizagcdo por Enterobacterales
multirresistentes era baixa no inicio do periodo avaliado mas aumentou gradativamente,
com flutuagdes, ao longo dos anos e que o género Klebsiella sp., produtor de ESBL, foi o
mais frequente. Por esse fato, deve-se atentar ao monitoramento continuo das unidades
neonatais para a identificacdo de microrganismos e realizagdo de medidas de prevencao
e controle de infeccgoes.
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RESUMO: A alimentacdo variada e equilibrada
€ essencial para o crescimento € a saude de
criancas e adolescentes com Sindrome de
Down (SD). A adequada orientagéo nutricional
sera capaz de promover uma dieta balanceada
e individualizada, beneficiando a nutricdo, o
crescimento e o desenvolvimento destes. Assim,
objetivando avaliar a adequacdo da dieta e o
estado nutricional, de criangas e adolescentes
com SD em seguimento ambulatorial em um
servico de saude, com intuito de melhorar a
sua qualidade de vida através das orientagbes
nutricionais, um estudo clinico transversal foi
desenvolvido entre agosto de 2019 a junho de
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2021, incluindo todos os pacientes com SD em seguimento no Servico ambulatorial de
Pediatria Genética de um hospital universitario. Foram aplicados recordatério diario (R24)
e de frequéncia alimentar (QFA) e, realizada avaliagdo antropométrica, com classificagdo
em curvas especificas para os que tem SD. O Programa de Apoio a Nutrigdo — NutWin foi
usado para o calculo da ingestédo caldrica, de macro e micronutrientes, considerando-se
a recomendacao de ingestdo da Dietary Reference Intakes. Os resultados obtidos das 53
criangas e adolescentes com média de idade de 55,2 meses, mostram tempo de aleitamento
materno exclusivo e o tempo total de aleitamento materno, respectivamente 3,8+3,1 meses
e 8,7+10,7 meses e, um atraso no inicio da dieta sélida. A maioria dos incluidos apresentou
peso e estatura adequados para a idade,72,9% e 92,5% respectivamente e, segundo o indice
de Massa Corporal 69,8% estavam eutréficos. Evidenciamos que o consumo de alimentos “in
natura” foi comum entre as criancas e adolescentes. Concluimos que a orientagdo nutricional
em uma proposta de seguimento integral e individualizado as criancas e adolescentes com
SD é fundamental para a obtengéo de habitos alimentares saudaveis e para o seu adequado
estado nutricional.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Down, Crianga, Adolescente, Educagdo Alimentar e
Nutricional, Dieta.

THE INFLUENCE OF NUTRITIONAL GUIDANCE ON THE DIET OF CHILDREN
AND ADOLESCENTS WITH DOWN SYNDROME

ABSTRACT: The varied and balanced diet is essential for the growth and maintenance of
health of children and adolescents with Down Syndrome (DS). Adequate nutritional guidance
will be able to promote a balanced and individualized diet, benefiting their nutrition, growth
and development. Thus, aiming to assess the adequacy of the diet, and the nutritional status,
of children and adolescents with DS, in outpatient follow-up at a health service, in order to
improve their quality of life through nutritional guidelines, a cross-sectional clinical study was
carried out in august from 2019 to june 2021, including all DS patients followed up at the
Pediatric Genetics outpatient service of a university hospital. Daily recall (R24) and food
frequency (FFQ) were applied, and an anthropometric assessment was performed, with
classification on specific curves for those with DS. The Nutrition Support Program — NutWin
was used to calculate the caloric, macro and micronutrient intake, considering the intake
recommendation of the Dietary Reference Intakes. The results obtained from 53 children and
adolescents with a mean age of 55.2 months show exclusive breastfeeding time and total
breastfeeding time, respectively 3.8+3.1 months and 8.7+10.7 months and, a delay in starting
the solid diet. Most of those included had adequate weight and height for their age, 72.9%
and 92.5% respectively and, according to the Body Mass Index, 69.8% were eutrophic. We
evidence that the consumption of fresh food was common among children and adolescents.
We conclude that nutritional guidance in a proposal for comprehensive and individualized
follow-up to children and adolescents with DS is essential for obtaining healthy eating habits
and for their adequate nutritional status.

KEYWORDS: Down syndrome, Child, Adolescent, Food and Nutrition Education, Diet.
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11 INTRODUGAO

Descrita pela primeira vez pelo médico John Langdon Down, a sindrome de Down
(SD) apresentou avancgos através de pesquisas genéticas, em meados do século XX, com o
médico francés Jerome Lejeune, que identificou tratar-se de uma alteragdo cromossdémica
causada pela presenca de um cromossomo adicional no par 21 em 95% dos casos, 0
que justificou a nomeacao de sindrome de Down (SD) ou Trissomia 21. Atualmente sabe-
se que ha 5% dos casos da SD decorrentes de translocagdo no cromossomo 14 ou por
mosaicismo nas células (WUO, 2007; SBP,2020; NDSS,2020).

A alimentagéo variada e equilibrada é essencial para o crescimento e a manutengéo
da salde das criancas e adolescentes com a SD. E, aprender a comer de forma saudavel
desde os primeiros anos é fundamental e, pode trazer resultados importantes para os que
tem a SD, pois com a hipotonia que apresentam como caracteristica logo ao nascimento,
h& uma propenséo a menor atividade e a menor gasto energético, levando a uma tendéncia
a obesidade ao longo da vida (AQUINO, 2016, SANCHOTENE,2020). Também ha maior
incidéncia de constipagéo intestinal cronica nestas criangas. As alteragcbes metabdlicas e
genéticas presentes nos que tem SD, propiciam o estresse oxidativo celular, por formagéao
de radicais livres e, por conseguinte contribuem para o envelhecimento precoce. Portanto,
uma adequada orientagdo nutricional desde os primeiros anos de vida promovendo uma
dieta balanceada e individualizada para os que tém a SD promoverdo inUmeros beneficios
a saude e a nutricdo destes (SBP,2020, SAGHAZADEH et al.,2017).

O leite materno é sempre o melhor alimento para o bebé e, entre as suas varias
qualidades e fungbes esta também a de prevenir a obesidade. Para as criangas com a SD o
aleitamento materno seré capaz de promover o consumo recomendado em zinco e selénio,
antioxidantes que fortalecem o sistema imunolégico, além de ser sempre a melhor fonte de
vitaminas e outros micronutrientes (AQUINO, 2016, MUSTACHI et al.,2017).

As recomendag¢des mais recentes para a ingestdo de macro e micronutrientes
foram estabelecidas pela Food and Nutrition Board (2002), estipulando as DRI (Dietary
Reference Intakes) de acordo com idade e sexo, sem, no entanto, haver especificidade
para os que tem a sindrome de Down.A alimentagéo variada e equilibrada é essencial para
o crescimento e a manutengéo da saude das criancas e adolescentes com a SD. Aprender a
comer de forma saudavel desde os primeiros anos € fundamental e, pode trazer resultados
importantes para os que tem a SD, pois estes, apresentam hipotonia ao nascimento,
assim, com uma tendéncia a menor atividade e a menor gasto energético, levando a uma
tendéncia a obesidade ao longo da vida (AQUINO, 2016, SANCHOTENE,2020), sendo a
maior incidéncia de constipagéo intestinal crénica nestas criangas, também, caracteristica
da sindrome. As alteracbes metabolicas e genéticas presentes nos que tem SD, propiciam
o estresse oxidativo celular, por formagéo de radicais livres e, por conseguinte contribuem

para o envelhecimento precoce. Portanto, uma adequada orientacdo nutricional desde
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0s primeiros anos de vida promovendo uma dieta balanceada e individualizada para os
que tem a SD promoverdo inUmeros beneficios a satude e a nutricdo destes (SBP,2020,
SAGHAZADEH et al.,2017).

O leite materno é sempre o melhor alimento para o bebé e, entre as suas varias
qualidades e funcOes esta também a de prevenir a obesidade. Para as criancas com a SD o
aleitamento materno sera capaz de promover o consumo recomendado em zinco e selénio,
antioxidantes que fortalecem o sistema imunolégico, além de ser sempre a melhor fonte de
vitaminas e outros micronutrientes (AQUINO, 2016, MUSTACHI et al.,2017).

As recomendagdes mais recentes para a ingestéao de macro e micronutrientes foram
estabelecidas pela Food and Nutrition Board (2002), estipulando as DRI (Dietary Reference
Intakes) de acordo com idade e sexo, sem, no entanto, haver especificidade para os que
tem a sindrome de Down.

Uma das formas de obter informagdes sobre a dieta é a utilizagédo do recordatorio de
24horas (R24), que quantifica o0 consumo alimentar por meio de uma entrevista conduzida
por um profissional capacitado (WILLETT, 1998). E um método que descreve uma grande
variedade de alimentos, e pode ser utilizado para a comparacdo da média da ingestao
de varios nutrientes e energia de diferentes populagbes (BUZZARD, 1998, GIBSON,
2005), tendo como vantagens sua aplicagdo rapida, capaz de promover a lembranca
recente da ingestdo alimentar e de sua facil aplicabilidade e, de nédo propiciar alteracao
no comportamento alimentar (BUZZARD, 1998; VILLAR, 2001). Os dados obtidos séo
quantificados em macro e micronutrientes através de um programa de apoio nutricional —
NutWin (ANCAO et al., 2016). Este programa apoia, através dos resultados dos nutrientes
ingeridos a elaboracdo dos planos alimentares individualizados.

Para uma adequada orientagdo nutricional, a andlise da frequéncia de consumo
de determinados alimentos é importante, pois alimentos consumidos em excesso ou em
falta podem comprometer a qualidade da dieta e a salde da crianga e dos adolescentes,
assim o questionario de frequéncia alimentar —QFA, pode ser um grande aliado para esta
finalidade (FISBERG et al., 2009, PALMA et al., 2009). O QFA é comumente utilizado em
investigacdes epidemiologicas e permite obter estimativas da ingestdo usual (MOREIRA;
CHIARELLO, 2008).

Em janeiro de 2009 foi publicada a Portaria n° 81 instituindo no &mbito do SUS a
Politica Nacional de Atengéo Integral em Genética Clinica, mas a Secretaria de Atencéo a
Saude (SAS) néo divulgou as medidas necessarias para a plena implantagdo desta Politica.
Assim, ha ainda uma lacuna muito grande no atendimento aos que tem afec¢des congénitas
e genéticas no Brasil (RASKIN,2010), e comprovadamente a estruturagdo destes servigos
€ fundamental para 0 adequado crescimento e desenvolvimento destas criangas.

Assim, descreveremos aqui um estudo que objetivou avaliar a adequacgéo da dieta
e o estado nutricional, de criangcas e adolescentes com SD em seguimento ambulatorial
em um servigo de saude, com intuito de melhorar a sua qualidade de vida através das
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orientagbes nutricionais especificas.

21 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no servigco de Pediatria Genética do Hospital das Clinicas
de Botucatu (HCBo), hospital universitario da Faculdade de Medicina de Botucatu, no
interior do Estado de Sao Paulo, com ambulatério referenciado para a assisténcia, e produz
pesquisas e conhecimentos voltados para criangas e adolescentes com SD e, que consta
de equipe multiprofissional, incluindo pediatras, assistente social, psicologo e nutricionista.
O servigo de Pediatria Genética do HCBo foi iniciado em 2008 e estruturado efetivamente
a partir do ano de 2016.

Trata-se de um estudo clinico transversal com criangas e adolescentes com SD
de um ano de idade até 15 anos incompletos’. Os dados foram coletados de agosto de
2019 a junho de 2021 de todos os pacientes com SD que se consultaram no Ambulatério
de Puericultura Genética do HCBo. Os pacientes foram incluidos na pesquisa apés a
explicacdo da proposta e a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) pelo responsavel, caso fosse um adolescente entre 12 a 17 anos, 11 meses e 29
dias e, com capacidade de entendimento, o Termo de Assentimento também era assinado
por ele.

O protocolo de coleta aplicado constava de dados de nascimento, patologias,
informacgdes sobre a mastigacéo, a degluticdo, alergias e preferéncias alimentares. Foram
também aplicados o R24 e o QFA e, realizada avaliagdo antropométrica.

A afericdo do peso corporal e estatura, utilizou-se balanca digital antropométrica,
com capacidade de até 150kg e precisdo de até 100g e com divisdo de 0,5 cm. E, o
comprimento foi aferido com régua antropométrica pediatrica. O diagndstico nutricional foi
realizado através do software PedZ com os padrdes de referéncia das curvas do Center for
Diseases Control, considerando “Down syndrome” (ZEMEL et al.,2015), segundo sexo e
idade, calculado através do software PedZ (www.pedz.de).

O recordatorio de 24h de dois dias anteriores a consulta foi aplicado, contendo um
dia tipico e um dia de final de semana. Para o calculo do consumo alimentar diario sera
utilizada a média do consumo alimentar dos dois dias referidos, com o uso de utensilios
caseiros para alimentos (copos, xicaras, colheres) para evitar divergéncias entre a
quantidade ingerida e a referida.

O caélculo da ingestéo calérica, de macronutrientes e micronutrientes foi realizado
através do Programa de Apoio a Nutricdo — NutWin (ANCAO et al., 2016) e os resultados
obtidos foram comparados com a recomendacédo de ingestdo presente nas Dietary
Reference Intakes (DRIs), preconizadas pelo National Research Council (2002).A taxa

1 Os dados apresentados neste artigo sdo parte dos dados do projeto de Iniciagéo cientifica “Avaliagdo do consumo
alimentar e da ingesta de nutrientes de criancas e adolescentes com Sindrome de Down: estudo caso-controle “, com
financiamento da Fundag&o de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) — Processo: 2019/11656-0.
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metabdlica basal de cada incluido na pesquisa foi calculada segundo faixa etéaria e sexo de
acordo com as equagdes propostas pela FAO/OMS/ONU (1985) - citada por Carvalho et al.
(2012)- e comparada com a ingestéo calérica.

Considerou-se como uma dieta com quantidade adequada de carboidratos aquela
que fornecesse entre 45 e 65% do total de energia ingerida diariamente para as criancas
a partir de um ano. Para as proteinas, a distribuicdo o consumo foi considerado adequado
quando estava entre cinco e 20% das calorias para criancas de um a trés anos de idade e
de 10 a 30% para as maiores. Em relacéo aos lipideos, a ingestéo foi tida como adequada
quando correspondia de 30 a 40% do total de calorias para as criangas de um a trés anos
e de 25 a 35% para as maiores (BONOTTO et al., 2012).

A ingestao de calorias, carboidrato, proteina, lipidio, zinco, calcio, ferro, vitamina
A, C, B9 e B12 foi avaliada e classificada como insuficiente, adequada ou excessiva,
considerando a quantidade adequada quando havia uma variacdo de até 10% da
recomendacédo (BARBOSA et al., 2007).

O QFA foi dividido em duas partes, a primeira referente ao consumo diario de frutas
ou suco de frutas; legumes e hortalicas; carnes e ovos e, a segunda referente ao consumo
semanal de arroz e feijdo; doces; salgados (lanches, pizza, coxinha, pastel, entre outros)
e, bebidas acgucaradas.

Apo6s todas as analises do R24 e do QFA, uma proposta de adequagéo nutricional foi
elaborada, e individualmente conversada com os responsaveis pela crianga ou adolescente,
na consulta subsequente, ou pelo telefone (devido a pandemia COVID-19). Promovendo
assim uma orientagao nutricional a partir da dieta analisada.

Para analise estatistica dos dados coletados, foram realizadas a analise de
variancia, e para comparagcfes mdltiplas entre as médias foi realizado o teste de Tukey,
foram utilizados os testes t de Student e do qui-quadrado, considerando significancia se
p< 0,05.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), conforme Resolugcéo 466/12-CNS-MS (BRASIL,2012), com
n® CAAE: 62014216.0.0000.5411/2017.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos 53 criangas e adolescentes, sendo 43,4% do sexo feminino (n=23)
e 56,6% do sexo masculino (n=30). A média de idade foi de 55,2 meses (quatro anos e
seis meses), a variagao de idade foi de um até 14 ano, sendo, portanto, 86,8% criancas
de 13,2% adolescentes, conforme a classificagéo proposta pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 1986).

O tempo gestacional médio foi 36,9+2,2 sendo 21 pacientes prematuros (39,6%). A
maioria dos incluidos na pesquisa apresentou peso normal ao nascer (50,9%).
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Como esperado entre os que tem SD, neste estudo apresentaram hipotireoidismo
43,4% dos incluidos, sendo 9,4% hipotiroidismo subclinico e, 32,0% apresentaram doenca
cardiaca ao nascimento. Estas sdo as comorbidades mais frequentes nesta populagéao, e
que corroboram a necessidade de um seguimento regular e, com equipe multiprofissional
(SBP,2020; NDSS,2020).

Quanto ao tempo de aleitamento materno exclusivo (AME) e o tempo total de
aleitamento materno, a média, em meses, foi respectivamente 3,8+3,1 e 8,7+10,7 (tabela
1). Evidenciando dados inferiores aos recomendados pela OMS.

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda o aleitamento materno exclusivo
(AME) até os seis meses de idade e como complemento até 24 meses ou mais, uma
vez que os beneficios do aleitamento tanto para o bebé quanto para a mae sdo muitos
(SANTOS et al., 2019). Apesar de melhorias na duragdo do aleitamento no mundo, em
paises de baixa e média renda apenas 37% dos lactentes com menos de seis meses de
idade sdo amamentados exclusivamente e, em paises da América Latina e do Caribe as
taxas de AME mostram valores variados em analises (de 7,8% a 68,3%, respectivamente)
(MOREIRA et al., 2019).

Uma reviséo de literatura com artigos originais publicados de 2015 a 2019 realizados
no Brasil mostrou que prevaléncia de AME em criancas com até seis meses é baixa e que
a duragdo média de AME foi, em muitos estudos, de quatro meses (GENIO et al., 2020),
semelhante & encontrada em nosso estudo entre as criangas com a SD.

A idade média, em meses, da introducdo de outros alimentos pastosos para
as criangas com SD foi 6,66, enquanto que na introdugdo de alimentos sélidos foi
14,4+12 (tabela 1). Estes resultados mostram uma introdu¢do mais tardia em relagéo ao
recomendado pelo Ministério da Saude (BRASIL,2021) no Guia alimentar para criangas
brasileiras menores de dois anos. Nos primeiros anos de vida é possivel notar que as
habilidades alimentares das criangas com a SD s&o atrasadas, quando comparadas as
demais criangas. Podendo apresentar dificuldades na coordenagéo de sucgéo, degluticéo e
respiracao. Além disso, alguns fatores fisicos também dificultam o processo de alimentacao
como a, hipotonia orofacial e dificuldade de mastigacao, pequena cavidade oral, protruséo
lingual, mandibulas pequenas, denti¢cdo tardia ou inadequada assim como a congestao
nasal, frequentes nestas criangas (SILVA, SILVA e SOUZA, 2017; SBP, 2020).
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Média Mediana Desvio-

Variavel (meses) (meses) padrio Minimo Maximo
AME* 3,8 4,0 3,1 0 12
ALM** 8,7 6,0 10,7 0 48
Introducao dieta pastosa 6,6 6,0 2,2 4,0 14
Introducao alimentos 14.4 12,0 83 7.0 36,0

sélidos

Tabela 1. Tempo de aleitamento e idade de introdugdo dos novos alimentos, criangas e adolescentes
com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

*AME: Aleitamento Materno Exclusivo; **ALM: Aleitamento Materno.

A introducdo progressiva de alimentos na dieta do lactente é essencial para que
suas necessidades nutricionais sejam atendidas. E de suma importancia considerar,
na oferta da alimentagdo complementar, a variedade nos tipos de alimentos, em tempo
oportuno e com variada frequéncia de oferta; relacionar a consisténcia das preparacbes
com a idade do lactente, pois fatores como a mastigacdo, degluticdo e ingestédo, séao
influenciados no avanco da consisténcia dos alimentos ofertados. Segundo Santos et al.
(2019), numa vertente mais tradicional da oferta de alimentos complementares, dos seis
aos oito meses as preparagdes devem ser em forma de papas ou purés e apds os oito
meses 0s mesmos alimentos que a familia consome podem ser oferecidos a crianca, porém
devem ser desfiados, cortados em pequenos pedagos ou amassados. Os alimentos nunca
devem ser liquidificados, exceto no caso de sucos.

Os habitos alimentares saudaveis devem ser incentivados desde a infancia e,
havendo possibilidade, introduzidos a rotina familiar. A atencéo alimentar deve ser precoce
para evitar o ganho de peso excessivo e adequar a alimentacdo em fungéo das possiveis
doencas associadas nas criancas com SD (SBP, 2020).

Analisando a classificagdo nutricional, verificamos que a maioria dos incluidos
apresentou peso e estatura adequados para a idade,72,9% e 92,5% respectivamente
(graficos 1 e 2); segundo o indice de Massa Corporal (IMC), 69,8% estavam eutroficos
(grafico 3).
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Grafico 1. Distribuicdo percentual da classificagdo quanto ao peso para a idade, criangas e
adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

NA*: A variavel ndo é considerada para adolescentes.

Podemos considerar relevante para estes resultados: primeiro, a adequada
classificagdo nutricional, com o uso de curvas especificas para os que tem SD na pratica
clinica, uma vez que sao tendéncia da SD o baixo peso nos primeiros meses de vida e
sobrepeso nas demais etapas do desenvolvimento (SBP,2020); e, segundo o adequado
seguimento destas criancas desde o seu hascimento, bem como um calendario de consultas
regulares, com pediatras e outros especialistas, uma vez que estas criangas podem apresentar
malformacgdes cardiacas, com frequéncia, e hipotireoidismo, que precisam ser adequadamente
acompanhados e tratados se necessario (NDSS,2020; SBP,2020), podendo alterar seu perfil
nutricional e, por Ultimo, os estudos e orienta¢des nutricionais individualizados realizados pela
equipe do servico de Pediatria Genética, que vem ocorrendo desde 2016, com a presenca de
estudantes do curso de nutricdo, bem como com o apoio de nutricionistas do servigo.
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Grafico 2. Distribuico percentual da classificacdo quanto a estatura para a idade, criangas e
adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

Gréfico 3. Distribuigao percentual da classificagdo segundo IMC, criancas e adolescentes com a SD,
Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

O consumo de carboidratos, proteinas e lipideos, mostrado na tabela 2, indica a
porcentagem média referente a ingestéo cal6rica total dos pacientes incluidos na pesquisa.
A porcentagem média do grupo estudado encontra-se dentro da referéncia usada e ja
citada no trabalho (BONOTTO et al., 2012).

Variavel Média Mediana Desvio-padrao
Carboidratos 63,5% 54,7% 63,3
Proteinas 21,8% 18,4% 24,5
Lipidios 29,6% 27,8% 11,9

Tabela 2. Distribuicdo da média do consumo diario de carboidrato, proteina e lipideos, criancas e
adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

A tabela 3 mostra a porcentagem de criangcas e adolescentes que apresentaram
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ingestdo adequada de calorias (quando compara a taxa metabdlica basal, segundo sexo e

idade) e a adequacéo da propor¢éo dos macronutrientes, em relacao a ingestao energética.

Adequacao
Nutriente Média Minimo Maximo
% N
Calorias 45,3 24 1682 kcal 295,62 kcal 1833,43 kcal
Carboidrato 98,1 52 54,82% 39%
Proteina 98,1 52 18,33% 10,56%
Lipidio 84,9 45 27,36% 15,28% 39,03%

Tabela 3. Distribuicdo percentual da adequada ingestao, ingestdo média e valores minimo e maximo
encontrados de calorias e macronutrientes, criangas e adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21

(n=53).

A tabela 4 mostra que uma baixa porcentagem de adequacéo, abaixo de 60%, para

as calorias e Célcio, sendo adequada para a maioria das criancas e adolescentes do estudo

em macro e micronutrientes.

Adequacao
Nutriente

% N
Fibra alimentar 90,6 48
Zinco 98,1 52
Ferro 96,2 51
Calcio 50,9 27
Vitamina A 73,6 39
Vitamina C 77,4 41
Acido folico (Vit.B9) 84,9 49
Vitamina B12 96,2 51

Tabela 4. Distribuicdo percentual da adequada ingestao de fibra alimentar e micronutrientes, criancas e
adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

Aingestao de zinco, adequada em 98,1% das criancas e adolescentes. Aimportancia

do zinco para os que tem a SD destaca-se pelo fato de que esse mineral esta envolvido

como um cofator da desiodase tipo Il, uma das enzimas que regulam a conversédo da

tiroxina em triiodotironina, um horménio que regulador da fungéo tireoidiana e que na SD

apresenta-se desregulado na maioria das vezes. Além disso, o estado nutricional alterado

desse mineral contribui para a ocorréncia de disturbios clinicos com influéncias negativas

no estresse oxidativo e no sistema imunolégico, e a deficiéncia desse mineral pode levar,
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entre outras coisas, ao retardo do crescimento, imaturidade sexual do esqueleto e distarbios
neuropsiquiatricos (Sandri et al., 2020).

Segundo ao QFA, a maioria das criangas e adolescentes apresentou consumo diario
de fruta ou suco de fruta, legumes e verduras, carnes e ovos de 1 a 2 vezes por dia e,
consumo de leite e derivados na maioria dos individuos foi maior que 2 vezes por dia para
52,8% dos incluidos (tabela 4).

A frequente e adequada ingesta dietética de legumes, frutas e hortalicas através
do método que utilizamos, semelhante ao estudo realizado em outro municipio do interior
de Sao Paulo, entre criancas e adolescentes de cinco a 18 anos, avaliando também os
aspectos dietéticos destas (Ribeiro et al., 2019).

A despeito da elevada frequéncia de criangas e adolescentes com diagnéstico de
eutrofia em nosso estudo, foi verificado alto consumo de alimentos ricos em carboidratos

simples e consumo adequado de frutas, legumes e verduras diariamente (tabela 4).

N&ao consome ou 1 a 2x/dia Mais que 2x dia
i consome <1x/dia
Alimento

N(%) N(%) N(%)

Fruta ou suco de fruta 2(3,8) 29 (54,7) 22 (41,6)
Legumes e verduras 10 (18,8) 40 (75,5) 3(5,7)
Carnes e ovos 4(7,5) 48 (89,6) 1(1,9)

Leite e derivados 1(1,9) 24 (45,3) 28 (52,8)

Tabela 4. Frequéncia do consumo diério de fruta ou suco de fruta; legumes e verduras; carnes e ovos;
leite e derivados, criancas e adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

Segundo o QFA, o consumo semanal de arroz e feijdo foi frequente para quase
a totalidade dos incluidos (89,9%) e, o consumo de doces do grupo foi mais comum de
uma a trés vezes por semana (52,9%). A maioria dos individuos ndo consome ou come
menos de uma vez por semana salgados e bebidas agucaradas (tabela 5). Estes dados
demonstram novamente uma boa orientag¢édo alimentar para estas criancas e adolescentes
em seguimento neste servico de saude, bem estruturado para a sua assisténcia e com
equipe multiprofissional, composta com profissionais da nutricdo atuando nele desde 2016.
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Nao consome 1a3x/ 4 a 6x/semana Diariamente

ou consome semana
Alimento <1x/semana
N(%) N(%) N(%) N(%)
Arroz e feijao 1(1,9) 7(13,2) 8 (15,1) 37 (69,8)
Doces 23 (43,4) 28 (52,9) 1(1,9) 1(1,9)
Salgados 36 (67,9) 17(32,1) 0(0,0) 0(0,0)
Bebidas agucaradas 28 (52,8) 13 (24,5) 2(3,8) 10 (18,9)

Tabela 5. Frequéncia do consumo de arroz, feijao, doces, salgados e bebidas agucaradas, criancas e
adolescentes com a SD, Botucatu/SP, 2019-21 (n=53).

Mudangas nos padrdes alimentares ocorreram nas Ultimas décadas. Houve um
aumento notavel no consumo de bebidas agucaradas, como refrigerantes e sucos artificiais.
Tais bebidas vém sendo apontadas como contribuintes para o aumento cal6rico das dietas
(VEGA et al., 2015), além de serem fontes de corantes e conservantes, também prejudiciais
a saude. O uso de corantes em alimentos € motivo de polémica; geralmente a utilizagdo
tem como finalidade tornar o produto mais atrativo esteticamente. Além disso, estudos ja
mostram a ocorréncia de reag¢des adversas a curto e longo prazo, decorrente do consumo
de alimentos que possuem esses aditivos. A populacdo infantil constitui o grupo mais
vulneravel em relagédo as reagdes adversas aos aditivos. Isso é decorrente da quantidade
ingerida ser maior, em relagdo ao peso corporal, na crianga do que no adulto. Outro ponto
importante € o fato das criancas se encontrarem em um periodo de alto metabolismo e
desenvolvimento de suas defesas naturais e ndo apresentam capacidade de autocontrole
no consumo de alimentos ricos em aditivos (SCHUMANN et at., 2008).

Evidenciamos que o consumo de alimentos “in natura” foi comum entre as criancas e
adolescentes, diferente do que tem sido encontrado como frequente na populagéo brasileira
nos Ultimos anos com a substituicdo de uma alimentag¢do caseira e natural por alimentos
industrializados (ROCHA; EDGES, 2019). A disponibilidade de produtos prontos para o
consumo cresceu entre individuos de todos os niveis de renda, devido ao aumento dos
produtos ultraprocessados, também presente em nosso estudo, o que nao deveria ser, uma
vez que Segundo o Guia alimentar para a Populacao Brasileira (BRASIL, 2014) a ingestédo
desses alimentos deve ser evitada.

41 CONCLUSOES

A manutencdo do aleitamento materno exclusivo e complementar conforme as
recomendacdes da OMS, em beneficio a adequada alimentagéo infantil, continua sendo
um desafio na nutricdo infantil.

As criangas com SD apresentam fatores que podem levar ao atraso na introdugéo
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da alimentacdo complementar, sendo relevante no seu seguimento a estimulacdo e
acompanhamento a fim de minimizar o impacto nutricional que isto pode causar.

O uso de curvas de crescimento apropriadas para a classificag@o nutricional dos que
tem a SD s&o importantes na pratica clinica, aliado &s orientagdes regulares e direcionadas
aos conteudos de suas dietas.

Uma adequada orientagéo nutricional, juntamente com politicas pubicas de nutricdo
no pais devem se concentrar na reducao do consumo de alimentos ultraprocessados, com
excessos de calorias e pobre em micronutrientes.

A orientag&o nutricional em uma proposta de seguimento integral e individualizado
as criangas e adolescentes com SD é fundamental para a obteng¢éo de habitos alimentares

saudaveis e para o seu adequado estado nutricional.
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Resumo: Klebsiella pneumoniae é responsavel
por grande parte das infeccbes hospitalares,
sendo um dos principais problemas de saude
publicaem todo o mundo. Este estudo investigou a
patogenicidade de 65 K. pneumoniae produtoras
de B-lactamase, isoladas de casos clinicos e
infeccbes nosocomiais nos cinco continentes.
Foram utilizadas diferentes técnicas fenotipicas e
moleculares parainvestigar a susceptibilidade aos
antimicrobianos, fatores de viruléncia e realizar
a tipagem molecular, investigando a prevaléncia
e disseminagdo mundial de clones epidémicos
com essas caracteristicas. A determinacdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada
pelo método de disco-difusdo, o fenétipo de
hipermucoviscosidade foi investigado pelo teste
string. A detec¢@o dos genes de viruléncia foi
realizada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
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(PCR), a caracterizagéo epidemioldgica dos isolados foi realizada pela técnica de Multilocus
Sequence Typing (MLST). Dos 65 isolados, 52% (n = 34) foram classificados como
multirresistentes (MDR) e 51% (n = 33) apresentaram o fen6tipo de hipermucoviscosidade.
Os genes de viruléncia encontrados em 83,33% (n = 54) dos isolados foram entB, mrkD, fimH,
ycfm, kpN e mrkA. As anélises de MLST demonstraram a presencga de 29 STs diferentes, dos
quais ST4672, ST4673 e ST4674 foram descritos pela primeira vez neste estudo. A maioria
dos STs (26) encontrados pertence ao grupo clonal 258 (CG258) que é associado a bactérias
multirresistentes.

PALAVRAS-CHAVE: K. pneumoniae, patogenicidade, multirresisténcia antimicrobianos,
epidemiologia molecular.

PATHOGENIC POTENTIAL AND MOLECULAR TYPING OF Klebsiella
pneumoniae STRAINS PRODUCING B-LACTAMASES ISOLATED IN SEVERAL
COUNTRIES

ABSTRACT: Klebsiella pneumoniae is responsible for a large part of hospital infections,
being one of the main public health problems worldwide. This study investigated the
pathogenicity of 65 B-lactamase-producing K. pneumoniae isolated from clinical cases and
nosocomial infections on five continents. Different phenotypic and molecular techniques
were used to investigate antimicrobial susceptibility, virulence factors and perform molecular
typing, investigating the worldwide prevalence and spread of epidemic clones with these
characteristics. The antimicrobial susceptibility was performed by the disk-diffusion method,
the hypermucoviscosity phenotype was investigated by string test. The detection of
virulence genes was performed by Polymerase Chain Reaction (PCR), the epidemiological
characterization of the isolates was performed by the Multilocus Sequence Typing (MLST).
Among the 65 isolates, 52% (n = 34) were classified as multiresistant (MDR) and 51% (n =
33) presented the hypermucoviscosity phenotype. The virulence genes found in 83.33% (n =
54) of the isolates were entB, mrkD, fimH, ycfm, kpN and mrkA. MLST analyzes demonstrated
the presence of 29 different STs, of which ST4672, ST4673 and ST4674 were described for
the first time in this study. Most STs (26) found belong to clonal group 258 (CG258) which is
associated with multi-resistant bacteria.

KEYWORDS: K. pneumoniae, virulence, antimicrobials, multidrug resistance, molecular
epidemiology.

11 INTRODUGAO

Klebsiella pneumoniae € uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae, anaerébia facultativa, com formato de bacilo que esta entre os mais
importantes patdgenos causadores de infec¢cdes dentro e fora do ambiente hospitalar,
especialmente, entre individuos imunocomprometidos. K. pneumoniae € um dos patégenos
infecciosos mais preocupantes e disseminados em hospitais. Os problemas clinicos
causados por K. pneumoniae podem levar a graves complicac¢des, incluindo infeccbes do
trato urinario, pneumonia, septicemia e morte (HUANG et al., 2009; WANG et al., 2020).

O perfil de patogenicidade de K. pneumoniae deve-se a varios fatores de viruléncia

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 11 m



que permitem superar a resposta imunologica do hospedeiro e causar infecges.
Dentre esses varios fatores, destacam-se: presenca de capsula, hipermucoviscosidade,
lipopolissacarideos, adesinas, sistemas de aquisicéo de ferro (sider6foros) e formacéo de
biofilmes (YU et al., 2007). Além disso, embora K. pneumoniae seja geralmente descrito
como microrganismo ndo hemolitico, a detec¢éo e determinagé@o do efeito hemolitico de
certos isolados tém sido relatados (ALBESA et al., 1985, SEKOWSKA et al., 2006).

A capsula esta entre os fatores de viruléncia mais importantes para a patogenicidade
de K. pneumoniae e existem pelo menos 78 sorotipos de polissacarideo capsular
caracterizados para a espécie. Porém, os sorotipos K1 e K2 estdo particularmente
associados a cepas mais virulentas (PAN et al., 2008). Algumas cepas K. pneumoniae
produzem uma hipercapsula que € um exopolissacarideo mucoviscoso que reveste a
bactéria mais robustamente do que a capsula comum e sdo chamadas de K. pneumoniae
hipermucoides (hmKp) (LIU et al., 2017). Existem cepas hmKp que abrigam vérios genes de
viruléncia e sdo denominadas hipervirulentas (hvKP) e estas cepas tém sido cada vez mais
reportadas e tém despertado preocupacéao, pois podem causar infecgdes sérias adquiridas
inclusive em individuos da comunidade. As hvKP possuem potencial para infeccdes em
individuos saudaveis, progredindo para abscessos hepaticos, endoftalmites, meningites e
bacteremia, estando associadas a altas taxas de mortalidade (TURTON et al., 2008, SHON
et al., 2013, CAMPOQOS et al., 2016; DU et al., 2021).

O surgimento de multiplas resisténcias a antibioticos associadas aos inUmeros
fatores de viruléncia de K. pneumoniae € um problema global e sua identificagédo precoce é
primordial, principalmente, para o controle de infec¢cdes hospitalares (ELLEM et al., 2011).
Os beta-lactamicos compreendem a classe de antibiéticos mais utilizados no combate a
infeccbes bacterianas, devido a sua elevada eficacia e baixa toxicidade para o homem.
Pertencem a classe dos beta-lactamicos, as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos (MURRAY et al., 2013). Desse modo, as bactérias produtoras de enzimas
B-lactamases, que tém a capacidade de hidrolisar o anel beta-lactamico, sdo muito
preocupantes do ponto de vista clinico.

O objetivo do estudo foi investigar o potencial patogénico e caracterizar os clones
de 65 K. pneumoniae produtoras de B-lactamases provenientes de paises dos cinco
continentes, incluindo o Brasil e Canada (Américas); Holanda (Europa); Africa do Sul
(Africa), india (Asia) e Nova Zelandia (Oceania).

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Colecao bacteriana

Neste estudo foram analisadas 65 K. pneumoniae isoladas de casos clinicos
e infecgbes hospitalares, de paises dos cinco continentes incluindo Brasil e Canada
(Ameérica); Holanda (Europa); Africa do Sul (Africa), india (Asia) e Nova Zelandia (Oceania).
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As espécies isoladas fora do Brasil, foram previamente estudadas quanto a resisténcia aos
antimicrobianos e apresentam as mais diversas 3-lactamases incluindo carbapenemases
e metalo-B-lactamases, dentre elas: NDM (New Delhi metallo-B-lactamase), KPC (K.
pneumoniae carbapenemase), VIM (Verona integron-encoded metallo-B-lactamase), GIM
(German imipenemase) e OXA-48 (Oxacillinases) (PEIRANO et al., 2011; PEIRANO
et al., 2012a; PEIRANO et al., 2012b; DAUTZENBERG et al., 2014; FREEMAN et
al., 2014).

Todos os isolados foram identificados, inicialmente pelo sistema automatizado de
identificacdo Vitek 2 (Biomérieux) e, confirmadas pelo método de Matrix-assisted laser
desorption/ionization - Time of Flight (MALDI-TOF MS) usando o equipamento MALDI-
TOF VITEK MS (bio Mérieux, Inc., Durham, NC), de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

2.2 Teste de susceptibilidade aos Antimicrobianos

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados por disco-difusao
em Agar Mueller-Hinton (Oxoid) de acordo com as recomendacdes do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018). Foram testados 36 diferentes antibi6ticos diferentes,
distribuidos em 11 classes de antimicrobianos (Figura 1).

Com base nos resultados de susceptibilidade aos antimicrobianos, os isolados foram
classificados como susceptiveis (S) ou multirresistentes (MDR), de acordo com Magiorakos
et al. (2012).

2.3 Fenétipo de hipermucoviscosidade

O fenétipo de hipermucoviscosidade (Hm) foi investigado pelo teste string conforme
descrito por Wiskur et al. (2008). Os isolados foram inoculados em placas de Agar Muller-
Hinton (MH) e incubadas por 18 h a 37 °C. Posteriormente, com auxilio de uma alga
bacteriolégica, uma col6nia isolada de cada cepa foi tocada e levantada verticalmente
para checagem do fen6tipo Hm. O fenétipo Hm foi considerado positivo quando houve a
formacgéo de um filamento de muco igual ou maior que 5 mm (WISKUR et al., 2008).

2.4 Deteccao de genes de viruléncia

Foram investigados 24 genes de viruléncia por PCR 24 diferentes, sendo eles:
allS, magA, kfu, rmpA, entB, iutA, mrkD, k2A, ybtS, fimH, ycfm, ecpA, kpN, irp-1, irp-2,
aerobactin2, fimA, fyuA, cnf-1, iroN, traT, hly-A, mrkA e também o antigeno capsular wzi.

Os primers e protocolos utilizados nas reacdes de PCR seguiram as referéncias
descritas pelos respectivos autores Alcantar-Curiel et al. (2013), Ma et al. (2005), Yu et al.
(2008), Fertas-Aissani et al. (2012), Sahly et al. (2008), Mamlouk et al. (2006) e Schubert
et al. (2000).

Um amplicon de cada gene detectado foi aleatoriamente selecionado e sequenciado
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utilizando o sequenciador ABI 3500XLGeneticAnalyser (Applied Biosystems), para
confirmagéo da identidade.

As sequéncias obtidas foram submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos
por meio do programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para comparag¢édo com

sequéncias homélogas depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

2.5 Tipagem capsular

O gene wzi foi amplificado e sequenciado para todos os isolados, utilizando
primers descritos por Brisse et al. (2013) e analisados pelo esquema estabelecido no
Instituto Pasteur K. pneumoniae BIGSdb database (http://bigsdb.pasteur.fr/). Com base no
sequenciamento, para cada cepa foi atribuida a um locus de sintese capsular (K-loci; KL),
quando disponivel no banco de dados. (K-loci; KL). Sorotipos K2 foram confirmados por
PCR e sequenciamento (YU et al., 2007).

2.6 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Todos os isolados deste estudo foram caracterizados por MLST utilizando o protocolo
2 do banco de dados de MLST para K. pneumoniae (https://bigsdb.pasteur.fr/) para
determinacao dos Tipos de Sequéncia (do inglés Sequence types - STs). A determinagéo
das relagdes clonais e epidemiolégicas, bem como a formagéo de Grupos Clonais (GCs),
foi realizada com o auxilio do programa goeBURSTV3 (FEIL et al., 2004), disponivel online
(http://eburst.mist.net/).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse estudo analisou 65 K. pneumoniae isoladas de casos clinicos e de pacientes
internados em hospitais de diferentes paises, provenientes de fontes distintas, incluindo
sangue, urina, escarro (Tabela 1). Alguns isolados foram previamente estudados com relagéao
aos genes de resisténcia (PEIRANO et al.,, 2011; PEIRANO et al., 2012; PEIRANO et al.,
2012; DAUTZENBERG et al., 2014; FREEMAN et al., 2014), sendo o objetivo principal deste
estudo, caracterizar o potencial patogénico destes isolados e avaliar suas relag6es clonais.
No teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, foi observado uma elevada quantidade
de isolados MDR, sendo 46,15% (n=30). Os isolados foram classificados como néo-
susceptiveis (resisténcia e resisténcia intermediaria) a 83% (n=54) dos antibioticos testados,
apresentando os maiores indices para a classe dos inibidores da via de folato: sulfonamida
(100%, n=64), sulfametazol+trimetoprim (95%, n=61) e trimetoprim (89%, n=57), seguidos
das cefalosporinas: cefaclor 79% (n=51), cefalotina (79%, n=51) e cefazolina (78%, n=50)
e, por fim, a nitrofurantoina com nao-susceptitibilidade a 92% (n=59) dos isolados. Todos os
isolados foram susceptiveis ao doripenem (Figura 1).

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 11 m


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
http://bigsdb.pasteur.fr/
https://bigsdb.pasteur.fr/
http://eburst.mlst.net/

Figura 1 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos (%) dos 65 isolados K. pneumoniae estudados.

Gréfico de teste de antibiograma mostrando frequéncia de ndo-susceptibilidade encontrada nos 65
isolados de K. pneumoniae estudados. Antimicrobianos testados: ciprofloxacina (CIP), levofloxacina
(LEV), lemofloxacina (LMX), norfloxacina (NOR), ofloxacina (OFX), amicacina (AMI), estreptomicina

(EST), gentamicina (GEN), tobramicina (TOB), ertapenem (ERT), imipenem (IMP), meropenem
(MPM), ceftazidima (CAZ), cefaclor (CFC), cefalotina (CFL), cefixima (CFM), cefoxitina (CFO),
cefazolina (CFZ), cefepima (CPM), ceftriaxona (CRO), cefuroxima (CRX), ceftarolina (CTL), aztreonam
(ATM), amoxicilina+clavulanato (AMC), ampilcilina+sulbactam (APS), piperacilina+tazobactam (PIT),
ticarcilina+clavulanato (TAC), doxiciclina (DOX), minociclina (MIN), tetraciclina (TET), nitrofurantoina
(NIT), sulfonamida (SUL), sulfametazol+trimetoprim (SUT), trimetoprim (TRI), cloranfenicol (CLO), acido
nalidixico (NAL).

Sotgiu et al. (2018) apontam que infecgdes por K. pneumoniae MDR (KP-MDR) sdo
responsaveis pelo aumento em 50% de riscos de mortalidade por bacteremias, choque séptico
e uso inadequado de antibioticoterapias. Além disso, a identificacdo de pacientes infectados
com KP-MDR ainda é um desafio para a clinica, uma vez que muitos desses pacientes sado
pré-colonizados com cepas MDR (GORRIE et al., 2017). Em um estudo realizado no Brasil
por Azevedo et al. (2019), foram analisados 48 isolados de K. pneumoniae provenientes de
exames de urina de pacientes ndo hospitalizados, foi constatado que 60,4% dos isolados
eram MDR, indicando a dispersdo de cepas KP-MDR na comunidade.

Aproximadamente a metade dos isolados (50,76%, n=33) apresentaram o fenotipico
de hipermucoviscosidade. Em um estudo realizado por Cortés et al. (2002) em modelos
murinos, foi demonstrado que os animais infectados por cepas de K. pneumoniae nao
capsuladas ndo desenvolveram pneumonia ou bacteremia, enquanto os infectados com
cepas modificadas para superexpressar a capsula, desenvolveram pneumonia e bacteremia.
A expressao da capsula pode ser aumentada em resposta aos estimulos externos como, por
exemplo, por concentragbes aumentadas de glicose. Por outro lado, altas concentracdes
de ferro extracelular resultam na regulagdo negativa da produgéo de capsulas (PACZOSA e
MECSAS, 2016).
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A sintese da capsula em K. pneumoniae esta relacionada a um conjunto de genes,
incluindo o gene wzi. As diferentes variantes de polissacarideos compdem as capsulas sao
chamadas de antigenos. Atualmente, o sequenciamento dos genes wzi se tornou a principal
metodologia para realizar a tipagem capsular de K. pneumoniae e mais de 130 variantes
ja foram identificadas (CHOBY et al., 2019; WYRES et al., 2016). Neste estudo, foram
identificados 21 alelos wzi, sendo os alelos wzi-651, wzi-652, wzi-653 e wzi-654 descritos
pela primeira vez neste estudo (Tabela 1). Além disso, oito alelos foram associados a K
sorotipos: wzi-84-K28, wzi-50- K15/K17/K50/K51/K52, wzi-105-K47, wzi-24-K24, wzi-64-K14/
K64, wzi-2/K2, wzi-39-K39, wzi-27/K27. Segundo Catalan-Najera et al. (2017), o sorotipo
K2 esta dentre os oito K-tipos considerados mais patogénicos e tém sido mais comumente
identificados nas Américas e na Europa, esse sorotipo foi encontrado na cepa KBr1 (wzi-K2/
KL2KL30) (Tabela 1).

Os genes de viruléncia detectados nos 65 isolados de K. pneumoniae foram fimH
(98,46%, n=64), mrkA (89,06%, n=57), mrkD (88,88% , n=33), kpN (87,50%, n=56), entB
(83,33%, n=30), ycfm (72,3%, n=47), fimA (32,81%, n=21), irp-1 (21,87%, n=14), fyuA
(20,31%, n=13), ecpA (20,31%, n=13), kfu (15,38%, n=10), ybtS (12,3%, n=17), irp-2 (1,53%,
n=1), aerobactin 2- iroN (1,53%, n=1), K2 (1,53%, n=1) e hylA (1,53%, n=1). Somente
sete genes de viruléncia ndo foram detectados nos isolados estudados, sendo eles: allS,
magA, rmpA, iutA, cnf-1, iroN e traT. Tais resultados indicam um alto potencial patogénico
entre os isolados. No entanto, nenhuma cepa foi classificada como hipervirulenta, pois
ndo apresentaram os principais marcadores moleculares caracteristicos destas cepas que
incluem iroB, iucA, peg-344, rmpA, and rmpA2 e irp-2, encontrados nos plasmideos pLVPK
(RUSSO et al., 2018; RUSSO e MARR, 2019).

A tipagem molecular por MLST demonstrou que foram encontrados 29 STs distintos
nos isolados estudados, sendo trés deles descritos pela primeira vez nesse estudo: ST4674
(isolado Kpw 10), ST4673 (Kpw 12) e ST4672 (K2) (Tabela 1). Com a tipagem por MLST, foi
possivel identificar que o isolado Kpw10 que apresentou o novo ST4674, pertence a outra
espécie do género Klebsiella, a K. quasipneumoniae. Dentre os STs ja descritos, os que
apresentaram maior frequéncia entre os isolados analisados foram ST48, ST1087, ST573,
ST20, ST17, ST147, ST11, ST395 e ST327 pertencente ao grupo clonal 258 (CG258) (Figura
2).
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Figura 2 — Grupos clonais (GC) determinados por goEburst e respectivos sequence types (STs)
encontrados entre os isolados de K. pneumoniae do estudo.

Fonte: autores.

O ST11 e o ST48, pertencentes ao GC258, estdo se disseminando com facilidade
em diversas partes do mundo e sdo associados a K pneumoniae produtoras de KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase). Ambos os STs 11 e 48 pertencem ao GC258, que
€ reconhecido por possuir clones classificados de alto risco de disseminagéo, uma vez que
produtores de carbapenemases. Clones pertencentes ao GC258 tiveram os primeiros relatos
nos anos 2000 e, desde entdo, houve uma rapida disperséo por diversas partes do mundo
(PITOUT et al.,2015).

Dos 65 isolados caracterizados no atual estudo, 43 (33,84%) sédo produtoras de
B-lactamases, apresentaram alto potencial patogénico a maioria pertencente ao GC258.
Gu et al. (2019) descreveram KpHv produtoras de carbapenemases pertencentes ao ST11
dispersadas em ala hospitalar, apontando o iminente ameaga a saude humana, uma vez
que esses isolados séo simultaneamente resistentes aos antimicrobianos e carregam muitos

genes de viruléncia, com alto potencial de disseminacéo.

41 CONCLUSAO

Os resultados do estudo mostram alto potencial de patogénico nos isolados de K
pneumoniae produtores de B-lactamases distribuidos nos cinco continentes do globo. Além
do potencial patogénico, esses isolados sdo multirresistentes e pertencem, em sua grande
maioria, ao GC258, um grupo clonal conhecido por possuir clones com alto potencial de
disseminacgéo e, por consequéncia, alto risco a saude publica mundial. Portanto, uma rapida
identificagdo de clones multirresistentes e potencialmente patogénicos de K. pneumoniae
pela combinacgéao de técnicas fenotipicas moleculares é de suma importancia para o controle
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da disseminacéo desses isolados em ambientes hospitalares e na comunidade.
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RESUMO: Para o tratamento das infec¢bes causadas por Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus — MRSA), os glicopeptideos séo
antimicrobianos de primeira escolha, no entanto, a pressdo seletiva que esses farmacos
exercem, pode induzir o surgimento de isolados com sensibilidade diminuida a vancomicina,
conhecidos como hVISA e VISA. O presente estudo teve por finalidade investigar a
sensibilidade a vancomicina de isolados clinicos de S. aureus, no periodo de 2010 a 2015, de
um hospital terciario do sul do Brasil. A concentragéo inibitdéria minima (CIM) foi determinada
por Etest® para 335 isolados e a analise do Perfil Populacional-Area Sob a Curva (PAP-
AUC) para 80. A CIM variou de 0,5 a 8,0 ug/mL sendo que as concentragdes mais frequentes
foram 1,5 pg/mL com 31,9% (107/335) e 2,0 pg/mL com 29,6% (99/335). O percentual de
isolados néo sensiveis foi de 20,8% em 2010 a 2012 e de 17,1% em 2013 a 2015. Verificou-
se que para 31,6% (12/38) das amostras obtidas entre 2010 e 2014 e que para 42,9% (18/42)
das amostras de 2015, a relagdo PAP/AUC foi >0,9, classificando-as como néo sensiveis.
Verifica-se que o percentual de isolados ndo sensiveis a vancomicina foi elevado neste
estudo, entretanto, os valores obtidos foram divergentes entre os métodos analisados. A
técnica de PAP-AUC, considerada o padrdo ouro, evidenciou as maiores frequéncias de
hVISA e VISA, no entanto, € muito trabalhosa o que inviabiliza sua utilizagdo em laboratérios
clinicos de rotina. Por outro lado, embora facil de realizar, o método de Etest® também tem
suas limitagdes, o custo é elevado e néo é tao sensivel quanto o PAP-AUC para identificagdo
de S. aureus nao sensiveis, especialmente hVISA.

PALAVRAS-CHAVES: Vancomicina. Concentracdo inibitéria. hVISA. VISA. PAP- AUC.

VANCOMYCIN-SUSCEPTIBILITY DETERMINATION IN NOSOCOMIAL CLINICAL
ISOLATES OF Staphylococcus aureus

ABSTRACT: To treat methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infections,
glycopeptides are the antimicrobials of first choice. However, the selective pressure exerted by
these drugs can lead to the emergence of isolates with reduced susceptibility to vancomycin
(hVISA and VISA). This study aimed at investigating the antimicrobial susceptibility profile
of S. aureus clinical isolates, from 2010 to 2015, in a tertiary hospital in southern Brazil. The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using Etest® for 335 isolates, and
the population analysis profile-area under the curve (PAP-AUC) method, for 80 isolates. MIC
values ranged from 0.5 to 8.0 yg/mL; 1.5 and 2.0 yg/mL were the most frequent concentrations,
found in 31.9% (107/335) and 29.6% (99/335) of the isolates, respectively. The percentage
of vancomycin non-susceptible isolates was 20.8% (from 2010 to 2012) and 17.1% (from
2013 to 2015). It was observed that for 31.6% (12/38) of the isolates obtained between 2010
and 2014, and 42.9% (18/42) of the isolates from 2015, the PAP-AUC ratio was >0.9, which
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allowed us to classify them as non-susceptible to vancomycin. In this study, a high rate of
vancomycin non-susceptible isolates was observed, but the values differed according to the
method applied. PAP-AUC, considered the golden standard, was more efficient in detecting
hVISA and VISA. However, it is a very laborious test, which makes its usage impractical in
routine clinical laboratories. Finally, although easy to be carried out, Etest® has limitations
regarding its cost, and it is not as sensitive as PAP-AUC for the identification of vancomycin
non-susceptible isolates, especially hVISA.

KEYWORDS: Vancomycin. Minimum inhibitory concentration. hVISA. VISA. PAP-AUC.

11 INTRODUGAO

Staphylococcus aureus s@o bactérias responsaveis por uma grande variedade de
infeccoes, que vao desde lesdes de pele superficiais até doengas graves e potencialmente
fatais, como pneumonia necrotizante, osteomielite, endocardite e sepse e séo considerados
como um dos principais patégenos humanos nas infec¢des relacionadas a assisténcia em
saude (IRAS) na atualidade. Sua elevada ocorréncia se da, ndo apenas pela sua viruléncia,
como também pela capacidade de disseminacdo e versatilidade em adquirir resisténcia
(WEINER-LASTINGER et al., 2020).

Como outros patogenos, S. aureus resistentes aos antimicrobianos emergiram
com a descoberta e disseminacdo do uso de diferentes classes destes farmacos. Entre
estas, a mais preocupante foi a resisténcia a meticilina, que também torna o microrganismo
resistente aos antimicrobianos mais utilizados clinicamente, os beta-lactamicos (HOWDEN
et al.,, 2010).

Atualmente, variagbes importantes na prevaléncia de resisténcia a meticilina em
S. aureus (MRSA - Methicillin-resistant S. aureus), de 1 a 50%, tém sido evidenciadas
por diversos pesquisadores, em paises de todo continente (WEINER-LASTINGER et al.,
2020). No Brasil, a frequéncia de MRSA varia de 29 a 46%, quando se analisam isolados
de pacientes internados em hospitais (DUARTE et al., 2018; MARRA et al., 2011; SADER,;
FLAMM; JONES, 2013)Latin America, and selected countries in the Asia-Pacific Region
(2011. Na Uniao Europeia, verifica-se uma tendéncia decrescente de MRSA entre 2015 e
2018, variando de 0% a 43,0% entre os paises (ECDC, 2019). Apesar desse desenvolvimento
positivo, MRSA continua sendo um patégeno importante e uma das causas mais comuns
de infec¢des bacterianas graves, tendo uma responsabilidade elevada em termos de
morbidade e mortalidade (CASSINI et al., 2019).

Para o tratamento das infecgbes causadas por MRSA, os glicopeptideos séao
antimicrobianos de primeira escolha, no entanto a pressao seletiva que esses farmacos
exercem, podem induzir o surgimento de isolados com sensibilidade diminuida a
vancomicina, conhecidos como Vancomycin-intermediate S. aureus (VISA). Os primeiros
relatos ocorreram pela primeira vez no Japdo em meados da década de 1990 (HIRAMATSU

et al., 1997). Essa forma geralmente surge pOs exposi¢cao prolongada a vancomicina, no
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qual uma pequena subpopulacéo de microrganismos com sensibilidade reduzida conhecido
como hétero-VISA (hVISA), cujo mecanismo ndo esta totalmente entendido, embora
saiba-se que provavelmente ocorram alteracbes nos genes reguladores que levam ao
espessamento da parede celular e atividade auto litica, bem como um excesso de residuos
de D-ala-D-ala (CAMERON et al., 2017).

S. aureus resistentes a vancomicina, do inglés Vancomycin-Resistant S. aureus
(VRSA), foram reportados pela primeira vez em 2002 nos Estados Unidos pela aquisicao
do gene vanAde Enterococcus faecalis Vancomycin-Resistant (VRE) (CDC, 2002; CHANG
et al., 2003). Felizmente, novos casos deste tipo de resisténcia permanecem raros na
atualidade, tendo sido identificados apenas 52 casos em diversos paises como Estados
Unidos, india, Ira, Paquistéo, Brasil e Portugal (CONG; YANG; RAO, 2020).

Poucos estudos tém determinado a prevaléncia de S. aureus ndo sensiveis a
vancomicina no Brasil. Assim, o presente estudo teve por finalidade determinar a frequéncia
de sensibilidade diminuida & vancomicina de isolados clinicos de S. aureus de um hospital
terciario da regiéo sul do Brasil.

2|1 MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 335 isolados de S. aureus obtidos de diversos materiais clinicos
como sangue, pele e partes moles, secre¢des respiratorias, liquidos cavitarios, urina,
entre outros, provenientes de pacientes de um hospital terciario da regiao Sul do Brasil, no
periodo de 2010 a 2015.

Os isolados estocados previamente em caldo triptona de soja (TSB) acrescido de
30% de glicerina e 0,5 pyg/ml de vancomicina, sob refrigeragédo a -20 °C, foram obtidos do
Banco de Bactérias do setor de Microbiologia. Os mesmos foram reativados utilizando
caldo TSB e incubados por 24-48 horas a 35+2 °C.

A identificagdo dos microrganismos foi confirmada por metodologia manual
padronizada por Jorgensen et al. (2015) ou automatizada utilizando o Sistema Vitek®
(bioMerieux), de acordo com orientac¢des do fabricante.

A CIM de vancomicina foi determinada por Etest® (bioMerieux) de acordo com
orientagbes do fabricante. Para este teste utilizou-se uma suspenséao bacteriana na escala
0,5 de McFarland em agar Mueller-Hinton sobre o qual foram depositadas fita plasticas
de Etest® contendo gradiente de concentragdo de vancomicina (0,016 a 256 pg/mL) e
incubadas a 35+2 °C durante 72 horas. Como controles positivos foram utilizadas as cepas
de S. aureus Mu3 ATCC 700698 (hVISA), Mu50 ATCC® 700699 (VISA) e E. faecalis ATCC®
51299 e como negativo, S. aureus ATCC® 29213. Foram considerados S. aureus sensiveis
a vancomicina (Vancomycin-susceptible S. aureus — VSSA) os isolados que apresentaram
CIM = 2 pg/mL, isolados as que apresentam CIM de 4-8 ug/mL foram considerados VISA,
e isolados VRSA foram os que se desenvolveram em CIM = 16 pyg/mL. Foram calculadas
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as CIM,, e CIM,, que indicam a menor concentragéo capaz de inibir o crescimento de 50 e
90% dos isolados, respectivamente.

As amostras foram submetidas a Analise do Perfil Populacional-Area Sob a Curva
(PAP-AUC), conforme descrito por Wootton et al. (2001) com modifica¢des. Foi determinado
0 numero de colbnias que se desenvolveram nas diferentes concentracées de vancomicina
e plotado em uma escala semi-logaritmica, usando o software Prism 5 (GraphPad
Software). O grafico obtido foi entdo utilizado para calcular a area sob a curva (AUC). S.
aureus ATCC® 29213 (glicopeptideo sensivel), S. aureus ATCC® 700698 Mu3 (hVISA) e
S. aureus ATCC® 700699 Mu50 (VISA) foram usados como controles (HIRAMATSU et al.,
1997)”ISBN”:"0305-7453 (Print. O critério usado para a classificagcao dos isolados foi = 0,9
e <1,3 para hVISA e >1,3 para VISA, tendo como base a relagdo entre a AUC do isolado
dividido pela AUC das cepas de referéncia Mu3 e Mu50.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Estadual de Londrina sob o CAAE numero 0015.0.268.000-11.

31 RESULTADOS

Dos 335 isolados analisados, 125 eram do periodo de 2010 a 2012 e 210 do
periodo de 2013 a 2015. De maneira geral a CIM variou de 0,5 a 8,0 yg/mL sendo que as
concentracbes mais frequentes foram 1,5 pg/mL com 31,9% (107/335) e 2,0 yg/mL com
29,6% (99/335).

Analisando-se os periodos separadamente verifica-se que no primeiro periodo a
CIM variou de 0,5 a 4,0, tendo apresentado a maior frequéncia para a CIM 2,0 yg/mL em
39 %, enquanto que no periodo de 2013 a 2015 a variagao foi de 0,5 a 8,0, embora a CIM
1,5 tenha sido identificada mais frequentemente em 23,9 % dos isolados, como pode ser
verificado na figura 1.

Figura 1 — Percentual de Concentracgdes Inibitérias Minimas (CIM) de vancomicina (pg/mL)
determinadas por Etest®, para 335 isolados de Staphylococcus aureus de origem hospitalar.

Fonte: Os proprios autores.
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A Tabela 1 mostra as CIM,, e CIM,, verificadas para vancomicina, bem como os
percentuais de isolados ndo sensiveis determinados para as todas as amostras de S.
aureus incluidas no estudo pelo método de Etest®. Verificou-se que as CIM_ e CIM foram
de 2,0 e 3,0 yg/mL para 125 isolados no periodo de 2010 a 2012 e de 1,5 e 3,0 yg/mL para
210 do periodo 2013 a 2015. O percentual de isolados néo sensiveis variou de 20,8%, no
primeiro periodo a 17,1%, no segundo periodo.

Periodo Cim CiM NS (%) Total de amostras

50 90

2010 a 2012 2,0 3,0 20,8 125
2013 a 2015 1,5 3,0 17,1 210

Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM,,e CIMg . . comisna (H9/ML) € percentual de isolados
nao sensiveis, determinadas por Etest® para 335 amostras de Staphylococcus aureus.

Legenda: Nao Sensivel (CIM > 3 pyg/mL). Fonte: os préprios autores

A analise do PAP/AUC foi realizada para 80 isolados de S. aureus, dos quais 38
do periodo 2010 a 2014 e 42 do periodo 2015. Verificou-se que para 31,6% (12/38) das
amostras obtidas entre 2010 e 2014 e que para 42,9% (18/42) das amostras de 2015, a
relacdo PAP/AUC foi > 0,9, classificando-as como n&o sensiveis. Dentro deste grupo, no
periodo de 2010 a 2014, 83,3% (10/12) e 16,7% (2/12) foram classificadas como hVISA e
VISA, respectivamente. Ainda no grupo de néo sensiveis, no periodo de 2015, 72,2% (13/18)
e 27,8% (5/18) foram considerados hVISA e VISA, respectivamente. Se compararmos os
resultados de hVISA e VISA em relagcdo ao numero total de isolados em que o PAP/AUC
foi realizado, teremos que, hVISA representa 28,7% (23/80) e VISA 8,7% (7/80) (tabela 2).

Periodo NS PAP/AUC % (n) NS Etest®% (n)
2010 a 2014 31,6 (12/38) 27,0 (40/148)
2015 42,9 (18/42) 11,8 (22/187)

Tabela 2 — Comparagao dos percentuais de isolados nédo sensiveis de S. aureus, determinados por
Etest® e por PAP/AUC

Legenda: NS: Nao Sensiveis. PAP/AUC: Perfil de analise populacional/Area sob a Curva. n: Nimero de
isolados.

Fonte: Os proprios autores.

41 DISCUSSAO

Este estudo determinou a CIM de vancomicina de isolados de S. aureus de origem
hospitalar, num periodo de 6 anos (2010 a 2015), por duas metodologias e verificou
divergéncia entre elas.

Isolados com CIM de 1 a 3 yg/mL tem uma alta frequéncia de acordo com Wang
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et al. (2012)"http://www.mendeley.com/documents/?uuid=76e9eb66-7123-48a0-9239-d5
631e20cc8a’]}],"mendeley”:{“formattedCitation”:”(WANG et al., 2012, corroborando assim
com os resultados encontrados neste estudo. Nas duas metodologias foram encontrados
isolados hVISA e VISA e nenhum VRSA. De acordo com Alam et al. (2014) € mais comum
encontrarmos cepas VISA e hVISA do que cepas VRSA.

A CIM50 e CIM90 indicam a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de
50 e 90% dos isolados, respectivamente. Oliveira et al. (2015)MRSA isolated from different
sources of hospitalized patients was characterized by molecular and phenotypic methods.
Methodology: A total of 123 S. aureus isolates were characterized according to their genetic
relatedness by repetitive element sequence based-PCR (REP-PCR determinaram a CIM50
e CIM90 para vancomicina pelo método de microdiluicdo em caldo (MDC), sendo a CIM50
de 2,0 yg/mL e a CIM90 de 4,0 ug/mL.

A verdadeira prevaléncia de hVISA ainda é desconhecida, alguns estudos apontam
indices que variam 2 a 20% entre isolados de S. aureus resistente a meticilina (ADAM et al.,
2010) e relacionam a falha terapéutica com vancomicina a presencga de cepas hVISA (VAN
HAL; PATERSON, 2011)with hVISA infections associated with a 2.37-times-greater failure
rate (95% confidence interval [CI], 1.53 to 3.67.

A frequéncia de hVISA em estudos epidemiolégicos, de acordo com Van Hal e
Paterson (2011)with hVISA infections associated with a 2.37-times-greater failure rate
(95% confidence interval [CI], 1.53 to 3.67 pode variar de 0 a 73%. Essa variagdo pode
ser atribuida a diversos fatores como metodologia empregada, populacdo de pacientes,
fonte da amostra, variagdo na pressao seletiva por vancomicina e instabilidade do fenétipo
em amostras estocadas em freezer (HIRAMATSU et al., 2014; HOWDEN et al., 2010;
WOOTTON et al., 2007)and particularly hGISA, will only be obvious when a definitive
detection method is available. A few novel GISA and hGISA detection methods have
been proposed; however, their validity has never been tested on a significant scale and in
different laboratories. This study compares three screening methods for detecting GISA and
hGISA strains in 12 laboratories, using a blind panel of 48 strains with known glycopeptide
susceptibilities. The three screening methods used were brain heart infusion agar with 6
mg/liter vancomycin (BHIAGV.

As metodologias tradicionais de determinagéo da CIM, como a MDC, &gar diluicdo
(ADL) e Etest® tém levado a resultados duvidosos, pois o inéculo utilizado esta abaixo do
limiar requerido para detectar heterorresisténcia (HOWDEN et al., 2010; WOOTTON et al.,
2007)(HIRAMATSU et al., 2014; HOWDEN et al., 2010.

Uma vez que nao existem marcadores genéticos para heterorresisténcia, o PAP-AUC
€ utilizado como padré&o ouro e mais confiavel método para a deteccéo de heterorresisténcia
(WOOTTON et al., 2001), no entanto este método é muito trabalhoso e demorado, o que
limita a sua utilizagdo. Como consequéncia, varios testes de triagem, incluindo o Etest®

GRD, foram desenvolvidos utilizando in6culos maiores, maior tempo de incubagcédo e meio
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de cultura mais nutritivos (HOLMES; JOHNSON; HOWDEN, 2012; HOWDEN et al., 2010).

51 CONCLUSAO

Neste estudo a frequéncia de isolados ndo sensiveis foi elevada, entretanto, os
valores obtidos foram divergentes entre os métodos analisados. A técnica de PAP-AUC,
considerada o padrdao ouro, evidenciou as maiores frequéncias de hVISA e VISA, no
entanto, trata-se de uma metodologia muito trabalhosa e demorada, o que inviabiliza sua
utilizagdo em laboratérios clinicos de rotina. J& o método de Etest®, embora mais prético e
facil de realizar, também tem suas limitagOes, o custo € elevado e ndo € tdo sensivel quanto
o PAP-AUC para identificagdo de S. aureus néo sensiveis, especialmente hVISA. A falta de
um método rapido e confiavel pode acarretar falha terapéutica, uma vez que isolados néo
sensiveis, especialmente os hVISA podem nao ser identificados pelos métodos utilizados
na atualidade, evidenciando a necessidade de mais pesquisas que tragam resultados
rapidos e fidedignos na determinac&o da sensibilidade a vancomicina.
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RESUMO: Kielmeyera coriacea € uma espécie
tipica do Cerrado, com potencial alelopatico.
O objetivo do estudo foi verificar o efeito do
extrato aquoso de diferentes partes 6rgdos de
K. coriacea de Chapada dos Guimaraes-MT e
Jardim Botanico de Brasilia sob a germinagéo de
alface. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com sete tratamentos e quatro
repeticdes. Os tratamentos foram os extratos
de folhas jovens verdes, pericarpo de frutos
verdes, sementes, cortica, cortex, pericarpo de
frutos maduros e testemunha (adgua destilada).
A germinagcdo de sementes de alface foi alta
(65 a 92%) e ndo é afetada pelos extratos das
duas procedéncias. O indice alelopatico negativo
ocorre ao se utilizar o extrato do pericarpo do
fruto seco de Chapada dos Guimardes e o
extrato do pericarpo do fruto verde do Jardim
Botanico de Brasilia. A porcentagem de plantulas
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anormais e o tempo médio de germinagéo séo
maiores no extrato do pericarpo do fruto seco de
Chapada dos Guimaraes. O extrato de sementes
K. coriacea do Jardim Botanico de Brasilia
causa alta porcentagem de plantulas anormais.
Os extratos de folhas, sementes, cortica e
cortex de K. coriacea, apresentam potencial
alelopatico positivo e estimulante no crescimento
e desenvolvimento de plantulas da alface.
PALAVRAS-CHAVE: Pau-santo.
Aleloquimicos

Alface.

ALELOPATIC POTENTIAL OF AQUEOUS
EXTRACT OF DIFFERENT ORGANS
OF Kielmeyera coriacea MART. &
ZUCC. OF TWO PROCEDURES IN
THE GERMINATION AND GROWTH OF
Lactuca sativa L

ABSTRACT: Kielmeyera coriacea is a typical
Cerrado species with allelopathic potential.
The aim of the present study was to verify
the effect of the aqueous extract of different
organs of K. coriacea from the Chapada dos
Guimaraes-MT and Botanic Gardens of Brasilia
under the germination of lettuce, A completely
randomized design with seven treatments and
four replications was used. The treatments were
extracts of young green leaves, pericarp of
green fruits, whole seeds, cork, cortex, ripe fruit
pericarp open in dispersion and control (distilled
water). Germination of lettuce seeds was high (65
to 92%) and not affected by the extracts from both
sources. The negative allelopathic index occurs
when the extract of the ripe fruit pericarp from
Chapada dos Guimardes and the extract of the
pericarp of the green fruit of the Botanical Garden
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of Brasilia are used. The percentage of abnormal seedlings and the mean germination time
are higher in ripe fruit pericarp of Chapada dos Guimaraes. The extract of K. coriacea seeds
from the Botanical Garden of Brasilia causes a high percentage of abnormal seedlings. The
extracts of leaves, seeds, cork and cortex of K. coriacea present positive and stimulating
allelopathic potential in the growth and development of lettuce seedlings.

KEYWORDS: Pau-santo. Lettuce. Allelochemicals

INTRODUCAO

A alelopatia é um fendmeno natural que ocorre no ambiente envolvendo vegetais e
microrganismos mediante a liberagdo de substancias que podem causar efeitos benéficos
ou prejudiciais, diretos ou indiretos nos individuos (Pinto et al., 2016). O potencial de
acao alelopatica é condicionado pelas espécies testadas e sua sensibilidade ocorre pela
presenca de compostos secundarios presentes em cada espécie estudada (Matias, et al.,
2018).

Os aleloquimicos estao presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas,
flores, frutos, raizes, rizomas, caules e sementes e todos os 6rgdos das plantas tém
potencial para armazenar aleloquimicos, mas a quantidade e o caminho pelos quais sédo
liberados para o ambiente diferem de espécie para espécie (Borella et al., (2010), como
constatado por Coelho et al., (2011) em Ziziphus joazeiro e Oliveira et al., (2012) com
Erythrina velutina.

A alface esta entre as espécies-teste mais utilizadas em ensaios de alelopatia,
correspondendo a 24 % em relagdo as e isso ocorre, possivelmente, por e ser uma espécie
com rapida germinacgéao, crescimento linear insensivel as diferengas de pH em ampla faixa
de variagéo e, insensibilidade aos potenciais osméticos das solugdes (Silva et al., 2018).

As pesquisas sobre alelopatia vém ganhando maior espaco no meio cientifico ao
longo dos anos, ocorrendo 0 aumento no numero de trabalhos publicados, sendo o bioma
Cerrado o que representa predominio das espécies estudadas para este fim (Silva et al.,
2018).

Kielmeyera coriacea é uma espécie tipica do Cerrado, conhecida popularmente
como pau-santo, sendo utilizada pela medicina popular no tratamento de doencgas tropicais
como malaria, esquistossomose, infeccdo por bactérias, fungos, leishmaniose, dentre
outras (Pinheiro et al., 2003).

Os extratos e 6leos essenciais de K. coriacea tém sido estudados e se destacam por
apresentarem propriedades fungicidas e atuarem como uma possivel fonte de compostos
antidepressivos, antiulcerosos, ansioliticos e antitumor (Caddah, 2011; Lemes et al.,
2017). Em estudo recente, Gongalves et al. (2016) verificaram potencial alopatico no
desenvolvimento das plantulas de alface de extratos de folhas de K. coriacea.

Assim, o presente estudo teve o objetivo de verificar o potencial alelopatico de
diferentes 6rgaos de duas procedéncias de K. coriacea sobre a germinacgéo e crescimento
da alface.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Analise de Sementes (LAAS) da
Faculdade de Agronomia e Zootecnia (FAAZ) da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT) campus de Cuiaba-MT. Com material botanico de Kielmeyera coriacea Mart. &
Zucc. coletado de individuos adultos de duas procedéncias, sendo essas, escolhidas, de
acordo com a ocorréncia e presenga da espécie nas areas.

A primeira procedéncia é oriunda de uma area particular, situada no condominio
Florada da Serra, no municipio de Chapada dos Guimardes-MT, cujas coordenadas
geograficas sdo 15°26"720”S e 055°44”800"W, e a coleta ocorreu no més de julho de 2018.
A segunda originéria do Jardim Botanico de Brasilia-DF (JBB) situado nas coordenadas
geograficas 15°53'192”"S e 047°51”568"W, e a coleta ocorreu no més de agosto de 2018.
Ambas regides possuem clima do tipo Aw, segundo classificacdo Képpen.

Antes do preparo do extrato, o material botanico utilizado passou por assepsia
permanecendo por 5 minutos em recipiente contendo 2% de hipoclorito de sédio, sendo
posteriormente lavado em agua destilada e seco com papel toalha. Em seguida, o material
vegetal foi triturado em liquidificador, na proporgéo de 50 g de material vegetal para 1.000
mL de agua destilada, logo em seguida, filtrado em papel filtro comum. Todos os extratos
foram preparados na concentragdo 75% ou seja, 750 mL de extrato mais 250 mL de agua
destilada para atingir 1.000 mL.

Apo6s o preparo, os extratos ficaram armazenados durante 48 horas em béqueres
revestidos com papel aluminio e temperatura de cerca de 18°C. Ao final do preparo foram
medidos a condutividade elétrica e o pH da solucéo. A partir dos valores de condutividade
elétrica (CE) determinou-se o potencial osmoético (P.O) de acordo com a férmula proposta
por Ayers e Westcot (1999): Potencial osmoético, em atmosfera (atm) = - 0,36 x CE. Os
dados em atm foram transformados para Mega Pascal (MPa).

O extrato do material botanico procedente de Chapada dos Guimaraes-MT foi
preparado imediatamente apds a coleta, enquanto o material botanico do Jardim Botanico
de Brasilia-DF foi armazenado em gelo durante o transporte até o laboratério onde se
efetuou o preparo.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos e
quatro repeticbes. Os diferentes 6rgdos da planta de cada procedéncia foram utilizados
na obtengcdo dos extratos (tratamento), sendo eles: T1-extrato das folhas jovens verdes;
T2-extrato do pericarpo de frutos verdes; T3-extrato das sementes inteiras (com embrido
+ alas); T4-extrato da cortica (parte externa); T5-extrato do coértex (parte interna); T6-
extrato do pericarpo de frutos maduros abertos em disperséo; T7-extrato testemunha (agua
destilada).

Em cada bioensaio foram utilizadas 50 sementes de alface, as quais foram

colocadas em caixas plasticas transparentes tipo gerbox (11x11x3 cm) sobre duas folhas
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de papel mata-borrdo umedecidas com os extratos de cada tratamento, na quantidade de
duas vezes e meia a massa seca do papel. As caixas foram tampadas e vedadas com filme
plastico e, mantidas em incubadora do tipo B.O.D a 20 °C, em fotoperiodo de 12 horas.

Diariamente anotou-se o nimero de sementes germinadas para determinagéo do
tempo médio de germinagéo (TMG) e indice de Velocidade de Germinagéo (IVG). O tempo
médio de germinacgéo foi calculado a partir da férmula TMG = (2 ni ti )/2ni; em que: ni =
numero de sementes germinadas por dia, ti = tempo de incubacéo, i = 1 0 7 dias. O indice
de velocidade de germinagé&o foi determinado pela expresséo: IVG = (G,/N,) + (G/N,) +...+
(G/N,), onde: G, = numero de sementes germinadas na primeira contagem, N, = numero
de dias decorridos até a primeira contagem, G, = numero de sementes germinadas na
segunda contagem, N, = nimero de dias decorridos até a segunda contagem, n = Ultima
contagem.

Transcorridos sete dias ap6s a instalagdo do experimento, as plantulas da alface
foram classificadas em normais ou anormais de acordo com as especificacdes das Regras
para Analise de Sementes (Brasil, 2009). Para tanto foram consideradas anormais aquelas
que ndo mostraram potencial para continuar o desenvolvimento, com sistemas radiculares
ou aéreos apodrecidos, ausentes ou totalmente atrofiadas, e normais, plantulas com
pequenos defeitos como danos limitados ou pequenos, retardamento no crescimento
no sistema radicular ou sem defeitos. Com esses dados calculou-se a porcentagem de
plantulas anormais.

Em seguida, as plantulas normais foram avaliadas quanto ao comprimento da parte
aérea e comprimento da raiz. Obtendo-se também a massa fresca mediante a pesagem das
plantulas em balanga analitica. A massa seca foi obtida depois da secagem das plantulas
em estufa de circulagdo de ar a 60 °C durante 72h, com apresentac¢do dos valores em
gramas.

O indice de efeito alelopatico foi calculado de acordo com a formula: Rl=1-C/T (T =
C)ouRI=T/C-1(T<C), onde: C =velocidade de germinacao do controle e T = velocidade
de germinacgéo do tratamento (Gao et al., 2010).

Todas as variaveis do estudo foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas pelo teste Tukey, com o auxilio do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao dos extratos

O pH e o potencial osmético dos extratos aquosos de K. coriacea de Chapada dos
Guimaraes e do Jardim Botanico de Brasilia se enquadraram na faixa considerada ideal
para germinagdo. Segundo Gatti et al. (2010) solu¢gdes com potencial osmético menores ou
proximos de -0,2 MPa n&o interferem na germinacao de aquénios de alface e o pH ideal fica
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na faixa entre 4 e 7. Assim, pode-se considerar que a acidez do extrato e a concentracdo
de solutos néo interferiram nos resultados (Tabela 1).

Chapada dos Guimaraes Jardim Boténico de Brasilia
Extratos aquosos
pH P.O (MPa) pH P.O (MPa)
Folhas 4,29 -0,0163 4,00 -0,0137
Pe”ca\rlz‘r’ d‘i" fruto 5,45 -0,0207 4,36 -0,0173
Sementes 6,70 -0,0061 6,00 -0,0211
Cortica 6,50 -0,0044 6,78 -0,0041
Cortex 6,25 -0,0134 6,12 -0,0148
Pe”ca"speocg" fruto 5,00 -0,0442 5,79 -0,0182
Testemunha 7,00 -0,0002 7,00 -0,0002

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos aquosos de diferentes 6rgéos de Kielmeyera
coriacea procedentes de Chapada dos Guimaraes e do Jardim Botanico de Brasilia. pH* (potencial
Hidrogenibnico), P.O (potencial osmotico).

Os extratos aquosos podem apresentar solutos que alteram as propriedades da
agua, resultando em pressao osmética diferente de zero na solugédo (Villela et al., 1991).
Assim, o controle de pH e da concentragdo do extrato é fundamental para a realizagdo de
ensaios alelopaticos, uma vez que podem estar presentes substancias como agucares e
aminoacidos, entre outros (Taiz et al., 2017).

Procedéncia de Chapada dos Guimaraes - MT

N&o houve diferenca significativa para a porcentagem de germinacdo, comprimento
da parte aérea e raiz, massa seca da plantula e IVG, mas verifica-se que a porcentagem
de plantulas anormais e o tempo médio de germinacéo foram afetados pelos extratos de
K. coriacea (Tabela 2).

\F/gﬂ;eggg GL PG PA CPA CRA  MSP ™ VG
Tratamentos 6 31486  230°  0,098® 0,137° 0002% 0622 131%™
Erro 17 37958 0497 0053 04147 0001 0296 1,06

CV (%) 2388 3849 1357 3245 352 1267 1838

Tabela 2. Quadrado médio da porcentagem de germinacéo (PG), porcentagem de pléantulas anormais
(PA), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CRA), massa seca da plantula (MSP),
tempo médio de germinacéao (TM) e indice de velocidade de germinacéo (IVG).

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade "™ n&o significativo
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A germinacdo é menos sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento da plantula,
pois as substéncias alelopéaticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais,
sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns (Taiz et al., 2017). A presenca
de anormalidade em raizes parece ser um bom indicativo de alelopatia, pois este 6rgéao é
mais sensivel a agéo alelopatica que a parte aérea.

A porcentagem de germinacdo da alface foi alta e variou de 65 e 90,50%. A
porcentagem de plantulas anormais e o tempo médio de germinacdo foram maiores no

extrato de pericarpo do fruto seco de K. coriacea (Tabela 3).

Extratos PG PAN* CPA* CRA MSP T™M* IVG
agquosos % % cm cm mg dias
Folhas 78,5A 6,6(2,7)AB 1,15(1,46)A 1,12A 1,01 A 4,44(2,33)AB  539A

Pericarpo do

frito verde 90,5A  6(24)AB  224(1,79)A 1,18A  102A  425229)AB 5094 A

Sementes 89,0A 5(2,3)AB  2,60(1,88)A 1,43A  1,04A  4,12(2,26)AB  6,02A
Cortica 90,0A 5(2,3)AB  2,38(1,83)A 1,29A  1,04A  3,70(2,16)B  6,25A
Cortex 73,3A 53(2,3)AB  2,16(1,74)A 0,94A  1,09A 4,31(2,30)AB  5,39A

Pericarpo do
fruto seco 65,0A 16(3,9) A 1,17(1,46) A 0,79A 1,02A 5,29(2,50) A 4,16 A

Testemunha 72,0  0(1,00B  1,70(1,63)A 1,29A  1,03A  4,49(234)AB 5,16 A

Tabela 3. Porcentagem de germinacgéao (PG), porcentagem de plantulas anormais (PA), comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CRA), massa seca da plantula (MSP), tempo médio de
germinagdo (TM) e indice de velocidade de germinagéo (IVG) de plantulas de alface em extrato aquoso
de diferentes 6rgaos de plantas de Kielmeyera coriacea procedentes de Chapada dos Guimaraes, MT.
2018.

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey.

*Entre parénteses estéo os valores originais transformados em raiz de quadrada de (x+1)

O aumento no tempo médio de germinagéo pode ser vantajoso pois se a germinagéao
das sementes sofre atraso, pode nao haver desenvolvimento satisfatério das plantas, o que
torna o controle quimico exercido pelos compostos alelopaticos uma opgéo ecologicamente
correta de controle de plantas invasoras, uma vez que assim ndo ha necessidade de
utilizacdo de herbicidas sintéticos, diminuindo os impactos sobre o meio ambiente e para o
ser humano, causados pelo uso de compostos sintéticos na agricultura (Inoue et al., 2010).

O indice de atividade alelopatica indica estimulo de crescimento quando apresenta
valores positivos em relagdo a testemunha e inibicao do crescimento quando apresentam
valores negativos (Gao et al., 2009). O indice alelopatico negativo ocorreu no extrato
do pericarpo do fruto seco (T6), indicando que esse extrato inibiu o crescimento e
desenvolvimento das plantulas de alface, enquanto que, nos demais extratos o indice
alelopatico foi positivo, indicando estimulo e crescimento (Figura 1).
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Figura 1. indice alelopatico de Kielmeyera coriacea procedente de Chapada dos Guimaraes-MT: T1-
folhas, T2-pericarpo do fruto verde, T3-sementes, T4-cortica, T5-cértex, T6-pericarpo do fruto seco,
T7-testemunha (4gua destilada).

Dados semelhantes aos encontrados no presente estudo, em que houve alto indice
de germinacgdo das sementes de L. sativa, foram observados em extrato de Zanthoxylum
rhoifolium Lam, que estimulou a germinacéo e crescimento das plantulas de L. sativa (Turnes
et al. 2014) e nos extratos aquosos de frutos e folhas de Pityrocarpa moniliformis que nao
afetaram a germinacdo de sementes de Mimosa caesalpiniifolia, entretanto provocaram
efeito alelopatico negativo sobre a velocidade e o crescimento inicial das plantulas de M.
caesalpiniifolia (Pacheco et al., 2017).

Procedéncia do Jardim Botanico de Brasilia

Os efeitos alelopaticos dos extratos de K. coriacea foram significativos para
a porcentagem de plantulas anormais de alface e as demais caracteristicas ndo foram
afetados pelos extratos (Tabela 4).

Fonte de Variagdo  GL PG PA CPA CRA MSP ™ IVG
Tratamentos 6 120,90~ 2,62* 0,29 0,070 0,001 0,40 69,94
Erro 17 62,23 0,66 0,77 0,075 0,0009 0,38 46,81
CV (%) 9,11 31,66 38,66 31,55 35,02 15,76 18,78

Tabela 4. Quadrado médio da porcentagem de germinagéao (PG), porcentagem de plantulas anormais
(PA), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CRA), massa seca da plantula (MSP),
tempo médio de germinagao (TM) e indice de velocidade de germinagéo (IVG).

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade ns néo significativo
A porcentagem de germinacéo de alface variou de 78 a 92%, a porcentagem de
plantulas anormais foi mais alta no extrato de sementes e as demais caracteristicas nao
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apresentaram variagdo entre os extratos (Tabela 5).

PG PAN CPA CRA ™G
Extrato aquoso % cm om cm dias IVG
Folhas 90,0A  45BC  211A  075A  40A  37,98A
Pericarpodofruto 250 a  45BC  236A 073A  331A  2981A
verde

Sementes 850A  145A 281A  106A  357A  4071A
Cortica 885A  115AB 236A 073A  359A  37,52A
Cortex 920A 55ABC 21A  093A  364A  3925A
Spsgi;arpo dofruto 9504  40BC  22A  097A  404A  3852A
Testemunha 81,0A  20C 19A  090A  430A  31.26A

Tabela 5. Porcentagem de germinagédo (PG), porcentagem de plantulas anormais (PA), comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CRA), massa seca da plantula (MSP), tempo médio de

germinacgédo (TM) e indice de velocidade de germinagéo (IVG) de plantulas de alface em extrato aquoso

de diferentes 6rgéos de plantas de Kielmeyera coriacea procedentes do Jardim Boténico de Brasilia.

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey.

*Entre parénteses estao os valores originais transformados em raiz de quadrada de (x+1)

2018.

As plantulas anormais apresentaram-se deformadas, com raizes necrosadas e

inversdao do gravitropismo, como também observaram Coelho et al. (2011) com extratos

aquosos de sementes de juazeiro e Oliveira et al (2012) com extratos de cascas e flores

de Eritryna mulungu.

O indice alelopatico negativo na germinagéo da alface ocorreu apenas ao se utilizar

o extrato do pericarpo do fruto verde (T2), indicando que esse extrato inibiu o crescimento

e desenvolvimento dessas plantulas, enquanto que, nas plantulas submetidas aos demais

extratos, o efeito alelopatico foi positivo, indicando estimulo (Figura 2).
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Figura 2. indice de atividade alelopatica de Kielmeyera coriacea procedente do Jardim Botanico de
Brasilia, em Brasilia — DF. T1-folhas, T2-pericarpo do fruto verde, T3-sementes, T4-cortica, T5-cértex,
T6-pericarpo do fruto seco, T7-testemunha (4gua destilada).

Resultados semelhantes com o indice de efeito alelopatico foram observados com
extratos de Siparuna guianensis em alface (Gongalves et al., 2017), de Kielmeyera coriaceae
em alface (Gongalves et al., 2016), de Himatanthus obovatus em alface (Gongalves et al.,
2015) e Ziziphus joazeiro em milho, melao e feijao (Oliveira et al., 2014).

Souza Filho (2014) relata alguns exemplos de espécies nativas brasileiras que
apresentam forte atividade alelopatica e enfatiza a importancia de estudos com esse tema
considerando as novas e incentivadas formas de exploragédo agricola, como os sistemas
agroflorestais e silvipastoris. Nestes sistemas, as plantas arb6reas sédo cultivadas em
consorcio com culturas anuais ou frutiferas, assim, ha grandes possibilidades de interagbes
alelopaticas dentro da comunidade vegetal, e podem afetar o desenvolvimento de plantas
com interesse comercial primario. Além disso, podera fornecer compostos bioativos para o
controle de plantas invasoras.

CONCLUSOES

A germinacdo de sementes de alface ndo é afetada pelos extratos das duas
procedéncias.

A porcentagem de plantulas anormais e o tempo médio de germinagéo s&o maiores
no extrato do pericarpo do fruto seco de Chapada dos Guimaraes. O extrato de sementes
do Jardim Botéanico de Brasilia causa alta porcentagem de plantulas anormais.

O extrato do pericarpo do fruto seco de Chapada dos Guimaraes e o pericarpo do
fruto verde do Jardim Botanico de Brasilia tém indice alelopatico negativo.

Os extratos de folhas, sementes, cortica e cortex tém potencial alelopatico
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positivo e estimulante no crescimento e desenvolvimento de plantulas da alface nas duas
procedéncias.
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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi realizar
uma pesquisa bibliografica sobre a utilizagéo
de residuos agroindustrias como substrato para
produgdo de lipase microbiana, identificando
0s principais microrganismos, tempo de
fermentag¢éo e a incluséo de indutores ao meio.
Trinta trabalhos foram selecionados e formaram
um banco de dados. Pesquisas no Brasil
representaram 60% das publicagcdes utilizadas, o
residuo (torta e borra) de dendé e soja foram os
mais relatados representando 13,3%, os fungos
filamentosos foram os mais estudados, o género
Aspergillus foi o mais encontrado totalizando
36,6% e em especial a espécie A. niger, que foi
estudada por oito pesquisadores. Em relagéo ao
tempo, as fermentagdes variaram de 20 a 336
h, sendo que o tempo de 48 h foi utilizado por
sete pesquisadores. Dentre as 30 publicacbes
foi possivel verificar que em 13 (43%) delas
0s autores nao utilizaram nenhum tipo de
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indutor para suplementar o residuo agroindustrial, porém a utilizagdo de fontes lipidicas
e principalmente de nitrogénio aumentaram significativamente a producdo de lipase. A
maioria das pesquisas foram conduzidas em FES (73,3%). Utilizar residuos agroindustriais e
suplementar o meio com indutores com precos mais baixos, além de potencializar a produg¢éo
pode tornar o produto final mais barato.

PALAVRAS-CHAVE: Lipase, Microrganismos, Fermentagéo, Residuo agroindustrial.

REPORTS ON THE USE OF AGRO-INDUSTRIAL RESIDUES AS A SUBSTRATE
TO PRODUCE MICROBIAL LIPASES

ABSTRACT: The objective of this work was to carry out bibliographic research on the use
of agro-industrial waste as a substrate to produce microbial lipase, identifying the main
microorganisms, fermentation time and the inclusion of inducers in the medium. Thirty
papers were selected and formed a database. Research in Brazil accounted for 60% of the
publications used, the palm oil and soy residue (cake and sludge) were the most reported
representing 13.3%, the filamentous fungi were the most studied, the Aspergillus genus
was the most found totaling 36.6 % and the species A. niger, which was studied by eight
researchers. Regarding the time, fermentations ranged from 20 to 336h, and the time of 48 h
was used by seven researchers. Among the 30 publications it was possible to verify that in 13
(43%) of them the authors did not use any type of inducer to supplement the agro-industrial
residue, however the use of lipid sources and mainly of nitrogen significantly increased the
production of lipase. Most surveys were conducted in solid state fermentation (FES) (73.3%).
Using agro-industrial waste and supplementing the environment with lower priced inductors,
in addition to boosting production can make the final product cheaper.

KEYWORDS: Lipase, Microorganisms, Fermentation, Agro-industrial waste.

11 INTRODUGAO

A agroindustria e a industria de alimentos sdo as maiores produtoras de residuos
liguidos e solidos, com isso esses dejetos representam um grande problema quanto ao
tratamento final e potencial poluente. Porém a conscientizagao ecolégica vem mudando ao
longo dos tempos €, ao contrario do que acontecia no passado, os residuos agroindustriais
passaram a ser considerados subprodutos de alto valor agregado, ndo sendo mais
destinado aos aterros sanitarios, ragdo animal ou adubo, pois passaram a ser vistos como
subprodutos ricos em biomassa com nutrientes de alto valor (PINTO et al., 2005).

Utilizando técnicas biotecnolégicas, os residuos agroindustriais podem se converter,
através de microrganismos, em bioprodutos de grande interesse industrial, como as
enzimas através das fermentagcbGes em estado sélido ou fermentagdes submersas (FARIAS
et al., 2014).

Atualmente a fermentacdo em estado soélido (FES) vem sendo a mais utilizada,
pois muitos subprodutos agroindustriais podem ser aproveitados como substratos para a
producdo de enzimas, tal fato esta relacionado principalmente por colaborar para a redugéo
do custo operacional da produgéo enzimatica e dispor de atributos fisicos e quimicos que
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beneficiam o crescimento microbiano (FERREIRA et al., 2011). A figura 1 exemplifica a
fermentacdo em estado sélido do bagaco do caja como substrato pelo Bacillus sp. para
producéo de enzimas pectinoliticas e celuloliticas .

- T e

Figura 1 - Fermentacdo em estado s6lido do bagaco do caja como substrato pelo Bacillus sp.
Fonte: ANDRADE et al. (2018)

Segundo Treichel et al. (2010), utilizar residuos agroindustriais fornece opgcdes em
substratos e podem auxiliar a resolver problemas de polui¢do, que caso contrario, pode ser
causado pela sua eliminacdo, dessa forma é essencial a escolha de um bom residuo pois
seu potencial € um dos fatores mais importantes no processo fermentativo, além do mais a
escolha esta relacionada ao custo e a sua disponibilidade e ainda a natureza do composto
para produzir a enzima de interesse.

Por possuirem acgucares, fibras, materiais hidrolisaveis e fermentaveis, houve um
interesse em valorizar os residuos e assim novo olhares foram conferidos a folhas, caules,
sementes, palhas, bagacos, cascas, farelos, polpas, aguas residuais e outros, tornando-se
subprodutos com valor agregado e em substituicdo de substratos comumente utilizados
(TAKEYAMA et al., 2020).

Os microrganismos, como bactérias, leveduras e bolores, sdo reconhecidos
como potenciais em producdo de lipases extracelulares (TREICHEL et al., 2010). Os
principais géneros produtores de lipases s&o fungos filamentosos, especialmente do
género Aspergillus (PENHA et al., 2016), as bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas,
Burkholderia e Staphylococcus e leveduras como a Candida, Yarrowia, Pichia, Rhodotorula
e Saccharomycopsis (LIU & KOKARE, 2017).

As lipases séo enzimas hidroliticas que catalisam a hidrélise de triacilglicerol em
glicerol e acidos graxos livres (GUPTA et al., 2004). Por isso sdo empregadas em setores
industriais distintos, como na produgdo de surfactantes, detergentes e tratamento de
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residuos ricos em 6leos e gorduras na indUstria quimica, nas ciéncias da saude compde
medicamentos, em diagnosticos, cosméticos ou antibidticos e bastante utilizada no
setor alimenticio na formulagdo de emulsificantes, conversdo de lipidios, elaboracédo de
margarinas e na produg¢do de aromas e maturagdo de queijos e embutidos carneos, no
setor ambientalpara a produgéo de biodiesel (COLLA et al., 2012). A figura 2 apresenta a
hidrélise de um triglicerideo por uma lipase.

O-COR: Lipase OH R:COOH

0-COR: +3H0 =—= OH + R:COOH

0-COR3 OH R3COOH
Triglicerideo Glicerol Acidos graxos

Figura 2 - Hidrélise de um triglicerideo por lipase convertidos em glicerol e acidos graxos.
Fonte: GOPINATH et al., 2013.

Varios autores vém propondo a utilizagao de residuos agroindustriais como residuos
popularmente chamado de torta de dendé (SILVEIRA et al., 2015), farelo de arroz (PUTRI
et al., 2020), farelo de trigo (DOBREV et al., 2018) torta do 6leo de canola (REHMAN et al.,
2019) dentre outros residuos como indutores para a produgéo de enzimas. Alguns desses

residuos estéo representados na figura 3 abaixo.

Figura 3 - Residuos agroindustriais utilizados cmo substrato para a producéo de celulases, 1- farelo de
soja, 2- bagago de cana, 3- bagaco de laranja e 4- casca de arroz.

Fonte: FARINAS et al. 2008.
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Deste modo o objetivo desse estudo € reunir e fornecer informagbes acerca de
publicagbes sobre a utilizagdo de residuas agroindustrias que foram utilizados como
substrato para producéo de lipase, identificando os principais residuos, microrganismos,
tempo de fermentacéo e a utilizagéo de indutores suplementares por meio de uma reviséo

critica da literatura, como também identificar aspectos pouco explorados cientificamente.

21 METODOLOGIA

2.1 Selecoes dos trabalhos

Este estudo trata-se um uma pesquisa quantitativa exploratéria de revisdo da
literatura utilizando a técnica de mineragdo de dados como procedimento metodolégico
objetivando um conhecimento de producdes cientificas (PEREIRA et al., 2018).

Os bancos de dados sdo um conjunto digital que contém artigos em periddico,
livros, notas técnicas, publicados com resultados das pesquisas de autores. Segundo Ruas
(2014) o processo de Extragcdo de Conhecimento em base de dados é conhecido como
KDD (Knowledge Discovery in Databases) que visa coletar dados que tenham afinidade de
interesse por assunto como também ser valido para cada dado encontrado.

Para a coleta de trabalhos publicados na literatura foram utilizados os principais
bancos de dados: Web of Science, Google Académico, Scopus, Scienc Direct, Periodico
CAPES, e PubMed. O levantamento foi realizado no periodo de agosto a setembro de
2020, no qual foram utilizadas palavras-chaves em inglés e portugués, como “Lipase”,
“Producao” e “Residuo Agroindustrial”.

2.2 Refinamento dos dados

Como critério de selecéo foi empregado: |- Data de publicagdo (2010 a 2020),
apenas artigos originais e em idioma inglés; ll-Trabalhos que informassem sobre a producéo
lipolitica sobre fermentacao em estado sélido ou submerso em residuos agroindustriais; e
llI- Informou-se também o tempo de fermentagédo e a utilizagdo ou ndo de substancias
indutoras ou para suplementacdo do meio. O critério de exclusao aplicou-se aos trabalhos

que ndo abordassem as exigéncias dos critérios de inclusao.

2.3 Organizacao dos dados e realizacao das analises

Ap6s a reunido dos artigos foi realizada uma leitura do resumo para selecionar
aquele que dispuserem de informagdes correntes com o intuito do trabalho e posteriormente
foram codificados e filtrados.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa bibliogréafica utilizada neste estudo foi baseada na consulta de trabalhos
publicados nos Ultimos 10 anos de acordo com as palavras-chaves e base de dados.

Mediante a analise dos trabalhos, foram selecionadas obras que apresentaram
resultados expressivos, utilizando metodologias de otimizagéo ou ndo, de valores maximos
de atividade lipolitica. Foram selecionadas 30 publicagbes sobre a utilizagdo de residuos
agroindustrias para a produgéo de lipase microbiana. A figura 4 apresenta a porcentagem
e origem das publicagbes selecionadas.

Dentre as 30 publicagdes selecionadas, 60% foram pesquisas realizadas no Brasil,
20% na india, 6,6% Paquistao e Indonésia, outros 3,3% na Bulgéria e Sérvia. O Brasil se
destaca como o maior gerador dentre as publicacdes selecionadas, poiso crescimento do
agronegocio, além de incentivar o desenvolvimento o torna um grande produtor de residuas
agropecuarias e agroindlstrias, seja pela perca na produgdo e também dos materiais
gerados na cadeia produtiva, tornaram-se uma fonte importante para a produg¢éo de novos
materiais (ROSA et al. 2011).

Figura 4 - Origem das publicagdes cientificas selecionadas de acordo com critérios estabelecidos.

Fonte: AUTORES, (2020).

Pelo cenario prospero varios setores industrias estdo pesquisando novas técnicas
para aproveitar e valorizar os residuos e subprodutos da agroindistria, a tecnologia
enzimatica vem utilizando esses residuos para a produgéo de enzimas de interesse industrial
e biotecnoldgico (SANTOS et al., 2018). No periodo pesquisado entre 2010 e 2020, os anos
de 2016 e 2018 foram aqueles que apresentaram um maior nUmero de publicacbes sobre o
assunto, seis e oito publicacbes respectivamente. Rosa et al. (2011), destacam o interesse
por fontes renovaveis para desenvolver e implementar processos mais sustentaveis e

apropriados para transformar biomassa em produtos valiosos, pois € uma necessidade
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na tentativa dereduzir impactos ambientais, justifica-se assim o aumento nos ultimos 10
anos em relagdo a pesquisa sobre o aproveitamento desses residuos.

3.1 Residuos agroindustriais utilizados como substratos para producao de
lipase

Uma variedade de residuos foi encontrada nas publica¢des, sendo o residuo
oriundo da obtencéo do azeite de dendé (torta) e farelo de soja os mais relatados dentre
as pesquisas ambos representando 13,3%, entretanto outros residuos merecem destaques
pela sua boa aplicabilidade como substrato como farelo de arroz que representou 10% na
pesquisa. A figura 5 ilustra a diversidade dos residuos mais utilizados pelos pesquisadores.

Figura 5 - Dimens&o dos residuos agroindustriais mais utilizados como substrato para producéo de
lipase microbiana.

Fonte: AUTORES (2021).

Os residuos do dendé séo utilizados em sua grande maioria para a alimentacao
animal principalmente para dietas de peixes em paises como a India, por apresentarem
altos valores de fibra, proteina, 6leo residual, carboidratos, cinzas e agua, ademais
representam um grande problema ambiental (PENHA et al., 2016; SARAT et. al., 2010). A
figura 6 representa a fibra do mesocarpo de dendé utilizada nos estudos de Leitéo et al.
(2012), fornecida pela Embrapa Amazénia Oriental, em Belém, PA.
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Figura 6 - Fibra do mesocarpo de dendé in natura (A) e moida e peneirada (B).
Fonte: LEITAO et al. (2012)

Dessa maneira autores como Oliveira et al. (2018), Penha et al. (2016), Silveira et
al., (2015) e Sarat et al. (2010), utilizaram os residuos provenientes da produgéo do azeite
de dendé como substrato principal para a producdo de lipases e obtiveram resultados
equivalentes a 20,7, 72,5, 15,4 e 6,4 U g de atividade maxima lipolitica respectivamente.

Em seguida, os farelos de soja (4 publicacbes) e arroz (3 publicagbes) foram
explorados por outros autores, demostrando assim, que possuem grande potencial na
producao de lipase por apresentar altos valores de proteina bruta, lipideos e carboidratos.
Autores como Oliveira (2014), Farias et al. (2015), Tombini et al. (2015), Janior et al. (2016),
Costa et al. (2017) e Putri et al. (2020), encontraram bons resultados em relacéo a atividade
maxima lipolitica destes residuos, que chegaram a 176 U g.

Por outro lado além do farelo de soja e arroz, Sarat et. al (2010) elucidam que vérias
pesquisas nos Ultimos anos vem utilizando diversos residuos agricolas, que séo renovaveis
e abundantemente disponiveis e podem contribuir com agregacéo de valor, como exemplo
a torta do 6leo de babacgu e gergelim que tém sido usados como substratos para a producéo
de lipase, comisso fica evidente a aplicabilidade de diversos tipos de residuos que podem
ser utilizados para producdo de lipase corroborando com os resultados do estudo que
selecionou 18 tipos diferentes de residuos.

Salihu et al. (2012) alertam que para a produgéo de lipase usando residuos fibrosos
requer suplementacdo denutrientes ou uma mistura de mais de um substrato ou indutores.

3.2 Microrganismos produtores de lipase

Para a producdo de lipase a utilizacdo de diversos géneros microbianos vem
aumentando nas ultimas décadas devido agrande eficiéncia que esses organismos possuem
em produzir essas moléculas (MARTINS et al., 2015). As bactérias, fungos filamentosos e
leveduras sédo capazes de produzir lipases extracelular, de modo que os dados mostram
que os fungos filamentosos representaram 70% dos estudos, seguido pelas leveduras
23,3% e bactérias 6,6%. A Tabela 1 apresenta a proporgao das espécies microbianas com
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resultados de atividade méaxima e o residuo utilizado com o substrato.

Atividade maxima

Espécie de lipase Residuo Referéncia

A. brasiliensist® 8,1 U g’ Bagaco de malte Eichler (2018)

A. candidusF&s 395,1 U g’ Farelo de licuri Farias et al. (2015)

A. nigerfes 20,7Ug" Dendé’ Oliveira et al. (2018)

A. nigerFes 72,5U g Torta de dendé Penha et. al. (2016)

A. nigerF&s 2449 U g" Semente de mangaba’ Souza et al. (2013)

A. nigerfes 163,3U g Farelo de soja* Prabaningtyas et al. (2018)

A. nigerfes 176 U mL* Farelo de arroz Putri et al. (2020)

A. nigerf&s 77U g Dendé Silveira et al. (2016)

A. nigerFes 11,6 Ug" Farelo de cacau’ Amorim et al. (2012)

A. nigerf&s 19,8 U g’ Farelo de arroz Costa et al. (2017)

A. oryzae e 4 . . .

japonica*ss 25Ug Mamona Jain e Naik (2018).

FBSaC//Ius subtilis 15,9 U mL" Pesca” Aguiar et al. (2018)

Bacillus subtilis™ 4,9 U mL" Oleo de cozinha Suci et al. (2016)

Ig;and/da Rugosa 224U g Torta de gergelim Rajendran e Thangavelu
(2013).

FCSand/da rugosa 12,3 U mL! Melago de soja’ Junior et al. (2016)

Candida utilisna o5 |y o Torta de azeite Moftah et al. (2012)

Cryptococcus 4 = Thirunavukarasu et al.

sp. FES 753Ug Semente de algodao (2016)

G. candidumss 294 U g Torta de milho Ferreira et al. (2020)

Metarhizium 4 R

anisopliae ¥ 4,4 U mL Bagaco de babacu Ferraz et al. (2020)

Qschrysogenum 38 U mL" Residuos de graxa Kumar et al. (2011)

P. crustosum ™S  136,1 U g’ Farelo de arroz Oliveira et al. (2014)

P. notatum F&8 5335 U g Torta de canola Rehman et al. (2011)

P

simplicissimum 155,0 U g’ Mamona’ Godoy et al. (2011)

FES

Penicillium sp F&¢ 73,8 U L™ Farelo de soja’ Tombini et al. (2015)

Pleurotus 4

ostreatus FES 3256 U g Torta de canola Rehman et al. (2019)

Rhizopus 4 ;

arrhizus FES 1021,8Ug Farelo de trigo Dobrev et al. (2018)

lezopus oryzae 965Uy g’ Farelo de trigo’ Garlapati & Banerjee (2010)
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Yarrowia

lipolyticaes 139U g Torta de soja’ Farias et al. (2014)
/’I.fg oars 3,5 U mL" ii"r’]‘ge;‘fes € cascas de  pgrair et al. (2019)
Egg&%‘z FES 185U g"’ Torta de dendé Sarat et al. (2010)

Tabela 1 - Espécies microbianas produtoras de lipase em diferentes residuos agroindustriais e seus
valores de atividade maximalipolitica.

FS: Fermentagdo submersa; FES: Fermentagéo no estado sélido; * Residuos suplementados com
indutores no meio. Fonte: Autores (2021).

Dentre os fungos filamentosos, o Aspergillus foi o género mais encontrado nas
publicagcbes totalizando 36,6% seguido pelo género Penicillium (20%) e em especial a
espécie A. niger que foi estudada por 8 pesquisadores. Essa espécie é bastante conhecida
e utilizada para a produgao de lipase e outros tipos de enzimas extracelulares, comparada
as bactérias, por exemplo, possuem propriedades fisiologicas, bioquimicas e enziméticas
que proporcionam suportar e se adaptar em residuos com baixa umidade crescendo
facilmente (SANTOS et al., 2018), tal motivo pode explicar a afinidade dos pesquisadores
na escolha de géneros de fungos filamentosos.

Mesmo sendo o mais estudado dentre os microrganismos o Aspergillus néo foi o
microrganismos mais eficaz na produgéo de lipases. Utilizando a torta do 6leo de canola
Rehman et al. (2011) relatam a producdo de 5335 U g por Penicillium notatum. Vale
ressaltar que os mesmos autores, em outra publicagéo no ano de 2019 utilizando o mesmo
substrato, porém a espécie Pleurotus ostreatus, encontraram valores expressivos de 3256
U.g', tornando-se assim os maiores valores de produgéo de lipase encontrada dentro das
publicacbes selecionadas.

Entre as leveduras destacam-se os géneros Candida e Yarrowia que usualmente
séo empregadas para produgao de lipase, utilizando residuo da torta de 6leo de gergelim
Rajendran e Thangavelu (2013) encontraram 22,4 U g utilizando Candida rugosa. Ja
Farias et al. (2015) encontraram 139 U g por Yarrowia lipolytica em torta de soja como
substrato sendo assim o maior valor para as leveduras estudadas nas publicagdes.

A espécie Bacillus subtilis foi a Unica espécie de bactéria relatada em 2 publicactes
produzindo valores de 4,9 U mL"" por Suci et al. (2016), em residuo de éleo de cozinha e 15,9
U mL" por Aguiar et al. (2018), em residuos de pesca.

Na literatura, os fungos filamentosos Rhizomucor meihei, Rhizopus oryzae,
Pencillium camberti, Aspergillus niger, Penicillium simplicissimum, Trichoderma viride,
Colletotrichum gloeosporioides, as leveduras Candida rugosa, Yarrowia lipolytica, Candida
antarctica Geotrichium candidum e as bactérias Pseudomonas cepacia Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Bacillus thermocatenulatus,

Staphylococcus hyicus, Staphylococcus aereus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
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strains e Bacillus subtilis sdo os mais reportados como bons produtores de lipase (RAMOS-
SANCHEZ et al., 2015; MESSIAS et al., 2011; KUMAR et al., 2011; VAKHLU, 2006). De
modo geral fungos filamentos e levedura sdo mais promissores para produgao de lipase,
entretanto como pode ser visto a exploragéo de espécie conhecidas se tornou corriqueira
e repetitiva, faz-se assim a necessidade de busca e exploragdo de novos microrganismos
selvagens que possam ser investigados quanto a producdo de lipase utilizando os

substratos mais promissores como residuos de dendé, farelo de soja e arroz.

3.3 Tempo de fermentacéo e indutores

Um dos critérios para selecao dos trabalhos foi verificar o tempo de fermentacao e a
utilizagdo ou ndo de substancias indutoras ou para suplementacédo do meio.

Em relagédo ao tempo, as fermentagdes variaram em um periodo de 20 a 336 h,
e o tempo de 48 h foi utilizado por 7 pesquisadores. O tempo de incubacdo é um fator
importante para a produgao de lipase extracelular, pois em periodos de incubagéo longos, a
atividade da lipase diminuiu, o que pode ser devido ao esgotamento de nutrientes, acumulo
de produtos finais téxicos e a mudanga no pH do meio, ou perda de umidade (SARAT et
al., 2010).

Varios pesquisadores relataram diferentes periodos de incubacéo para a produgao
ideal de lipase. A atividade maxima da lipase foi alcangada ap6s 48 h de incubacado por
Penha et al. (2016), com A. niger. Rehman et al. (2019) relataram a atividade maxima da
lipase por Pleurotus ostreatus IBL-02 ap6s 72 h de incubagé@o usando torta de 6leo de
canola como substrato e suplementando com glicose e ureia. Em outro estudo, a atividade
maxima da lipase por Aspergillus niger ocorreu apdés 120 h de incubagcédo (PUTRI et al.,
2020). Moftah et al. (2012), obtiveram produgédo maxima de lipase por Candida utilisna ap6s
120 h de incubagéo.

A obtencédo das enzimas pode ocorrer principalmente via fermentagcdo em estado
solido (FES) ou em fermentagéo submersa (FS). A maioria das pesquisas foram conduzidas
em FES 73,3% e 26,7% foram experimentos realizados em fermentagédo submersa. A FS
caracteriza-se pela auséncia de agua livre, porém, o substrato deve possuir umidade
suficiente para suportar o crescimento e o metabolismo dos microrganismos, esse tipo
de fermentacdo apresenta algumas vantagens como ambientes mais proximos do habitat
natural, serve como suporte para crescimento das células microbianas disponibilidade, fonte
alternativa com baixo valor comercial, caracteristicas fisicas e quimicas que favorecem o
crescimento de varios microrganismos, maior distribuicdo de oxigénio, menos problemas
operacionais, equipamento e sistema de controle mais simples (RAMOS-SANCHEZ et al.,
2015; FERREIRA et al., 2011; PINTO et al., 2005), o que afirma a escolha dos autores
selecionados por esse tipo de fermentagdo nos seus experimentos. Oliveira et al. (2013),
reportam que os fungos tém maior aptiddo em FES pela similaridade de seu ambiente

natural, enquanto bactérias e leveduras, devido ao seu carater unicelular ter maior
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habilidadeem absorver nutrientes do meio.

Assim, observou-se que o processo de FES utilizando residuos agroindustriais pode
se tornar uma tecnologia vantajosa, pela conversao destes residuos em produtos de alto
valor agregado, como as enzimas (FERREIRA et al., 2011).

Durante a fermentagéo alguns parédmetros ambientais sdo utilizados por diversos
autores para otimizacédo do processo como umidade, pH, temperatura e atividade de 4gua.
Indutores do meio de cultivo é outro parametro bastante empregado para testar o aumento
da eficiéncia dos microrganismos em produzir enzimas de interesse.

O azeite de oliva vem sendo a principal matéria-prima utilizada como indutora na
producdo de lipase, entretanto produzir lipases em escala industrial utilizando azeite de
oliva como indutor sendo ele um produto de alto valor, pode ocasionar um aumento do
valor do produto final, assim diversas pesquisas buscam suplementar os meios de cultivo
com indutores mais baratos (OLIVEIRA et al., 2013). A figura 7 apresenta as publicagbes na
qual se utilizou ou ndo indutores no meio de cultivo para potencializar a produgéo de lipase.

Figura 7 - Proporgéo das publicacées em relagéo a utilizagcao de indutores.
Fonte: AUTORES (2021).

Dentre as 30 publicacdes foi possivel verificar que 14 (46,3%) delas os autores
nao utilizaram nenhum tipo de indutor para suplementagcdo do meio, ou seja, os residuos
agroindustriais por si s6 foram subtratos eficintes nutricionalmente para os microganismos,
entretanto € possivel verificar a utlizagdo de azeite de 6liva em quatro publicagdes para
induzir a produgdo enzimatica como também a utilizagdo de fontes de nitrogénio como
sulfato de amobnio, extrato de levedura e cloreto de amonio, solugao de sais.

Na maioria dos experimentos conduzidos pelos autores selecionados as maximas
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atividades lipoliticas foram encontradas quando se utilizou os indutores supracitados.
Excluindo-se o azeite de oliva pelo seu auto valor , fontes de nitrogénio como uréia e
sulfato de amoénio torna-se um promissor indutor, diversos autores como Guedes et al.
(2020), Penhaet al. (2016) e Sarat et al. (2010) verificaram que tal composto contribui
significadamente para producéo de lipases por microrganismos, mostrando a importancia
da suplementacéo de uma fonte de nitrogénio ao meio. Penha et al. (2016), relata que ap6s
a adicéo do sulfato de amoénio teve um aumento de 47,5% a atividade lipolitica e Sarat
et al. (2010), verificou os efeitos de diversos fontes de nitrogénio como ureia, peptona,
extrato de malte, extrato de levedura, sulfato de aménio e NH,H,PO, indicando que eles
sdo significativos mas que, utilizando um planejamento experimental de Plackett-Burman, a
ureia foi considerada altamente significativa para a produgéo de lipase. Pereira et al. (2019),
teve seu melhor resultado na producédo enzimatica suplementando o meio com o extrato de
levedura uma vez que € uma fonte de nitrogénio, bem como uma fonte de vitamina. Ramos-
Sanchez et al. (2015), sugerem que a adi¢ao de fontes de nitrogénio orgéanicos como ureia
e hidrolisado de caseina tenha um aumento significativo na producéo de lipase.

Em alguns casos, a adi¢éo de varias fontes de nitrogénio, carboidratos e indutores ao
substrato ndo resultou em nenhum aumento significativo na sintese de lipase, evidenciando
que, determinados substratos agroindustriais séo suficientes para apoiar o crescimento
celular e a producédo de lipase em alto rendimento como pode ser observado nos
trabalhos deRehman et al., (2019) em torta de 6leo de canola, Putri et al. (2020) com farelo

de arroz.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

O Brasil detém uma forte economia voltada ao agronegécio, gerando inUmeros tipos
de residuos agroindustriais se destacando como principal gerador de publicagbes para a
producao de lipase utilizando residuos agroindustriais. Os residuos oriundos da obtencéo
do azeite de dendé, farelo de arroz e soja foram os mais estudados como substrato.

O microrganismo mais utilizado para a producéo de lipase foi 0 A. niger. Os trabalhos
selecionados utilizaram em maior proporgao a fermentagdo no estado sélido e a maioria
das fermentagdes foram conduzidas no tempo de 48 h. Diversos residuos por si s6 foram
promissores para a producdo de lipase entretanto a suplementacdo do meio com fontes
lipidicas e principalmente de nitrogénio organico aumentaram significadamente a produgao
de lipase, utilizar residuos agroindustrias e suplementar o meio com indutores com precos
mais baixos, além de potencializar a produg¢éo pode tornar assim o produto finalmais barato.
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RESUMO: Na nova Epoca Geoldgica do
Antropoceno, o mundo integrado pelo turismo,
transporte e comércio internacional, impulsiona
a movimentacdo de espécies pelo globo. As
espécies exéticas invasoras, um dos piores
vetores de mudanca, ameacam a diversidade
biolégica e desequilibram os servigcos ambientais
de provisado, regulagdo e cultural. A populagédo
humana, por ser a grande dispersora, torna
a divulgag@o cientifica e conscientizagdo de
extrema relevancia e urgéncia. Nesse sentindo,
com o aumento do acesso a tecnologia e a
crescente demanda por podcasts sobre ciéncia,
cuja atividade ainda é incipiente, esta pesquisa
teve por objetivo, impulsionar a populariza¢do
da ciéncia sobre as espécies exéticas invasoras
brasileiras através do podcast, a partir da criagao
de roteiros cientifico-criativos pela metodologia
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do edutretenimento e sciencetelling. Os
resultados obtidos foram a criagdo do podcast
“Ecoceno” com a série “Exdticos&lInvasores”.
A estrutura da série apresentou episdédios com
0 objetivo de explorar as espécies exoticas
invasoras prioritarias no Brasil, seis roteiros foram
produzidos, dentre eles, trés foram gravados,
editados e publicados. A producédo de audio de
boa qualidade exige investimento na técnica
e nos equipamentos de gravacdo e edicdo, o0s
efeitos sonoros sdo imprescindiveis para criar
a atmosfera e o cenario narrado. O esforco de
roteirizac&o otimizou a quantidade de tentativas
de gravacdo, aumentou a clareza e a coeséo das
informagdes. O sciencetelling e edutretenimento,
a partir do estabelecimento de assunto-chave
e do pano de fundo facilitam a produgcdo de
conteudo ludico e multidisciplinar que conte
ciéncia para publico nao especializado.
PALAVRAS-CHAVE: Espécies invasoras;
popularizagéo cientifica; Antropoceno; ensino de
ciéncias; conservagéo.

INVASIVE EXOTIC SPECIES: SCIENTIFIC
COMMUNICATION STRATEGY IN
PODCAST OF SCIENCETELLING AND
EDUTAINMENT

ABSTRACT: In the new Anthropocene Geologic
Epoch, the world integrated by tourism, transport,
and international trade, drives the movement of
species across the globe. Invasive alien species,
one of the worst drivers of change, threaten
biological diversity and unbalance environmental
services like provision, regulation and cultural.
The human population, being the great disperser,
makes scientific disclosure and awareness of
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extreme relevance and urgency. In this sense, with the increase in access to technology and the
growing demand for podcasts on science, whose activity is still incipient, this research aimed
to boost the popularization of science on Brazilian invasive alien species through the podcast,
from the creation of scientific-creative scripts through the methodology of edutainment and
sciencetelling. The results obtained were the creation of the podcast “Ecoceno” with the series
“Exoticos & Invasores”. The series structure featured episodes to explore priority invasive
alien species in Brazil, six scripts were produced, among them, three were recorded, edited,
and published. The production of good quality audio requires investment in the technique
and equipment of recording and editing, sound effects are essential to create the atmosphere
and the scenario. The scripting effort optimized the number of recording attempts, increased
the clarity and cohesion of the information. Sciencetelling and education, based on the
establishment of a key subject and the background, facilitate the production of playful and
multidisciplinary content that tells science to non-specialized audiences.

KEYWORDS: Invasive species; science popularization; Anthropocene; science teaching;
conservation.

11 INTRODUGAO

A alta diversidade de habitats e componentes bidticos e abibticos da Terra se reflete
em diferentes tipos e disponibilidades de recursos para as inUmeras espécies existentes,
gerando diferentes pressoes e limitagdes ambientais. Portanto, as pressdes impostas pela
diversidade de ambientes em cada espécie influenciam na sua distribuicdo e abrangéncia
geografica (RICKLEFS & RELYEA, 2016). A diversidade biologica é influenciada por
processos naturais de dinamica populacional, como especiagéo, extingdo e a dispersédo
de longa distancia (CRACRAFT, 1994). A dispersao de individuos pode ocorrer de forma
espontanea ou por pressao de recursos, como a busca por alimento, abrigo, territério, ou
por fatores biolégicos como a competicdo e a fuga de predadores (RICKLEFS & RELYEA,
2016).

No Antropoceno, o homem passou a atuar diretamente na evolugéo, dispersao e
extincdo em massa de espécies. A interferéncia humana na distribuicdo e abrangéncia
natural das espécies esta induzindo grandes deslocamentos para areas fora de sua
ocorréncia natural, levando ao declinio da biodiversidade, incluindo a extingdo de espécies
nativas (STEFFEN et al., 2011; BELLARD et al 2016).

A movimentagao de espécies pelo homem aumentou ainda mais com a globalizagéo,
o mundo integrado pelo turismo, transporte e comércio internacional. Aforma com que estas
espécies sao transportadas € um elemento-chave de gestdo e prevencgdo das invasoes,
podendo ocorrer de forma proposital ou acidental. A forma proposital esta associada ao
suprimento das necessidades humanas, podendo ser nos setores de cosméticos, religioso,
alimenticio, paisagistico, econémico etc. Ja a forma acidental de introdugéo seria sem a
vontade do homem, como 0s animais que sdo trazidos por acaso incrustados nos navios
ou pelas aguas de lastro dos mesmos (PADAYACHEE et al., 2017).

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 15 “



O processo de dispersao das espécies para longas distancias, aliado ao sucesso
de seu estabelecimento no novo territério, manutencdo da prosperidade na reproducéo
e aquisicao de recursos, pode ser considerado como algo dificil e até complexo, tendo
em vista que sdo necessarias constantes superacdes de barreiras bibticas e abibticas do
novo ambiente que se distinguem de seu local de origem. Novas relagdes interespecificas
serdo formadas, novos recursos alimentares serdo encontrados e diferentes condicbes
fisicas como a temperatura, umidade e luz, por exemplo. Caso obtenham sucesso e
assim consigam se estabelecer e proliferar no novo ambiente passam a ser consideradas
espécies introduzidas ou espécies exoticas (EE).

A espécie exética (EE) €& a “espécie, subespécie ou taxon de hierarquia inferior
ocorrendo fora de sua area de distribuicdo natural passada ou presente”, enquanto a espécie
exotica invasora (EEI) é definida como “a espécie exética cuja introdugdo e/ou dispersao
ameacam a diversidade biolégica” (BRASIL, 2018). Portanto, a ameaca a biodiversidade
pelas EEI ocorre devido as diferentes relagbes ecoldgicas interespecificas que podem
ser estabelecidas com as espécies nativas, como a competicéo por recursos locais como
a agua, comida e espago, predacédo das espécies nativas ou como vetores de doengas.
Devido as caracteristicas do Antropoceno de globalizagdo e movimentagéo pelo globo em
massa, as taxas de introducdo de espécies invasoras aumentaram consideravelmente
desde 1950, onde 37% teriam sido introduzidos apenas entre os anos de 1970 e 2014
(WWF, 2020). Apesar das EEI afetarem diversos taxons, o grupo animal estd em destaque
(BELLARD et al 2016), tais dados contribuem para a classificagéo das invasdées como uma
das maiores causas de extingdo do globo (IUCN, 2021). O impacto gerado € o suficiente
para coloca-las como um dos cinco piores vetores de mudanca junto dos temas “mal uso do
solo”, “mudancas climaticas”, “superexploracéo” e “poluicdo” (WWF, 2020).

A “Estratégia e Plano de A¢do Nacionais para a Biodiversidade” apresenta 397
espécies exdticas com potencial invasor e 58 espécies ja consideradas como invasoras,
totalizando 448 espécies, destacando as principais EEIl do grupo animal como o coral-sol
(Tubastraea coccinea e T. tagusensis), Caracol-gigante-africano (Achatina fulica), Mexilh&o-
dourado (Limnoperna fortunei) e a tilapia (Oreochromis niloticus). Ja foram identificadas
365 espécies exobticas potencialmente invasoras no Brasil, dentre elas 46% flora e 54%
fauna (MMA, 2019).

O uso da tecnologia tem crescido nos ultimos anos, e apresentou aumento no
numero de dispositivos, usuarios, softwares, tematicas e propésitos, trazendo uma larga
gama de possibilidades de comunicacéo e interatividade. A base ativa de uso de dispositivos
digitais no Brasil € de 424 milhdes, resultando na propor¢éo de 2 dispositivos por habitante,
do total, 190 milhdes (44%) correspondem aos computadores e 234 milhdes (56%) aos
smartphones (FGV, 2020). A transicéo da linguagem cientifica para uma comunicagdo com a
sociedade deve adquirir aspectos do texto jornalistico, apesar de néo ser facil, é de extrema
importancia para manter o interesse do publico e conseguir atingir o pleno entendimento e
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conscientizagao da questao abordada (AMER, 2020). O podcast jornalistico-cientifico pode
apresentar diferentes categorias baseados na estruturacao de seu texto, como modelo de
entrevista, narragdo monologada e reportagens sonorizadas (AMER, 2020).

Cientistas acostumados a utilizar os jargdes da &area e a entender facilmente
conceitos complexos precisam adequar seu texto para divulgacdo. A adequacgéao para texto
jornalistico apresentou bons resultados quando realizada de forma simples, sem jargdes,
sentencas curtas e em topicos. A indicacéo é para comecar pensando “como vocé contaria
essa histéria para um amigo através da linguagem informal” (AMER, 2020).

O podcast esta em crescente demanda, e com mais pessoas com acesso aos audios
MP3, softwares de produ¢éo de audio de baixo custo ou gratis somam-se com o aumento
dos weblogs para impulsionar o estilo radio amador. O nimero de ouvintes de podcasts
2019 de 17,3 milhdes obteve aumento para até 34,6 milhdes de ouvintes em 2021, com
70,3% de aumento na producgdo de podcasts em portugués (ABPOD, 2021). Em pesquisa
anterior de 2019-2020, resultados comparativos apontam os podcasts sdao consumidos
majoritariamente pelo aplicativo Spotify e que houve aumento de 9,1% da preferéncia por
temas cientificos (ABPOD, 2020).

Entretanto, o uso educativo no Brasil ainda é escasso, com baixo aproveitamento
pelo ensino formal. Apesar do pouco uso se comparado com outros paises, a ferramenta se
mostra como um instrumento democratico de livre acesso e amplificador da comunicacao
cientifica (FREIRE, 2017), como ocorre em podcasts como CienPodere, Ciéncia USP,
SciTalk, Radio Escafandro e Dragbes de Garagem, que atuam na divulgacéo cientifica e
popularizagéo da ciéncia.

A disponibilizagdo dos audios no formato “on demand”, ou seja, acessado quando
a pessoa desejar em qualquer hora e lugar, e por diferentes publicos, pode ser usada
como uma ferramenta livre de aprendizado ou estar vinculada por professores as aulas
presenciais ou a distancia, tornando-se uma forte estratégia para o engajamento das
pessoas sobre um tema, tanto no ensino formal quanto o ndo-formal. A Estratégia e Plano
para a Biodiversidade destacam a necessidade de tracar estratégias de comunicagéo
externa em diferentes setores, dentre eles temos o segmento educacional envolvendo
professores e alunos do Ensino Fundamental até o nivel Superior. Tal comunicagcéao devera
estar atrelada a produgéo e disseminagdo do conhecimento, popularizagdo da ciéncia e
proposicao de acdes para aumentar o engajamento dos brasileiros (MMA, 2017). Além da
andlise do podcast como instrumento de informacéo, devemos nos atentar & metodologia
de construcgdo de roteiro, que ira adequar o contetdo conforme o publico-alvo.

Mello (2019) sugere que a divulgagéo cientifica e popularizagéo da ciéncia através
de conteldos radiofénicos pode ser mais eficiente quando utilizados audios com textos
cientificos criativos criados com edutretenimento na forma de contagéo de historia cientifica.
Dessa forma, inspirado ainda nas praticas da National Geographic Society, & sugerido
aplicar a produgéo radiofénica um carater de sciencetelling, em que o conhecimento
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cientifico pode ser difundido na forma de histérias que tenham o cotidiano como pano
de fundo. O sciencetelling é, portanto, uma adaptacéo do “storytelling” (do inglés, “contar
historias”), caracteristico da linguagem cinematica que traz um roteiro de histéria onde os
fatos cientificos s@o pulverizados em temas cotidianos, em uma narrativa mais préxima da
realidade dos ouvintes. Mello (2019) estabelece esse tipo de construcdo textual narrativo
de divulgagao e popularizagdo da ciéncia na criagdo de um programa de radio. Uma vez
que os podcasts sdo um tipo de conteudo radiofénico de linguagem mais acessivel, €
possivel utilizar o edutretenimento e o sciencetelling para divulgar ciéncia nesse tipo de
audiocontetdo. O edutretenimento apresenta a educagcdo somada ao entretenimento
do publico, como a inser¢éo de questdes divertidas e que potencializem as discussbes
(MELLO, 2019).

O presente estudo se justifica porque o sciencetelling com edutretenimento é
uma ferramenta metodoldgica de producao textual ainda recente e que pode, através da
aplicagdo em podcast, impulsionar a populariza¢éo da ciéncia, neste caso, sobre Espécies
Exoticas Invasoras no Brasil. O objetivo do presente estudo é apresentar uma metodologia
de popularizacdo da ciéncia na forma de Experiéncia Midiatizada de Escuta (EME), a partir
da criacéo de textos cientificos criativos sobre as espécies exoéticas invasoras brasileiras,
seguindo a metodologia do edutretenimento e sciencetelling. Os contetudos criados
objetivam a divulgagéo cientifica e a conscientizagdo ambiental acerca das espécies
exoticas no Brasil.

2|1 MATERIAIS E METODOS

A selecdo das espécies exdticas invasoras prioritarias baseou-se na
representatividade, maior conhecimento cientifico e maior presenca em Unidades de
Conservacdo Federais apresentadas tanto no “Guia de orientagdo para o manejo de
espécies exoticas invasoras em Unidades de Conservagao Federais” (ICMBio/MMA, 2019),
seguindo Guimaraes (2015), buscando a sele¢ao de diferentes grupos biolégicos e formas
de introdugéo no territorio brasileiro.

A criacdo de roteiro seguiu a metodologia do Edutretenimento e sciencetelling
proposta por Mello (2019), para criagdo de textos cientificos criativos, utilizando uma
teméatica de conhecimento geral como pano de fundo para trazer o conhecimento académico
relativo a espécie exotica invasora. Os roteiros dos episodios seguem uma formatagéo para
producgdes radiofdnicas (incluindo podcasts).

Os audios foram gravados no computador a partir do aplicativo Filmora utilizando
uma interface com o Microfone Cardi6éide modelo Fifine K670 USB com monitoramento
ao vivo de voz. Apbs a gravagdo de audio bruto, a atmosfera e a imersdo no contetdo
foram realizadas a partir da edi¢cdo dos audios através do Wondershare Filmora X (Build
10.0.0.94) com ainsergéo dos efeitos sonoros previstos em roteiro a partir do site FreeSoud,
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plataforma de sons com Licengas Creative Commons. Por fim, a disponibilizagdo gratuita
do contetdo editado foi através do aplicativo Anchor, com distribuicdo na plataforma
Spotify. Os episodios gravados a partir dos roteiros foram disponibilizados no link https://
bityli.com/5ylh3

31 RESULTADOS

O presente trabalho resultou na proposta de série de podcast com uma introdugéo
e 10 episodios, onde cada epis6dio aborda uma espécie exética invasora prioritaria como
foco central para criagdo dos roteiros cientificos-criativos com linguagem adaptada ao
sciencetelling e edutretenimento. As espécies listadas foram organizadas conforme o ano
de introdugéo em territério nacional, do mais antigo para o mais recente (Tabela 1). O canal
de podcast criado foi chamado de “Ecoceno”, disponivel no link https://bityli.com/5ylh3. O
podcast tem contetudos de audio em formato ludico e cientifico, reunindo informagdes sobre

algumas das espécies exéticas invasoras prioritarias e suas formas de introdugéo no Brasil.

- Nome Nome Origem Ano de
o
N Tematica cientifico comum evolutiva introducao
0 Introducéo ao tema espécies exoticas invasoras
1 Grandes navegacgdes RattL_Js Ratazana Asia 1500<
norvegicus
A cultura dos Pets Canis lupus = América do
2 (parte 1) familiaris. Cées Norte 1500<

A cultura dos Pets Felis silvestris

3 (parte 2) satus Gatos Atrica 1822<
- N Mico-
4 Traﬁ(S:icI)vc(iZt?en;mals Callithrix spp estrela/ Brasil* 1900<
Sagui
. - Poecilia Guppy/
5 Perigo dos aquarios reticulata Lebiste Venezuela 1922
) ) Asia e
6 Criadouros e a Caga Sus scrofa Javali Europa 1960
Litopenaeus bci 2?;%%_ Oceano
7 Aquicultura vg;g‘rai,rﬂz/ pacifico/ PAag;EC:/ 1980<
carpio &?;%?;l Europa
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- . Tubastraea Oceano
8 Bioincrustagéao SOp. Coral-sol Pacifico 1980<
A Limnoperna Mexilhdo- ‘.
9 Agua de lastro fortunei dourado Asia
Alimentag&o e o falso Caracol- ;
10 escarqot Achatina fulica gigante- Africa 1988
9 africano

Tabela 1 — Lista de episédios do podcast Ecoceno, baseados nas EEI da fauna presentes em Unidades
de Conservacao Federal.

A partir da proposta da estrutura do podcast, foram produzidos roteiros radiofénicos,
onde o primeiro é o trailer de apresentacéo da série e 0s seguintes séo o0s episodios
tematicos. Os roteiros produzidos foram gravados e editados pelo software Wondershare
Filmora X, publicados no aplicativo Anchor e disponibilizados na série “Exéticos e Invasores”
no Podcast Ecoceno (https://bityli.com/5ylh3).

O Anchor distribuiu os episodios para 8 aplicativos de “streaming” digital: Spotify,
Apple Podcasts, Breaker, Castbox, Google Podcasts, Overcast, Pocket Casts e RadioPublic,
onde qualquer atualizag@o pelo Anchor é replicada automaticamente todos os aplicativos

signatarios em até 24 horas.

41 DISCUSSAO

A producéo de podcasts com o objetivo de divulgacgéo cientifica, conforme proposto
no presente trabalho, demanda a anélise dos seguintes aspectos fundamentais: a técnica
utilizada para a gravacgéo, edicdo do audio e insercdo de efeitos sonoros, assim como,
a habilidade e responsabilidade de traduzir e contar ciéncia para publico diverso a
partir da técnica de estruturacéo de roteiro cientifico-criativo. Aliado a edicdo do audio,
outra estratégia técnica que visa aumentar o envolvimento do ouvinte e principalmente
potencializar a experiéncia e a imersao no cenario criado € a insercéo de efeitos sonoros.
Estes pequenos audios contribuem na criagdo de uma atmosfera, trazendo emocdes,
lembrangas e associa¢des durante a escuta. Por ser um produto radiofénico, a atencéo ao
som € essencial para causar uma experiéncia mais imersiva do ouvinte.

Para publicacdo do podcast, foi selecionado o aplicativo Anchor devido a maior
praticidade, ao design simples e voltado para criacao especifica de podcast. A possibilidade
de utiliza-lo para criagao do canal aliado a capacidade de divulgacgéao para diversos aplicativos
conectados traz muita velocidade e padronizacdo para o produtor. As alteragbes feitas no
Anchor atualizam automaticamente em até 24 horas todos os aplicativos signatarios, com a
possibilidade de inclusédo de outras plataformas como Apple Podcasts, Castbox e Overcast.
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A divulgacdo em podcast apresenta-se como um solo fértil para trabalhos cientificos,
devido a grande tendéncia do ser humano tecnolégico em buscar as respostas para todas
as suas questdes através destas plataformas. O numero de usuarios de plataformas que
exploram a experiéncia midiatica de escuta (EME) é cada vez mais alto e a producgéo de
conteudo cientifico neste formato é incipiente, principalmente tratando-se de contetudo na
Lingua Portuguesa. Os episodios abordaram as formas de introdug¢éo, o relacionamento
das espécies com o homem e seus impactos ambientais em territério nacional.

A invasédo biolégica é um desequilibrio ambiental gerado pelo homem, devido ao
avancado sistema de transportes capaz de realizar grandes deslocamentos de espécies
para novos paises e ecossistemas, tanto de forma intencional, como n&o intencional. O
acesso a informacéo podera mitigar o descuido e desatengao, além de aumentar possiveis
propostas de controle das introducbes biol6gicas (BRASIL, 2018). Dessa forma, a
educacao podera proporcionar a reavaliacado de agdes simples e cotidianas que provocam
a introdugé@o das espécies exoticas, como a liberagdo de peixes ornamentais nos rios,
alimentagédo dos saguis, abandono de gatos e caes em areas protegidas e aquisi¢cdo de
espécies silvestres ilegalmente.

A producéo de um contetido educativo exige grande responsabilidade com relagédo
a veracidade e atualizacdo das informagdes. A atual era da comunicacdo e do mundo
online globalizado, apresenta aos educadores a chance de produzirem diversos contetdos
educativos, informativos que auxiliariam na conscientizacdo da populagéo.

Tratando-se especialmente da producdo de podcast cientifico, existe uma etapa
crucial de triagem das informacdes, analise técnica e critica. A relevancia desta etapa
justifica-se pela necessidade de garantir a veracidade e atualizagdo das informacdes,
evitando-se distor¢des e a disseminagéo das fake news.

Professores e pesquisadores das areas bioldgicas raramente buscam o
desenvolvimento na roteirizagdo, comumente considerada como um assunto relacionado as
ciéncias Humanas. A Base Nacional Comum Curricular (BNCC, 2018) prevé somente para
a disciplina de Lingua Portuguesa, do Ensino Fundamental ao Médio, o desenvolvimento do
campo jornalistico-midiatico. Nesta disciplina sdo trabalhadas a ética e a responsabilidade
durante a producédo de contetdo e ap6s o planejamento. Na execugdo do podcast, a
habilidade de apresentacéo oral dos alunos é desenvolvida. A seguir, sdo apresentadas
duas habilidades na disciplina de lingua portuguesa aplicada a roteirizagéo de podcast.

Roteiros baseados na metodologia de contagéo de ciéncia (sciencetelling) estimulam
a abordagem de diferentes disciplinas e areas de estudo dentro dos scripts cientificos pode
ser uma 6tima estratégia para envolver os ouvintes. Na série “Exéticos&Invasores” muitos
aspectos histéricos foram trazidos, como as grandes navegacgdes, a colonizagcdo dos
europeus na ameérica do norte, a crescente fértil no oriente médio. Aspectos econémicos
como a quantidade de dinheiro perdido com a presenca dos ratos em plantacbes de arroz,
dinheiro movimentado no trafico de animais silvestres no Brasil e no mundo, investimento
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em captura e castracdo de gatos e caes. Por fim, aspectos geograficos marcantes como a
distribui¢c@o natural e artificial de espécies e os efeitos artificiais da globalizagéo.

Podemos destacar, além dos conhecimentos tradicionais escolares, a estratégia
de criar associagcbes entre a ciéncia e os conhecimentos empiricos mais comuns. A
aproximagao dos ouvintes a partir de possiveis experiéncias prévias, pode ser vista no
episodio 2 sobre os cdes em que traz a vivéncia de ter um cdo que rouba comida, corre
atras dos pombos, come lixo (conhecimento empirico) com as informacdes de que € um
animal cagador que leva suas presas a exaust@o e generalista (conhecimento cientifico).
De forma geral, a estrutura de base montada para desenvolvimento da narrativa € a escolha
de um tema-chave e um pano de fundo. Os roteiros, produzidos para a série apresentam
a finalidade de conscientizacéo sobre as espécies exoticas invasoras prioritarias no Brasil.
Portanto, para cada episédio é narrada sua histéria de invasdo como assunto-chave e
como pano de fundo, a relagédo estabelecida com o homem.

A definicdo do assunto-chave dos epis6dios pode ser dividida em duas perguntas:
“Qual a espécie invasora?” e “O que a fez ser invasora, tem algum diferencial?”. Enquanto
o pano de fundo apresenta a contextualizagédo do assunto-chave com assuntos do cotidiano
€ essencial para estimular a curiosidade e engajamento do ouvinte, buscando criar ligagbes
tais quais “Como foi introduzida” “Quando” e “Onde”, ou seja, a perspectiva histérica,
geografica e econdmica do processo de introdugédo no ecossistema ou pais.

Por meio destas diretrizes, a construgdo do episodio sobre o Rattus norvegicus foi
feita. O assunto-chave apresenta dados de reproducéo rapida, alimentagdo oportunista,
comportamento de agressividade, territorialista e competidor. Com relagédo a associacao
com o homem, foi explorado como pano de fundo o periodo histérico das grandes navegagtes
e a contaminaga@o das embarcacdes, o marco da peste negra e a atual associagdo aos
grandes centros urbanos. Considerando as diferentes competéncias e habilidades
trabalhadas pela metodologia de contar ciéncia de forma entretida, a exigéncia constante
de andlise critica, criatividade, assim como a grande possibilidade de desenvolvimento da
multidisciplinaridade, torna esta pratica muito rica.

Apesar de ter sido aplicado em contexto de criagédo de audio, ela podera ser utilizada
em outros contextos como em audiovisual, praticas escritas como publicagdo de colunas
e outros textos, assim como presencialmente. Contar histérias de forma divertida pode ser
uma O6tima estratégia para ativistas ambientais chamarem a atencédo do publico leigo. A
aplicacéo e avaliagdo da metodologia de sciencetelling e edutretenimento como estratégia
de ensino ludico nas escolas é recomendada. Os professores podem criar seus textos
como material de ensino ou sugerir que os alunos produzam seus proprios textos cientifico-
criativos para estimular a criatividade, raciocinio critico e a produgéo escrita. A produgcéao
textual aliada a produg¢édo do podcast tende a ser um 6timo material de apoio em que os
alunos podem acessar remotamente quando quiserem, podendo ser explorada junto das
aulas de portugués.
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51 CONCLUSOES

O presente estudo pode concluir que a produg¢éo de um podcast demanda especial
atencdo a técnica de gravagédo e edicdo de audio visando a producdo de material de
qualidade. A roteirizacdo do podcast € importante para a construgéo da légica textual,
facilitando muito a parte pratica de gravacao e edicdo do conteudo, poupando tempo ao
tornar o mediador do conteddo mais confiante no roteiro.

A popularizagéo dos trabalhos cientificos sobre espécies exdticas invasoras ainda
€ pouco explorada para o publico ndo especializado, especialmente através de podcasts e
demais conteudos radiofénicos. Considerando o importante papel da populagéo em atuar
como dispersora de espécies exoticas, torna de grande urgéncia a necessidade de outras
iniciativas divulgagéao cientifica. Atradugéo da ciéncia pura para uma forma de contar ciéncia
a partir do sciencetelling e edutretenimento facilitam a divulgacao cientifica, tendo em vista
que se baseia na melhor estratégia de passar dados cientificos visando a contextualizagédo
do publico, de forma envolvente e multidisciplinar. Mais pesquisas sobre sua aplicagdo em
aulas de biologia na Educacgéo Basica sdo necessarias.
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RESUMO: As abelhas sédo polinizadores
essenciais para diferentes plantas nativas
e culturas agricolas. Todavia, em diferentes
locais do mundo, tem sido reportada a reducéo
desses polinizadores devido a diferentes
fatores, tais como, a fragmentagdo de habitat
devido aos desmatamentos de florestas nativas,
0 aquecimento global que vem provocando
varias mudangas climaticas e o uso intensivo
de inseticidas de diferentes classes. Os
neonicotinoides sdo inseticidas que atuam
diretamente no sistema nervoso desses insetos
e podem promover hiperexcitacdo, paralisia e
morte. Esses compostos podem ser levados
para as coldnias por meio da coleta de pélen e
néctar realizada por abelhas operarias durante o
forrageamento. A toxicidade dos neonicotinoides
tem sido associada a varias alteragbes
morfofisiolégicas em diferentes espécies de
abelhas. Estudos que avaliem a exposicéo
de abelhas aos inseticidas s@o essenciais
para ampliar a compreensdo de como esses
compostos atuam sobre os polinizadores. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos dos neonicotinoides em Apis mellifera e os
impactos destes agrotoxicos sobre a polinizagéo
de plantas nativas e cultivares agricolas.
PALAVRAS-CHAVE: abelhas meliferas,
inseticidas, polinizadores, toxicidade.

EFFECTS OF NEONICOTINOIDS ON Apis
mellifera AND IMPACTS ON POLLINATION

ABSTRACT: Bees are essential pollinators
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for different native plants and agricultural crops. However, in different parts of the world,
the reduction of these pollinators has been reported due to different factors, such as
habitat fragmentation due to deforestation of native forests, global warming that has been
causing several climate changes and the intensive use of insecticides of different classes.
Neonicotinoids are insecticides that act directly on the nervous system of these insects and
can promote hyperexcitation, paralysis and death. These compounds can be taken to the
colonies through the collection of pollen and nectar performed by worker bees during foraging.
The toxicity of neonicotinoids has been associated with several morphophysiological changes
in bee species. Studies that assess the exposure of bees to insecticides are essential to
broaden the understanding of how these compounds act on pollinators. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the effects of neonicotinoids on Apis mellifera and the impacts of
these pesticides on the pollination of native plants and agricultural cultivars.

KEYWORDS: honey bees, insecticides, pollinators, toxicity.

11 INTRODUGAO

A polinizagdo é um processo indispensavel que garante a manutencdo dos
ecossistemas, reproducéo vegetal, seguranca alimentar e agricultura (POTTS, 2016). Nas
regides tropicais, cerca de 70% do total de 1.330 cultivos polinizados por insetos, produzem
frutos e sementes em maior quantidade e qualidade (ROUBIK, 2018).

As abelhas Apis mellifera séo consideradas importantes polinizadores de culturas de
interesse econdmico (KLEIN et al., 2007). Além de contribuirem para o aumento da produgao
agricola, produzem mel, prépolis, cera, geleia real e apitoxina, que s&o comercializados
(FREITAS et al., 2017). Nessa perspectiva, a apicultura é uma atividade que vem ganhando
destaque no mercado zootécnico, especialmente pelo baixo impacto ambiental promovido
e rapido retorno do capital aplicado (BACHA JUNIOR et al., 2009).

No entanto, o aumento do uso de agrotdxicos para o controle de pragas agricolas
ou emprego inadequado destes compostos, acabam gerando residuos que permanecem
no néctar e polen das flores, os quais, geram impactos negativos sobre os polinizadores
(MULLIN etal.,2010; BLACQUIERE et al., 2012; CODLING et al., 2016; COWLES e EITZER,
2017; STONER et al., 2019), ameacando a biodiversidade, os servicos ecossistémicos
(GARIBALDI et al., 2016), bem como, eficiéncia da polinizagdo (FREITAS e PINHEIRO.,
2010).

Dentre as classes de agrotéxicos, os neonicotinoides sdo os mais utilizados nas
culturas brasileiras, empregados extensivamente nos ultimos vinte anos e com participacéo
de mais de 25% do mercado global (VAN DER SLUIJS et al., 2013). Esses compostos s&o
inseticidas sistémicos e persistentes, que ao serem absorvidos e transportados por toda
a planta, permanecem nos tecidos vegetais por varios meses ou até por anos (KRUPKE
et al., 2012). Embora o desenvolvimento e aplicagédo de neonicotinoides contribuam para
melhorias nas praticas agricolas e na seguranca alimentar global, sua agéo sistémica
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gera preocupacéo, devido a sua toxicidade para insetos ndo-alvos, tais como as abelhas
(DERECKA et al., 2013).

Por este motivo, efeitos subletais de agrotoxicos tém sido avaliados em abelhas e
os resultados vém demonstrando alta toxicidade destes compostos para os polinizadores
devido a ocorréncia de alteragcdes morfologicas e fisiologicas em diferentes espécies como
A. mellifera (CATAE et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; SANDROCK et al., 2014; ALBURAKI
et al., 2015; TOME et al., 2017), e em abelhas sem ferrdo como Scaptotrigona bipunctata
(DORNELES et al., 2017; MOREIRA et al., 2018), Tetragonisca fiebrigi (DORNELES et al,
2017; PADILHA et al., 2020), Plebeia emerina (PADILHA et al., 2020) e Partamona helleri
(TOME et al., 2017).

Desta forma, a exposicdo de abelhas A. mellifera aos agrotoxicos pode causar
alteragbes morfofisioldgicas ou morte desses individuos, contribuindo para reducéo
populacional, resultando em prejuizos econdmicos devido a redugdo na produtividade
de culturas agricolas ou comercializagéo de produtos apicolas. Sendo assim, € essencial
desenvolver testes em laboratério e em campo para verificar os efeitos da contaminagéo
desses polinizadores. Deste modo, o objetivo deste estudo foi compreender os efeitos dos

neonicotinoides em A. mellifera , e, os impactos sobre 0s servigos de polinizacéo.

2| BIOLOGIA DAS ABELHAS Apis mellifera

As abelhas da espécie A. mellifera Linneaus, 1758 (Hymenoptera, Apidae, Apinae,
Apini) sdo insetos holometabolos, ou seja, apresentam metamorfose completa e padrbes
de desenvolvimento corporais em quatro estagios distintos: ovo, larva, pupa e adulto
(REMBOLD, 1987; MICHELETTE e SOARES, 1993).

Estes insetos apresentam polifenismo, onde as fémeas adultas compéem duas
castas, a da rainha e a das operarias. Larvas nutridas com geleia real, produzida e
secretada pelas operarias, se diferenciam em rainhas (PATEL et al., 1960; HAYDAK, 1970).
A geleia real para larvas de rainha é distinta da geleia fornecida para as operarias ou larvas
de zangao, apresentando diferentes teores de minerais, vitaminas, agucar e de horménio
juvenil (HAYDAK, 1970; KAMAKURA, 2011).

A rainha tem a atribuicdo de realizar a postura de ovos, sendo que, 0s ovos
fertilizados geram operarias ou rainhas, enquanto os ovos que nao séo fertilizados originam
zangdes (RATNIEKS e KELLER, 1998). As atividades das abelhas operarias na colénia
variam conforme sua idade, podendo atuar na limpeza, producéo de geleia real, construcao
de favos, coleta de alimento, defesa da colbnia, entre outras. Os zangbes de A. mellifera
apresentam apenas funcgéo reprodutiva, pois, as estruturas relacionadas com o trabalho,
como probéscide, mandibulas, estrutura para coleta de pélen nas pernas (corbicula), entre
outras, séo reduzidas ou ausentes (WINSTON, 2003).

Os ovos sdo depositados nos alvéolos de cera dos favos e, apos trés dias, eclodem
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dando inicio a fase larval que ocorre enquanto os alvéolos estdo abertos, sendo o periodo
de alimentagdo, ganho de peso e crescimento do inseto em desenvolvimento (WINSTON,
2003).

As larvas passam por cinco instares (L1, L2, L3, L4 e L5) (Figura 1). De modo geral,
nos quatro primeiros, ocorre uma muda por dia para operarias e rainhas, possibilitando o
crescimento rapido por meio da substituicdo do exoesqueleto (MICHELETTE e SOARES,
1993). A ultima fase larval, também denominada fase pré-pupal, é caracterizada pela
ecdise e sintese da cuticula definitiva, bem como, pela ocorréncia de mudancgas internas
nos musculos e érgdos (SNODGRASS, 1956; WINSTON, 2003). Adicionalmente, a célula
€ operculada, a larva muda de posicao, mantendo-se reta e imével, deixa de se alimentar
e passa a tecer seu casulo e na sequéncia ocorre a defecagéo larval (MICHELETTE e
SOARES, 1993; CRUZ-LANDIM, 2009).

Figura 1 - Desenvolvimento ontogenético de operarias de abelhas A. mellifera africanizada. Os
numeros indicam dias ap06s a postura dos ovos: ovo (dias 1 a 3); larva (dias 4 a 9); pré-pupa (dia 10 e
11); pupa (dias 12 a 19); adulto (dia 20). Fonte: NUNES-SILVA et al., 2006).

Na fase de pupa, € possivel distinguir cabega, térax e abdémen, bem como, olhos,
pernas, asas, antenas e partes bucais. Até emergir a abelha adulta, a pupa passa por
modificacdes na coloragédo dos olhos e do corpo, por isso, as sucessivas fases pu foram
estabelecidas empregando parametros da cor do olho e da pigmentacéo da cuticula toracica
(MICHELETTE e SOARES, 1993). Ao término da metamorfose, com a transformacéo
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completa, o adulto recém-formado corta o opérculo com a ajuda da sua mandibula e sai do
alvéolo (WINSTON, 2003).

31 POLINIZACAO E INSETICIDAS NEONICOTINOIDES

A polinizagdo € um processo importante em que ocorre o transporte de gréos de
pbélen de uma flor para outra flor, entre estruturas reprodutivas de uma mesma flor, na
mesma planta ou em plantas diferentes (FAEGRI e VAN DER PIJL, 1979). Cerca de 90%
das plantas sdo polinizadas por animais (OLLERTON et al., 2011), sendo os insetos, os
principais responsaveis por esse processo (GIANNINI et al., 2015).

As abelhas séo insetos caracterizados como polinizadores dominantes em distintos
sistemas agricolas (LEBUHN et al., 2016), mantendo a biodiversidade e a produtividade
agricola de uma ampla variedade de cultivos (BAINES et al., 2017). Esses insetos séo
eficazes para a maioria das flores (GARIBALDI et al., 2013), e, por isso, visitam mais de
90% dos 107 principais cultivos, contribuindo para o aumento da produgéo agricola em
75% das culturas globalmente importantes (KLEIN et al., 2007).

No Brasil, as abelhas encontram-se associadas a polinizacdo de 132 cultivos,
identificadas por polinizar 91 deles e caracterizando-se como polinizadores exclusivos
de 74 desses cultivos (WOLOWSKI et al., 2019). Giannini et al. (2015), analisando 141
lavouras brasileiras, verificaram que os polinizadores sdo essenciais para 18 cultivos e,
para outras 25 culturas avaliadas, existindo uma grande dependéncia do processo de
polinizagédo por esses insetos.

Em 2015, a contribui¢éo total anual dos polinizadores no Brasil correspondeu a US$
12 bilhdes, ou seja, 30% da producéao total (GIANNINI et al., 2015). Segundo o Relatério
de Avaliagédo sobre Polinizadores, Polinizagdo e Producdo de Alimentos da IPBES, o valor
econdmico global da polinizagdo em 2016 foi estimado entre US$ 235 bilhdes e US$ 577
bilhdes (IPBES, 2016). Em 2018, baseando-se no valor de produgéo anual disponivel para
67 espécies de plantas, no Brasil, 0 montante deste servigo ecossistémico para produgéo
de alimentos foi estimado em cerca de R$ 43 bilhdes, sendo 80% deste total relacionados
a cultivos de elevada importancia agricola incluindo soja, café, laranja e ma¢a (WOLOWSKI
et al., 2019).

Apesar de sua importante funcdo polinizadora, a redugcdo na abundancia e
diversidade de abelhas sem ferrdo e meliferas tém sido reportadas em varias regides do
mundo (POTTS et al., 2010). Inimeros fatores tém contribuido para as perdas das colénias
de abelhas, como desintegragédo e perda de habitat (POTTS et al., 2010; SHEFFIELD et
al., 2016), estresse (VAN DER ZEE et al., 2014), altos niveis de parasitas (SHEFFIELD et
al., 2016) e uso intensivo de inseticidas devido a expansao das areas agricolas (RUVOLO-
TAKASUSUKI et al., 2015; SHEFFIELD et al., 2016; MOREIRA et al., 2018).

No Brasil, importante produtor agricola, a safra 2019/2020 registrou o plantio de
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uma area de 64,2 milhdes de hectares, com producédo de 248 milhdes de toneladas de
gréos, apresentando crescimento de 6,1 milhdes de toneladas acima da safra anterior
(CONAB, 2020). Contudo, além da expressiva produgdo, o registro de novos produtos
e a comercializagdo de inseticidas também se expandiu. No periodo de 2007 a 2014,
verificou-se crescimento da comercializagao de agrotoxicos passando de 623.353.689 kg
para 1.552.998.056 kg, representando um aumento de 149,14% (MAPA, 2014). Em 2019,
o0 comeércio de agrotéxicos totalizou 620.537,98 toneladas de ingredientes ativos, o que
representa um acréscimo de 12,97% nas vendas internas em relacdo a 2018 (IBAMA,
2021).

De acordo com o relatério de registros concedidos do MAPA, de 2015 para 2018,
observou-se aumento de 220% na quantidade de registros de inseticidas autorizados. Em
2020, 493 registros foram realizados e até sete de julho de 2021, 224 registros foram
concedidos (MAPA, 2021).

A classe de inseticidas neonicotinoides tem se destacado no mercado. Estes séo
eficientes no controle de pragas em culturas agricolas, entretanto, podem afetar insetos
nao-alvo como os polinizadores (BLACQUIERE et al., 2012). Atuam como agonistas do
receptor nicotinico de acetilcolina (nAChRs) e fornecem a maior parte da neurotransmissao
excitatéria no sistema nervoso central de insetos (DEGLISE et al., 2002; TOMIZAWA e
CASIDA, 2005). Oposto a acetilcolina, que € hidrolisada pela acetilcolinesterase, os
neonicotinoides ndo sdo degradados imediatamente, o que promove a transmissdo
continua de impulsos nervosos que ocasionam a hiperexcitagdo do sistema nervoso do
inseto (GALLO et al., 2002; FARIA, 2009), paralisia e morte (TOMIZAWA e CASIDA, 2005).

O emprego de diferentes agrotoxicos desta classe no controle de pragas de
culturas agricolas, por meio de pulverizagdo, tratamentos de sementes e adigbes no
solo (BLACQUIERE et al., 2012) foi intensificado nos anos 90, a partir da introducéo do
neonicotinoide imidacloprido. Este composto é conhecido quimicamente por 1-(6-chloro-
3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine, apresenta formula bruta C,H, CIN.O,
(Figura 2) e pode ser empregado em diferentes culturas, como: abacaxi, abdbora, alface,
alho, algodéo, berinjela, banana, café, cana-de-aglcar, eucalipto, citrus, feijdo, mamona,
manga, meldo, melancia, milho, pinus, soja, sorgo, tomate, trigo, entre outras (ANVISA,
2020).

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 16 m



Figura 2 - Formula estrutural do imidacloprido.
Fonte: ANVISA, 2020.

A ampla aplicagéo e persisténcia dos neonicotinoides no solo ou na agua, além do
potencial de absorcéo ao longo de colheitas sucessivas, permitem que estes agrotdxicos se
tornem biodisponiveis aos polinizadores em concentra¢des subletais em grande parte do
ano (VAN DER SLUIJS et al., 2013). A exposig¢éo das abelhas aos agrotdxicos pode ocorrer
por meio de contato direto, ingestao de recursos contaminados e inalagéo (aerossois) (VAN
DER SLUIJS et al., 2013). Além disso, a exposicdo mediante a poeira de maquinas de
plantio, aos exsudatos de plantas, contaminacdo da agua e do solo, também expdem os
polinizadores aos agrotoxicos (GODFRAY et al., 2014).

Para determinar o nivel de toxicidade proporcionada pelos agrotoxicos em
laboratério, realiza-se a estimativa da dose letal para 50% da populagéo testada (DL,),
ou concentragéo letal para 50% da populagéo testada (CL;) em 24 ou 48 horas (GALLO
et al., 2002; PEREIRA, 2010). Além da mortalidade, é essencial avaliar os efeitos subletais
destes contaminantes na morfologia, fisiologia e comportamento das abelhas (TAREK et
al., 2018).

Em A. mellifera, experimento com imidacloprido indicou niveis mais baixos de dois
carotenoides (a-caroteno e a-criptoxantina) e a-tocoferol. Ja a exposicao a tiametoxam
aumentou o nivel dos metabdlitos oxidados da vitamina A nas abelhas, juntamente com
a peroxidagao lipidica (GAUTHIER et al., 2018). Além disso, esse mesmo neonicotinoide
aumentou a atividade da catalase e glutationa S-transferase, os quais, sdo indicativos da
ocorréncia do estresse oxidativo em A. mellifera, (BADIOU-BENETEAU et al., 2012).

Investigando os danos causados por uma concentracdo subletal de tiametoxam
na cabeca e no intestino médio de Apis mellifera, Decio et al., (2021), confirmaram que
0 neonicotinoide aumentou a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e da
glutationa-S-transferase (GST), enquanto a atividade da carboxilesterase (CaE3) diminuiu
nas cabecas das abelhas. No intestino médio houve aumento da GPX e o ensaio TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico) também mostrou diferengas. Os autores

concluiram que no intestino ocorreu uma ativagdo do sistema de defesa antioxidante que
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foi maior do que no cérebro, sugerindo que a contaminagdo oral deixou o intestino médio
mais suscetivel aos efeitos do estresse oxidativo.

Christen, Mittner e Fent (2016), realizaram a exposicdo de A mellifera a doses
campo realistas dos neonicotinoides acetamiprido, clotianidina, imidacloprido e tiametoxam.
Os resultados indicaram alteragbes transcricionais de oito genes (receptor nicotinico de
acetilcolina a 1 e subunidade a 2, vitelogenina, apidaecina e defensina-1, catalase, pka
e creb). Dentre eles, pode-se observar indugdo na transcricdo da vitelogenina sugerindo
efeitos adversos na atividade de forrageamento, e, uma regulacéo negativa dos genes creb
e pka o que pode diminuir a formacéo da memoria de longo prazo.

Do mesmo modo, uma regulagdo negativa na expressao de genes relacionados
ao metabolismo de carboidratos e lipidios, mecanismos de transporte, desintoxicagdo e
proteinas da geleia real (hbg3 e cyp9e2) foram observados no cérebro de A. mellifera ap6s
exposicdo aos neonicotinoides clotianidina, imidacloprido e tiametoxam. Possivelmente, os
efeitos dos neonicotinoides sobre a expressédo de importantes genes, podem ter relacéo
com o comprometimento fisiolégico das abelhas contaminadas por esses compostos
(CHRISTEN et al., 2018).

Testando os neonicotinoides imidacloprido, acetamiprido e tiacloprido por via oral
em A. mellifera, Jacob et al. (2019) confirmaram que todos os compostos prejudicaram a
velocidade, distancia percorrida, duracéo e frequéncia de repouso e mobilidade continua
nos insetos expostos. Delkash-Roudsari et al. (2020) verificaram que a exposicdo a
curto prazo de A. mellifera ao neonicotinoide imidacloprido e ao organofosforado ethion
afetou adversamente abelhas forrageiras reduzindo o ritmo circadiano o que pode causar
diretamente a falha individual das abelhas por exposi¢cdo prolongada atrapalhando o
desempenho da colénia.

De acordo com Cook (2019), os neonicotinoides imidacloprido e clotianidina alteraram
aspectos importantes da fisiologia nutricional com redug¢ao nos niveis de proteinas, lipidios,
carboidratos e glicogénio, o peso corporal de A mellifera, bem como, reduziram a taxa
metabdlica, sugerindo a interferéncia desses compostos em vias neurofisiologicas e
endocrinas das abelhas.

Tavares et al. (2015) ao expor larvas de A. mellifera ao tiametoxam na concentragédo
subletal de 1,43 ng/uL verificaram por meio de andlises morfolégicas e imunocitoquimicas
células mais condensadas no cérebro e morte celular precoce nos lobos épticos. Esse
mesmo neonicotinoide afetou a capacidade de voo de A. mellifera ap6s dois dias de
exposicéo (TOSI et al., 2017).

Analisando os efeitos subletais dos neonicotinoides tiacloprido, imidacloprido e
clotianidina em A. mellifera L., Brandt et al. (2015), confirmaram que todos os compostos
prejudicaram a imunocompeténcia individual das abelhas meliferas, o que pode prejudicar
a capacidade de resisténcia a doencas.

A avaliacdo na espécie A. mellifera apds exposicdo a imidacloprido indicou
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danos nas células digestivas no intestino médio desses insetos (CATAE et al., 2018). Os
neonicotinoides imidacloprido, acetamiprido e dinotefuran promoveram no intestino médio
de A. mellifera degeneragéo vacuolar leve com picnose do nucleo em algumas células do
epitélio, além de proliferacdo moderada de células que revestem o intestino médio com
aumento do numero de células caliciformes (ABDALLA e EL-WASSEF, 2019).

Nessa mesma espécie a exposi¢do ao tiametoxam promoveu no intestino médio,
inicio da secrecéo e perda celular para o lumen, as células regenerativas ndo estavam
em sua forma caracteristica, a membrana peritr6fica apresentou-se desorganizada com
auséncia de células regenerativas (PIZZAIA, et al., 2021). Essas alteragdes podem
comprometer a absor¢cé@o de nutrientes e afetar a vida do inseto.

O composto tiacloprido também comprometeu o forrageamento, orientacdo e
comunicacao social de A. mellifera carnica ap6s varias semanas de exposicdo em campo
(TISON et al., 2016). Este mesmo composto utilizado na alimentacéo de A. mellifera durante
sete dias, confirmou o desequilibrio da microbiota intestinal das abelhas (LIU et al., 2020).
Do mesmo modo, abelhas meliferas expostas ao tiacloprido e tiametoxam em condi¢des
naturais, apresentaram uma reduc¢éo significativa na microbiota intestinal, os quais, pode
comprometer a funcionalidade ecossistémica desses polinizadores (ALBERONI et al.,
2021).

Shi et al. (2020) ao expor larvas e abelhas adultas de A. mellifera ao neonicotinoide
acetamiprido, verificaram alteracbes no desenvolvimento afetando o peso e taxa de
emergéncia. Este mesmo neonicotinoide propiciou a redugédo no tempo de vida de operarias
de A. mellifera, comprometendo a memoria e declinio do sucesso da resposta de extensao
da probéscide (PER) (SHI et al., 2019).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A polinizagéo realizada por abelhas apresenta grande incremento na quantidade e
qualidade de diferentes frutos e culturas agricolas. A utilizagéo de inseticidas em campo
precisa acontecer de forma orientada para que os polinizadores ndao sejam expostos a
concentracdes elevadas desses produtos.

Assim, por meio da realizagdo de pesquisas é possivel identificar modificagcdes que
podem comprometer o desenvolvimento da colénia e fornecer dados para desenvolver ou
aprimorar produtos e/ou moléculas tornando-as menos agressivas aos insetos nao-alvo.
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RESUMO: O buritizeiro (Mauritia flexuosa L.) é
umapalmeiradegrandeportedafamiliaArecaceae
encontrada no leste maranhense margeando
riachos perenes e lagos principalmente na bacia

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3

do Rio Parnaiba; sua importancia ecolégica
deve-se ao fato de contribuir para manutencéo
da umidade do solo e reducéo da evaporagdo em
cursos d’agua. Seus frutos representam fonte de
alimentos para animais silvestres e compdem a
culinaria de moradores da regido. O riacho Pinto
localizado na cidade de Timon-MA vem sofrendo
constante perda de cobertura vegetal por acéo
do desmatamento e alteragdes do curso d’agua
com consequéncias diretas sobre a redugao
da area de buritizal; tais acdes impactam todo
0 ecossistema local e ameacam a atividade
extrativista praticada pela popula¢do. Um estudo
e mapeamento das acdes humanas na regiéo foi
realizado com o intuito de ajudar a compreender
0s principais mecanismos de agresséo ambiental,
as consequéncias destas atividades e formas
de intervencé@o visando minimizar os impactos
negativos ao meio ambiente. Foram encontradas
5 propriedades rurais comercializadas por meio
de loteamentos para construgdo de sitios com
que aproveitam das margens do riacho como
estratégia de venda; 12 balnearios e varios sitios
que exploram o leito do riacho e modificam seu
curso com a construcéo de desvios, barragens ou
tanques de piscicultura que reduzem o fluxo de
aguas em trechos logo a frente, levando alguns
pontos a perda de perenidade; ha ainda, alguns
casos de exploragéo das margens do riacho para
agricultura ou pecuaria. Os resultados mostram
que cerca de 50% da area de buritizal encontra-
se modificada e que as agbes predatorias sdo
resultantes principalmente da n&o observacédo
da legislacdo ambiental e que uma intervencéo
urgente faz-se necessaria a fim de reverter as
alteracdes promovidas até o0 momento e impedir
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que novas atividades predatorias ocorram no riacho Pinto e em outros cursos d’agua com
caracteristicas semelhantes.
PALAVRAS-CHAVE: Barragem das aguas; Buriti; Desmatamento; Riacho Pinto.

BURITI (Mauritia flexuosa [): ECOLOGICAL IMPORTANCE AND THE IMPACTS
OF HUMAN ACTION ON THE POPULATION OF BURITIZERS IN CITIES IN THE
EAST REGION OF MARANHAO

ABSTRACT: Buriti (Mauritia flexuosa L.) is a large palm tree of the Arecaceae family found in
eastern Maranh&o bordering perennial streams and lakes, mainly in the Parnaiba River basin.
its ecological importance is due to the fact that it contributes to maintaining soil moisture and
reducing evaporation in water courses. Its fruits represent a source of food for wild animals
and make up the cuisine of the region’s residents. The Pinto stream located in the city of
Timon-MA has been suffering constant loss of vegetation cover due to deforestation and
changes in the watercourse with direct consequences on the reduction of the buritizal area;
such actions impact the entire local ecosystem and threaten the extractive activity practiced
by the population. A study and mapping of human actions in the region was carried out in order
to help understand the main mechanisms of environmental aggression, the consequences
of these activities and intervention to minimize negative impacts on the environment. There
were found 5 rural properties marketed through subdivisions for the construction of sites with
which they take advantage of the banks of the stream as a sales strategy; 12 spas and several
properties that exploit the creek bed and change its course with the construction of diversions,
dams and fish ponds that reduce water flow in stretches up ahead, leading some points the
loss of continuity; there are still some cases of exploitation of the banks of the stream for
agriculture or livestock. The results show that about 50% of the buriti forest area is modified and
that predatory actions are mainly the result of non-compliance with environmental legislation
and that urgent intervention is needed in order to reverse the changes promoted so far and
prevent new predatory activities from occurring in the Pinto stream and other watercourses
with similar characteristics.

KEYWORDS: Buriti; Pinto stream; Dam stream; Deforestation.

11 INTRODUGAO

De nome cientifico Mauritia flexuosa L., o buritizeiro, também conhecido como
miritizeiro, palmeira-do-brejo, buriti-do-brejo ou moriti, € uma palmeira de grande porte da
familia Arecaceae encontrada em regibes areas alagadas e umidas do Cerrado e Amazénia
no Centro, Norte e Nordeste do Brasil e outros paises da América Central e do Sul (DE
SOUZA,2020).

No leste maranhense é encontrada margeando riachos perenes e lagos por todo o
trecho que compreende a bacia do Rio Parnaiba; sua enorme importancia ecologica deve-
se ao fato de contribuir para manutencédo da umidade do solo e redugdo da evaporagdo em
cursos d’agua, mantendo assim, o microclima da regido.

Seus frutos e restos de raizes representam fonte de alimentos de aves, mamiferos
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e peixes importantes para cadeia alimentar aquatica e terrestre, além de compor a culinaria
de moradores da regido com o preparo de doces a partir da polpa e na extragcéo do 6leo
das sementes, rico em pré-vitamina A (SAMPAIO,2011; KOOLEN, 2018); o artesanato de
produtos a base de buriti € outra caracteristica marcante entre as populacdes de areas
de buritizal que produz desde brinquedos e adornos até instrumentos domésticos e
vestuario (SANTOS;COELHO-FERREIRA,2012). Sua presenca é cada vez mais marcante
nos campos da biotecnologia, nutricdo e biomedicina com estudos que tém demonstrado
sua acdo antioxidante (CANDIDO;SILVA;AGOSTINI-COSTA,2015), biodisponibilidade
diferenciada para determinados nutrientes (YUYAMA,1998), acdo antimicrobiana
(BATISTA,2012) dentre outros.

O riacho Pinto, com extensdo de 72 Km e nascentes na zona rural da cidade de
Timon — MA entre os povoados Carnaubinha, Bandeira e Boqueirao, vem sofrendo constante
perda de cobertura vegetal por agdo do desmatamento e alteragdes do curso d’agua com
consequéncias diretas sobre a reducdo da area de buritizal. Tais agdes impactam todo
o ecossistema local atingindo espécies que veem no buritizal seu nicho ecolégico e a
atividade extrativista praticada pela populacgéo.

Esta produgéo sistematiza a pesquisa realizada para o diagnostico da intervengéo
humana no riacho Pinto em situagdes que fogem a legislagdo brasileira vigente e os
impactos para conservagéo de area de buritizal peculiar da regido do leste maranhense por
sua importancia para o meio ambiente e o clima local e atividades extrativistas e artesanais
da populagéo.

2|1 MATERIAIS E METODOS

Um estudo e mapeamento das agdes humanas na regido foi realizado com o
intuito de ajudar a compreender os principais mecanismos de agressdo ambiental, as
consequéncias destas atividades e formas de intervencéo visando minimizar os impactos
negativos ao meio ambiente. A partir da tipificacdo das atividades humanas adotadas na
regido pode se constatar as principais formas de degradagéo ambiental.

Para fins de mapeamento da area de escoamento das aguas do riacho Pinto foram
realizadas observacbes de imagens de satélite utilizando a ferramenta Google Earth e
mapas hidrogréaficos; O mapeamento das populagdes de buritis e areas desmatadas ou
impactadas por outras razbes deram-se por pesquisa de campo nos periodos de margo a
junho de 2020 e de outubro de 2020 a janeiro de 2021.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Toda a extensao do riacho, desde sua nascente até o encontro com o Rio Parnaiba,
encontra-se em area rural da cidade de Timon - MA (Figura 1); esta particularidade contribui
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para a conservacédo do curso d’agua e de sua vegetacao varzea. Seu leito corta diversas
propriedades particulares de médio e pequeno porte; sua dgua e seus recursos Sao
explorados para agricultura familiar, pecuaria de subsisténcia e consumo humano.

Nos ultimos anos, uma nova e agressiva atividade tem se desenvolvido nesta area;
a exploragao imobiliaria, com o loteamento e venda de terras para construcao de sitios e
chacaras ou condominios fechados, que modificam as margens do riacho a fim de criar
um apelo ecolégico capaz de atrair pessoas interessadas em tais empreendimentos. A
modifica¢édo do leito do rio para construcédo de tanques para piscicultura ou areas de lazer
€ outro fator capaz de alterar a perenidade do riacho impactando todo o ecossistema a ele
integrado.

O desmatamento para aproveitamento agropecuario € outra atividade observada
e apontada em varias pesquisas como um dos grandes vilbes da preservacao de cursos
d’agua no Brasil conforme relatado por Nascimento, 2021 e Figueiredo, 2009, Estas sédo as
maiores ameacas a area de buritizal da regido em que se encontra o Riacho Pinto.

MARANHAO

Figura 1. Localiza¢do da cidade de Timon - MA.

Dentre as agressdes a area de buritizal que margeia o riacho Pinto, foram encontradas
5 propriedades rurais comercializadas por meio de loteamentos para constru¢do de sitios
com grande apelo ao aproveitamento das margens do riacho como estratégia de venda
que acabam por promover o desmatamento; o buritizal foi reduzido drasticamente com
a limpeza das margens para acesso facilitado as aguas do riacho; apenas algumas das
palmeiras mais altas foram mantidas para fins ornamentais. Também foram registrados
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12 balnearios e varios sitios particulares que exploram o leito do riacho para atividades de
lazer e modificam o curso do riacho com a constru¢é@o de desvios, barragens ou tanques de
piscicultura que reduzem o fluxo de aguas em trechos logo a frente levando alguns pontos a
perda de perenidade e impactando a sobrevivéncia de varias espécies vegetais, habituadas
ao ambiente Umido, e impedindo que novos individuos brotem e se desenvolvam no local
recompondo a vegetacdo degradada, seja com a espécie Mauritia flexuosa L., seja com
outras espécies vegetais que habitam a regido.

Alguns poucos casos de exploragdo das margens do riacho para agricultura ou
pecuaria também foram observados, mas embora tenham menor representatividade
no quantitativo de é&rea afetada por atividades humanas, demandam atencdo e
acompanhamento. O curso do riacho nas proximidades do seu encontro com o Rio
Parnaiba perdeu a perenidade gragas as modificagcbes humanas; as palmeiras de buriti
adultas tém resistido a falta de agua mas observa-se que as sementes sdo consumidas por
animais terrestres e ndo brotam e muitas arvores novas ja ndo se desenvolvem por nao
resistirem ao periodo de seca; com isso, o clima local tem apresentado alteragbes capazes
de inviabilizar a existéncia de determinadas espécies de plantas.

O codigo florestal brasileiro definido pela lei 12651/12 que define regras, acoes e
mecanismos de protecéo das florestas e demais vegetacdes nativas trata particularmente
do estabelecimento de areas de preservacdo as margens e nascentes de rios e riachos
(BRASIL,2012); estas contribuiriam para manter protegidos os buritizais, uma vez que,
estes se desenvolvem as margens dos riachos e regides alagadas. A ndo observancia da
aplicacéo dos parametros estipulados na legislacao tem facilitado o avancgo de atividades
humanas sobre areas que deveriam estar protegidas.
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Figura 2. Palmeiras de Buriti (Mauritia flexuosa L).

Fonte: Associacdo Mineira de Defesa do Ambiente.

Os resultados da pesquisa de campo mostram que cerca de 50% da area de buritizal
encontra-se modificada e que as agdes predatorias séo resultantes principalmente da nao
observagéo da legislagdo ambiental relacionada a conservagéo de areas ribeirinhas e que
uma intervencéo urgente, faz-se necessaria a fim de reverter as alteragées promovidas até
o momento e impedir que novas atividades predatorias venham a ocorrer seja no riacho
Pinto, seja em uma série de outros cursos d’agua que agregam matas de buritizais com
caracteristicas semelhantes nas cidades maranhenses de Timon, Parnarama, Matdes,
Caxias e Coelho Neto.

A perda de cobertura de mata de buritizal tem impactado a atividade econ6mica
local com a reducgédo da oferta de doces, azeites, artesanato e outros produtos a base de

buriti nas feiras e mercados das cidades de Timon, Teresina e outras em seu entorno.

41 CONCLUSOES

A mata de buritizal presente em cidades maranhenses da regido do médio Parnaiba
tem grande importancia ecolégica, comercial e cultural mas tem sofrido grave ameaca
devido a exploragao irregular das margens de riachos, lagos e rios que hospedam a espécie
Mauritia flexuosa L.. As principais agdes humanas sobre a area de estudo (Riacho Pinto)
estéo relacionadas ao aproveitamento imobiliario da area, modificagcdo no curso do rio com
a construgao de desvios ou barramentos e desmatamento da pastagem pecuaria ou cultivo
agricola. Alguns pontos do curso do riacho perderam a perenidade, impactando gravemente
sobre a existéncia do buritizal e demandando agbdes urgentes de preservacdo. Agbes
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estratégicas de intervengdo nos pontos de agressédo estdo relacionadas a recuperagéao
de 4reas desmatadas em observancia a legislagdo vigente que trata da conservacédo de

margens de rios e riachos para que novos casos de desmatamento ilegal ndo ocorram.
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RESUMO: Neste estudo analisamos como
0s usos do solo na interface entre o planalto e
a planicie de inundagdo do Pantanal podem
interferir na selecdo dos grupos funcionais
fitoplancténicos do rio Correntes, formador
do reservatério da Usina Hidrelétrica Ponte
de Pedra (17°13’34.02"S, 53°40'22.12°0 e
17°48°33.017S,55°09’04.96"0). A classificagcdo
dos grupos funcionais seguiu Reynolds et al.
(2002) revisado por Padisak et al. (2009) e o
célculo Q (indice Ecologico de Qualidade da
Agua) proposto por Padisak et al. (2006) para
classificacdo da qualidade da agua através dos
grupos funcionais. Foi utilizado o banco de dados
hidro-ambiental (2005 a 2011) de oito pontos
de coleta. O rio Correntes se caracterizou pela
elevada luminosidade, reduzida concentragéo de
nutrientes, clorofila a e biomassa fitoplancténica
(0,41 a 1,31 mm3L"). Houve a formag&o de duas
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condi¢des ambientais: a primeira no rio Correntes
a montante (COR1) e a jusante do reservatério
(COR 6, 7 e 8) com ocorréncia dos grupos
funcionais Na, N e Y, com qualidade da agua
entre Bom a Excelente; e a segunda regido, no
corpo do reservatorio com os grupos Na, P, MP,
J, Na, X1, S1, com qualidade da agua oscilando
de Tolerdvel a Médio. A andlise final dos dados
para identificacéo dos efeitos dos usos do solo
e operacao do reservatoério identificou diminuicao
na turbidez, fésforo e enxofre total da agua em
relacdo ao ponto de controle natural, porém
néo sendo verificado efeito sobre a comunidade
fitoplancténica e nem sobre os grupos funcionais
dominantes descritores da qualidade da
agua, que foram comuns nas distintas regides
analisadas no rio Correntes.
PALAVRAS-CHAVES: Bioindicadores,
Microalgas, indice Q, Reservatorio Hidrelétrico,
Uso Solo.

PHYTOPLANKTON FUNCTIONAL
GROUPS AS WATER QUALITY
INDICATORS IN THE PONTE DE PEDRA
RESERVOIR (MT/MS, BRAZIL)

ABSTRACT: In this study, we analyze how
land use at the interface between the plateau
and the Pantanal floodplain can interfere in the
selection of phytoplankton functional groups
from the Correntes river, which forms the
reservoir of the Ponte de Pedra Hydroelectric
Power Plant (17°13°34.02"S, 53°40’ 22.12”0 and
17°48'33.017S,55°09°04.96"0). The classification
of functional groups followed Reynolds et al.
(2002) reviewed by Padisak et al. (2009) and the
Q calculation (Ecological Water Quality Index)
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proposed by Padisak et al. (2006) for classification of water quality through functional groups.
The hydro-environmental database (2005 to 2011) from eight collection points was used. The
Correntes River was characterized by high luminosity, low nutrient concentration, chlorophyll
a and phytoplankton biomass (0.41 to 1.31 mméL"). Two environmental conditions were
formed: the first in the Correntes river upstream (COR1) and downstream of the reservoir
(COR 6, 7 and 8) with occurrence of the functional groups Na, N and Y, with water quality
ranging from Good to Excellent and the second region, in the reservoir body with groups
Na, P, MP, J, Na, X1, S1, with water quality ranging from Tolerable to Medium. The final
analysis of the data to identify the effects of land use and reservoir operation identified a
decrease in turbidity, phosphorus and total sulfur in the water in relation to the natural control
point, but no effect was verified on the phytoplankton community or on the groups dominant
functional descriptors of water quality, which were common in the different regions analyzed
in the Correntes river.

KEYWORDS: Bioindicators, Microalgae, Q Index, Hydroelectric Reservoir, Land Use.

INTRODUCAO

Este capitulo analisou como os usos do solo na interface entre o planalto e a
planicie de inundacédo do Pantanal podem interferir na selecdo dos grupos funcionais
fitoplanctonicos, utilizados como descritores das condicdes ambientais e da qualidade da
agua. Para tanto, utilizamos o indice Ecolégico de Qualidade da Agua do rio Correntes
estabelecido a partir de grupos funcionais de microalgas.

Sabe-se que nos rios localizados no planalto a montante da planicie de inundacéo
do Pantanal e que drenam estas regides, as constru¢cdes de reservatorios destinados
a geragdo de energia elétrica em empreendimentos de pequeno e médio porte tiveram
um aumento significativo nos Gltimos anos, devido ao grande potencial energético a
ser explorado, aliado a atual politica de incentivos do governo junto a iniciativa privada
(FIGUEIREDO; FANTIN-CRUZ, 2012).

Dentro de contexto politico e econdmico que visa a ampliacdo de geracdo de
energia com base nos recursos hidricos, os estudos sobre as caracteristicas quantitativas e
qualitativas da agua séo relevantes para indicar o estagio de conservagao ou da degradacgéo
de um corpo d’agua, e segundo Souza et al. (2015) pode desta forma delimitar acbes dos
orgdos publicos gestores/reguladores principalmente nos rios que possuem barragens e
reservatoérios hidrelétricos.

No ambiente aquéatico as modificagdes sdo percebidas principalmente nas
comunidades biolégicas na base da cadeia alimentar, que podem ser utilizadas como uma
ferramenta para estabelecer a qualidade da agua de determinados corpos hidricos através
da classificagéo de seus grupos funcionais fitoplanctonicos. A utilizagao de tais comunidades
na caracterizacéo de reservatorios se justifica pelo fato de serem abundantes em qualquer
tipo de ambiente aquatico que propicie as condicdes necessarias de sua sobrevivéncia
(SILVA et al., 2011). Logo, toda mudanga na abundancia, diversidade e riqueza desses
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organismos em escala espacial e temporal sdo respostas a uma determinada condi¢cao
ambiental (GOULART; CALLISTO, 2003; RIGOTTI et al., 2016).

Neste sentido, os bioindicadores sdo organismos ou comunidades de organismos
que produzem alguma resposta a algum tipo de mudanga nas condi¢des ambientais, por
estarem diretamente ligados com fatores determinantes a sua presenca no meio ambiente
(NOVO, 2012). Devido a rica utilizagdo dos bioindicadores, PAERL; HUISMAN et al. (2009)
destaca a necessidade crescente dentro da comunidade cientifica para compreender e
prever as respostas dessas comunidades as mudancas das condicbes ambientais, tais
como: aumento das descargas de nutrientes, alteragdes nos regimes de fluxo e uso do solo
devido a pressao antropica crescente.

A BACIA DO RIO CORRENTES

O estudo foi conduzido na bacia do rio Correntes (Figura 1), pertence ao Alto Rio
Paraguai. O rio Correntes percorre o planalto com terras altas (800 metros) na regiéo leste
em direcdo a oeste e adentra na regido de planicie pantaneira transformando-se em um
ambiente Iéntico e bastante sinuoso, na divisa entre os estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul.

Nesta regido a vegetagéo predominante € o Cerrado, Cerrado Estépico (Pantanal)
e encraves com a floresta estacional e, em propor¢cdes menores, mantém-se as areas de
pastagem plantada e varzea (IMASUL, 2013). O clima € o tropical dmido classificado como
AW por Koppen, tendo como periodo chuvoso de setembro a margo, com maior intensidade
entre os meses de novembro € janeiro. As temperaturas médias estdo entre 20°C e 24°C,
com periodo seco de trés a cinco meses, com a precipitacdo média anual entre 1.000 a
1.500 mm (SEMAC, 2011).
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Figura 1 — Localizagdo do reservatorio da Usina Ponte de Pedra e bacia de drenagem do rio Correntes
(MT/MS). Os pontos amarelos destacam os pontos de coleta.

ANALISE DOS GRUPOS FUNCIONAIS E DA QUALIDADE DA AGUA

O banco de dados foi disponibilizado através de parcerias publico-privada (Tractebel/
IPHUFRGS/UFMT/CPP/TNC), sendo que a amostragem teve periodicidade trimestral entre
2005 a 2011, com coletas em oito pontos (Figura 1).

Para a identificagdo das espécies do fitoplancton foram utilizadas amostras
qualitativas e quantitativas. As populacdes foram enumeradas em campos aleatérios
(UEHLINGER, 1964) segundo o método de sedimentacdo (UTERMOHL, 1958). Os
individuos (células, colénias, cendbios e filamentos) foram enumerados até alcancar 100
individuos da espécie mais frequente (p< 0,05) de acordo com Lund et al. (1958).

Para estabelecer a classificagdo dos grupos funcionais a biomassa especifica (mg
peso fresco L) foi calculada como o produto da densidade (ind L") pelo volume médio de
cada espécie (HILLEBRAND et al., 1999), estimado a partir de aproximac¢des de formas
geométricas, assumindo a densidade especifica das células fitoplancténicas de 1 gcm?
(SUN AND LIU, 2003).

Os grupos taxondémicos foram estabelecidos de acordo com Van den Hoeck et
al. (1997). A classe Cyanobacteria (cianobactérias) foi estabelecida conforme Komarek;

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 18 m



Anagnostidis (1996) e a classe Bacillariophyceae (diatoméaceas) segundo Round et al.
(1990) e outros. Os grupos funcionais do fitoplancton foram definidos para espécies que
contribuiram, pelo menos, com 5% do fitoplancton em cada estagdo (REYNOLDS et al.,
2002; REYNOLDS, 2006; PADISAK et al., 2009). Ap6s realizar a classificagdo dos grupos
funcionais, os mesmos dados foram utilizados como entrada para o calculo do indice de
qualidade da agua (Q) do rio Correntes e reservatério da usina Ponte de Pedra.

O indice Q foi desenvolvido por Padisak et al. (2006) objetivando avaliar o estado
ecolégico de diferentes tipos de lagos enquadrando-os entre as categorias de 0-5, sendo
0-1(Ruim), 1-2 (Toleravel), 2-3 (Moderado), 3-4 (Bom), 4-5 (Excelente).

Os dados de densidade e diversidade foram logaritmizados (Log10(n+1) antes
da anadlise da normalidade dos mesmos. Para responder a pergunta se: a densidade,
diversidade, riqueza e biomassa total do fitoplancton apresentavam diferenga entre os anos
e entre os pontos de coleta, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Foi realizada uma anélise
de componentes principais (PCA) para resumir as variaveis ambientais.

Antes de executar esta analise, os dados foram transformados com Log10 (n+1).
As variaveis incluidas, foram: temperatura da agua, pH, condutividade, transparéncia, cor
da agua, turbidez, alcalinidade total, demanda bioquimica por oxigénio (DBO), oxigénio
dissolvido, nitrogénio total, aménia, nitrato, fosforo total, ortofosfato total, sélidos totais,
sélidos suspensos, abundancia de E. coli, clorofila a, N:P, totalizando 19 variaveis. Esta
andlise teve como objetivo a selecdo das variaveis ambientais representativas nas
modificagdes que ocorreram no ambiente. As analises foram executadas usando pacote
VEGAN, do software R verséo 3.2.2 (R CORE TEAM, 2015).

ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE MICROALGAS

Na comunidade foram registrados 149 taxons de algas, pertencentes a oito classes
taxondmicas (Zygnemaphyceae 63 taxons, Bacillariophyceae 33 taxons, Chlorophyceae
24 taxons, Cyanobacteria 15 taxons, Euglenophyceae 4 taxons, Chrysophyceae 4 taxons,
Cryptophyceae 3 taxons, Dinophyceae 2 taxons e Oedegoniophyceae 1 taxon. Desse
total, 15 espécies descritoras das condi¢des ambientais foram agrupadas em 9 grupos
funcionais.

A riqueza de espécies do fitoplancton variou em média de 35 taxa/amostra na
estacdo COR 7 até 45 taxa/amostra (COR 2). No entanto, a riqueza entres as estagbes
nao apresentou diferenga, demonstrando uma homogeneidade. Enquanto que entre os
anos constatou-se diferenga na riqueza (p<0,001). Tal diferenca ocorreu entre o0 ano de
2005 com os anos de 2006 (p=0,02), 2010 (p=0,003) e 2011 (p=0,0001). J& 0 ano de 2006
demonstrou diferengca com os anos de 2008 (p=0,0058) e 2009 (p<0,001). E em 2007
com os anos de 2009 (p=0,001), com 2010 (p<0,001) e 2011 (p<0,001). A diversidade de
espécies foi reduzida e variou em média de 0,60 bits ind”, na estacdo COR4 até 0,9 bits
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ind-' na estacdo COR2 (Tabela 1). Houve diferenca na diversidade entre os pontos de

coleta (p<0,001).

A biomassa total também teve ampla variagdo quando comparada as estacdes de

coletas, sendo em média menor no ponto COR 6 com 0,41 mm3L" e a maior no COR2 com

1,31 mmdL" (Tabela 1 e Figura 2). A biomassa total ndo apresentou diferenca significativa

entre os pontos de coleta, porém entre os anos apresentou diferenga (p>0,01).

Pontos Riqueza Diversidade Biomassa
CORt1 36 0,7 0,67
COR2 45 0,9 1,31
COR3 44 0,8 0,65
COR4 38 0,6 0,95
COR5 37 0,7 0,70
COR6 37 0,7 0,41
COR7 35 0,7 0,89
CORS8 41 0,7 0,58

Tabela 1: Média da riqueza (taxa/amostra), diversidade (bits ind') e biomassa total (mm3L-") por
estacdo de coleta amostrada no rio Correntes e reservatorio do UHE Ponte de Pedra, no periodo de

Figura 2 — Valores de biomassa total (quadrados verdes) e porcentagem das classes taxonémicas
encontradas nos pontos de coleta do reservatorio Ponte de Pedra, destacando a maior presente de

2005 a 2011.

Chlorophyceae no ponto COR 4 (barragem da usina).
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GRUPOS FUNCIONAIS DESCRITORES DO AMBIENTE

Foram identificados os seguintes grupos funcionais de Reynolds (GFR): A, J, Lo,
MP, Na, P, S1, Y, X1 (Figura 3 e Tabela 2). De acordo com Reynolds et al. (2002) e Padisak
et al. (2009) tais grupos predominam em lagos estratificados, oligotréficos a mesotroéficos,
pequenos e médios, geralmente enriquecidos, com camadas mistas e turvas.

Os GFR predominantes foram Na, P e S1 em todos os pontos de coleta, além
de J e X1 (Chlorophyceae) e Na, no ponto COR 4. O grupo Na contribuiu com 70% da
biomassa do ponto COR 1, ja o grupo J contribuiu em média com 22% da biomassa total do
ponto COR 4, e sua ocorréncia foi somente neste ponto (Figura 3, Tabela 2). O grupo J é
comumente identificado em ambientes ricos em nutrientes, tolerante a alta disponibilidade
de luz e nutrientes sendo por consequente sensivel a limitagdo de luz (REYNOLDS et al.,
2002; PADISAK et al., 2009).

O reservatorio da usina Ponte de Pedra tem boa disponibilidade de luz e pode ser
classificado como oligotrofico quanto a clorofila-a, e nitrogénio total, e mesotréfico quanto
ao fosforo total quando considerada a classificagdo tréfica para lagos tropicais (SALAS;
MARTINO, 1991). Tais grupos identificados sao tipicos de ecossistemas aquaticos
brasileiros represados (TRAIN et al., 2005; DANTAS, 2010; BORGES et al., 2008; RANGEL
et al., 2009; BECKER et al., 2010; PEREIRA, 2012; SANTOS, 2012; MORETI et al., 2013;
COSTA, 2014; AZEVEDO, 2014).

Figura 3 — Descricao das porcentagens dos grupos funcionais GFR, nos pontos de coletas do rio
Correntes e reservatério Ponte de Pedra no periodo de estudo, tendo a principal contribuicdo do grupo
Na em todos os pontos de coleta e uma formagao de ambiente com indicagédo para mesotrofico no
ponto localizado proximo a barragem o COR 4.

Os autores descrevem a ocorréncia do grupo Na em ambientes com epilimnio

eutrofizado, tolerando limitagdo de nutriente e sensivel a alcalinidade e estratificagéo.
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Na analise de componentes principais (PCA) os dados abi6ticos foram resumidos a partir
dos pontos de coleta. Com 19 variaveis ambientais foram selecionadas 7 que explicaram
58,74% nos dois primeiros eixos da ordenacgdo. As variaveis que mais contribuiram para a
ordenacao do primeiro eixo foram cor da agua (r = 0,862), turbidez (r = 0,684), N:P razédo e
0 oxigénio dissolvido (r = 0,617), enquanto que para o segundo eixo foi nitrogénio total (r =
-0,615) respectivamente (Tabela 3).

A cor da agua e a turbidez representam recursos primordiais ao fitoplancton, e
este fortemente relacionada as condi¢des do meio, ou seja, as substancias dissolvidas,
particulas suspensas (BRASIL; HUSZAR, 2011).

Verificamos que os principais grupos funcionais identificados podem ser relacionados
a essas variaveis explicativas da PCA, pois a cor da agua, turbidez, nitrogénio e oxigénio
dissolvido formaram um ambiente propicio ao desenvolvimento dos organismos que
compde o grupo Na (ambientes oligo-mesotrofico) e S1 (ambientes mistos e turvos). Em
condi¢cbes naturais, sem alteragdes como por exemplo um reservatorio hidrelétrico, os dois
principais fatores ambientais limitantes s&o a insuficiéncia de nutrientes essenciais e a
mistura da coluna d’agua (REYNOLDS, 1984) sendo as tais variaveis que influenciam na
manutencéo destes dois fatores.

No reservatério de Barra Bonita (SP) Buzelli e Cunha-Santino (2013) avaliaram a
qualidade de agua e a cobertura do entorno, e verificaram que o meio fisico do entorno teve
influéncia sobre as caracteristicas da agua, em fungao do solo ser predominantemente rural.
Este fato corrobora com o presente estudo, devido as principais atividades econémicas da
bacia do rio Correntes serem agricultura e pastagem, as quais possivelmente exercem

influéncia nas caracteristicas da agua do rio Correntes e no reservatério da usina Ponte

de Pedra.
Est. 2005-2011 % GR aor gt 2005-2011 % GR oo
Planktolyngbya limnetica 5 S1 3
Aulacoseira sp. 8 P 5 Planktolyngbya 14 s1
Navicula sp. 6 MP limnetica 3
. ! . 5 12 Y
COR Act/notr?zen/um wollei 7 Na 5 COR Cryptpphyceceae 6 Lo 2
1 Closterium sp. 6 P 5 5 Peridiniales 10 P 5
Groenbladia neglecta 9 Na 5 Closterium sp. 18 Na 5
Micrasterias furcata 13 Na 5 Groenbladia neglecta 5
Xanthidium mamillosum 10 Na 5
Planktolyngbya 14 s1 3
Planktolyngbya limnetica 6 S1 3 limnetica
. 1 Y 2
Navicula sp. 6 MP 5 Cryptophyceceae 5 Lo 5
COR Pennales 1 15 A 5 COR Peridiniales 10 P 5
2 Closterium sp. 13 P 5 6 Closterium sp.
. . 5 Na 5
Groenbladia neglecta 12 Na 5 Cosmarium sp.2 16 Na 5
Hyalotheca dissiliens 6 Na 5 Groenbladia neglecta
L2 5 Na 5
Hyalotheca dissilens
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Planktolyngbya limnetica 10

Closterium sp. 8

COR Groenbladia neglecta 10
3 Netrium digitus 6
Staurastrum corpulentum 6
Hyalotheca dissiliens 5

Planktolyngbya limnetica 12

Cryptophyceceae 14
Peridiniales 7
CS‘)R Coelastrum sphaericum 7
Crucigenia sp. 6
Groenbladia neglecta 10
Hyalotheca dissiliens 6

Panktolyngbya

S1 3 limnetica Peridiniales 13 S1
P 5 Groenbladia neglecta 5 Lo
Na 5 COR Hyalotheca dissilens 13 Na
Na 5 7 Staurastrum 5 Na
P 5 corpulentum 7 P
Na 5 Xanthidium 6 Na
mamillosum
S 3 ﬁanktqungbya 5 S
Y 5 imnetica 5 v
Lo 5 Cryptpp_hyceceae 5 Lo
] 5 COR Peridiniales 8 P
X1 3 8 Closteriqm sp. 5 Na
Na 5 Cosmar/um sp.2 15 Na
Na 5 Groenbladia neglecta 9 Na

Hyalotheca dissilens

o1 o1 o1 o1 o1 W

oo onNw

Tabela 2- Principais espécies do fitoplancton (contribuigdo > 5% para o biovolume total por amostra)

seus grupos taxondmicos e funcionais no rio Correntes, com base Reynolds et al. (2002), Padisak et al.

(2006) e Padisak et al. (2009).

VARIAVEIS EIXO 1 EIXO 2 EIXO 3 EIXO 4 EIXO 5
COR DA AGUA 0,862

TURBIDEZ 0,684

N/P 0,617

TEMPERATURA DA AGUA -0,65

NITROGENIO TOTAL
CONDUTIVIDADE

OXIGENIO DISSOLVIDO

-0,62
0,6

0,688

EXPLICACAO DOS EIXOS

20,5% 13,7% 10,08% 8,02% 6,44%

Tabela 3: Variaveis que foram selecionadas na PCA e porcentagem (%) capturada por cada eixo.

O grupo Na, frequentemente encontrado, em ambientes com alta circulagéo,
oligomesotréfico e em lagos com baixas latitudes (SOUZA et al., 2008; PADISAK et al.,

2009), compreende desmidias pequenas e pode ocorrer em ambientes com epilimnio claro,

de lagos atelomiticos onde a mistura diaria impede perdas das populag¢des por sedimentagéo
para o hipolimnio (BRASIL; HUSZAR, 2011; BARBOSA et al., 2013; PEREIRA, 2012). Este
grupo possui uma alta especificidade ecologica sendo as desmidias um destaque muito

relevante no diagnéstico da conservagdo e manejo de ecossistema aquaticos tendo sua

atuacdo como agente indicador biolégico (AQUINO et al., 2014).

Verificamos a presenca do grupo Na em todos os pontos de coleta, contudo, no
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COR 4 (barragem) esteve associado a J e X1 caracterizando um ambiente mesotroéfico.
Indicando o inicio de uma modificagdo do ambiente oligotrofico (Na) para mais rico em
nutrientes. Brasil e Huszar (2011) encontraram o grupo Na compreendido por desmidias
pequenas que tendendo a dominar em ambientes epilimnio claro, com condi¢cdes
nutricionais intermediarias.

Quanto ao grupo P que sdo organismos com forte dependéncia na mistura fisica
da coluna d’agua, requerendo uma continua ou semi-continua mistura na camada entre
as profundidades de 2 a 3 metros, possuem uma estreita relagdo com a transparéncia da
agua, e sao frequentemente encontrados em ambientes eutroficos e rasos, relacionados
as flutuagdes dos nutrientes (N e P) em lagos de baixas latitudes (PADISAK et al., 2009;
BRASIL; HUSZAR, 2011; MILLAN, 2012), caracteristicas estas que ndo estédo totalmente
representadas na area de estudo. O grupo P esteve presente em todos os pontos de coleta,
principalmente em COR 5 (Tabela 2 e Figura 3), localizado na barragem do reservatério.
Este grupo foi observado nos reservatérios de Dourado e Passagem das Trairas por serem
ambientes rasos e com forte mistura na coluna de agua (TORRES, 2014).

O grupo S1, tipico de ambientes turvos e constantemente misturados, se manteve
presente no reservatério durante toda a escala temporal, mas com variagdes atingindo
22% da biomassa total no ponto COR 5 (trecho de vazao reduzida) (PADISAK et al., 2009;
CRUZ et al., 2012). Ja o grupo J, comum em reservatérios rasos e ricos em nutrientes,
€ representado por espécies pioneiras que investem em rapida replicacao celular, nas
quais, os propagulos séo facilmente dispersos através do vento e também no corpo de
outros animais como exemplo os passaros e insetos (REYNOLDS, 1999). Este grupo é
formado por algas verdes sem movimento e ndo mucilaginosas proeminentes em sistemas
enriquecidos, foi observado no rio Pomba-MG, (SOARES et al., 2007; CRUZ et al., 2012).

INDICE DE QUALIDADE DA AGUA (Q) DO RIO CORRENTES

Os grupos funcionais foram a base para determinar o indice Q e atribuir valores do
fator F para cada um dos grupos relacionados na Tabela 2. Estes valores foram expressos
por Padisék et al. (2006) para cada tipo de lago estudado na Hungria, porém para nossa
area de estudo nenhum dos lagos apresentaram caracteristicas similares. Dessa forma
foram atribuidos os valores considerando os grupos desejaveis e quais seriam indesejaveis
para representarem a qualidade da agua. Sendo assim, para o principal grupo encontrado
no reservatorio da usina Ponte de Pedra o Na foi atribuido o 5, enquanto que o grupo P o
valor de 5, e para S1 e X1 representado por 3, ja o J foi considerado 2.

O indice Q classificou as aguas do reservatorio variando entre toleravel a excelente
(Figura 4). Dessa forma, podemos constatar que as aguas do rio Correntes e do reservatorio
da usina Ponte de Pedra foram qualificadas em categoria média (2-3). Caracterizando dois
ambientes, o primeiro a montante e a jusante (COR 1, COR 6, COR 7 e COR 8) com suas
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aguas nas categorias bom-excelente, sendo os principais c6dons dominantes Na e N, e o
segundo no corpo do reservatério e a jusante no trecho de vazéo reduzida (COR 2, COR
3, COR 4 e COR 5) com valores de tolerante a médio, com maior contribuicdo dos grupos
P, S1, X1, J.

Assim para a area de estudo nos pontos COR 1, COR 6, COR 7 e COR 8 as aguas
foram classificadas como bom a excelente (3-5) dominando estes ambientes os grupos Na
e N (Figura 3). Na area estabelecida como de transicdo (COR 2), foi categorizada como
boa (3-4), tendo a principal ocorréncia de Na seguido do P e uma pequeno contribuicdo
do MP, sendo este dois ultimos grupos associados a ambientes com indicativo de maior
riqueza de nutrientes. Enquanto que os pontos COR 3, 4 e 5 foram classificados entre
tolerante & médio (1-3), sendo os dois primeiros pontos dentro do corpo do reservatério e
muito proximo a barragem, com dominancia do grupo Na (COR 3) seguido do c6don P. Nos
outros dois pontos houve dominancia dos cddons J, P, S1, X1 e Y que séo associagbes
encontradas frequentemente em ambiente com tolerancia a turbidez, ou seja, sobrevivem
com reduzida disponibilidade de luz e altos niveis de nutrientes (SILVA, 2013).

Figura 4 — Classificagéo do indice Q por pontos de coleta do rio Correntes e no reservatério da usina
Ponte de Pedra (2005-2011), destacando que o ano de inicio da operagéo ocorreu em 2005.

Estudos visando o monitoramento da qualidade da agua tém utilizado fortemente o

indice Q em diferentes regides e ambientes aquaticos brasileiros, por néo existir limitagdes
geograficas, como Crossetti e Bicudo (2008) em reservatério tropical no estado de Séo
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Paulo; Silva (2013) nos reservatérios Santa Cruz e Pau dos Ferros, na regido nordeste
brasileira; Mello (2012) no reservatério em Taperba classificou as agua entre ruim a
excelente e Millan (2012) em aguas do reservatério em Jaboticabal encontrou valores que
classificaram entre médio a excelente.

Becker et al. (2009) estudando um reservatorio mesoeutrofico no Rio Grande
do Sul analisaram a dindmica dos grupos funcionais e a aplicacdo do indice do estado
ecologico (Q). Nesse caso, o indice ecologico foi eficaz em identificar o estado ecologico
do reservatério, provando ser uma ferramenta promissora nos estudos em ecossistemas
subtropicais e tropicais no controle da qualidade da agua em reservatorios de hidrelétricas.

Em um panorama geral, os usos do solo na bacia do rio Correntes estdo exercendo
influéncia sobre a qualidade da 4gua que variou entre tolerante a excelente, classificagcdo
esta definida pelo componente biol6gico dos grupos funcionais dominantes e pelos tipos
de uso do solo praticados na bacia do rio Correntes. No entanto, os grupos funcionais
dominantes descritores da qualidade da &gua foram similares e comuns nas distintas

regides e periodos analisados para o rio Correntes.
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RESUMO: A precipitagdo seletiva de proteinas é
largamente utilizada na produgéo de biofarmacos.
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A vacina de hepatite B (recombinante) do
Instituto Butantan é composta pela proteina
recombinante de superficie do virus, antigeno
S (HBsAg). No processo de purificacdo das
particulas semelhantes ao virus (VLPs), o
precipitado de proteinas da cepa hospedeira
(HCPs) é atualmente removido por centrifugagéo
continua. Os filtros de profundidade Clarisolve®
sdo apresentados como ferramentas eficientes
para clarificar culturas celulares de alta densidade.
Noés avaliamos os filtros Clarisolve® 20MS, 40MS
e 60HX, comparando os filtrados com o controle
centrifugado, a fim de verificar a viabilidade do
seu uso como técnica alternativa na remocgéo de
precipitados de proteinas. Os desempenhos
foram similares e satisfatérios em termos do
aumento de presséo ao longo do procedimento,
bem como turbidez, OD,,,, perfil eletroforético,
conteldo de proteinas total/especifica e de DNA
residual do filtrado. O filtro 40MS foi selecionado
para um desafio de alto fluxo, compativel com
as necessidades da escala industrial. Houve
um incremento de pressdo exponencial no final
da corrida, embora estivesse bastante aquém
do limite de pressao do filtro e sem impacto na
qualidade do filtrado. Desta forma, 40MS foi
considerado o candidato ideal para substituir a
centrifugacéo na remocéao de HCPs.
PALAVRAS-CHAVE: filiro de profundidade,
precipitacéo seletiva de proteinas, clarificacao.
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NOVEL USE FOR CLARISOLVE® DEPTH FILTERS SUBSTITUTING
CLASSICAL CENTRIFUGATION IN PROTEIN PURIFICATION BY SELECTIVE
PRECIPTATION

ABSTRACT: Selective protein precipitation is widely used in the production of biopharmaceuticals.
Butantan Institute’s hepatitis B vaccine is composed by the virus recombinant surface S-antigen
(HBsAg). Continuous centrifugation is currently used to remove host cell proteins (HCPs)
precipitates in the virus-like particles (VLPs) purification process. Clarisolve® depth filter is
presented as an efficient tool to clarify high-density cell cultures. We evaluated 20MS, 40MS
and 60HX Clarisolve® units against centrifugation (control) in order to verify its feasibility as an
alternative technique to protein precipitates removal. They presented similar and satisfactory
performance in terms of pressure along the procedure and also filtrate’s turbidity, OD,,, total/
specific protein, electrophoretic profile and DNA content. The 40MS media was selected for
a high-flow challenge, compatible with industrial production demand. Resistance increased
exponentially at the end, even though far from the limit pressure, with no impact on filtrate quality.
Therefore, 40MS was considered the ideal candidate to replace HCP clearance by centrifugation.
KEYWORDS: depth filter, selective protein precipitation, clarification

11 INTRODUGAO

Os processos de purificagdo de proteinas na produgéo de biofarmacos incluem, em
sua grande maioria, etapas de clarificagao primaria (separacao de células e debris celulares)
e secundaria (remog¢do de macromoléculas, em etapas posteriores de purificagdo). A
importancia das etapas iniciais apés a colheita e (se necessario) a desintegragdo das
células, é a de preparar o produto intermediario para os passos subsequentes mais
refinados e especificos de purificagdo da proteina alvo (LE MERDY, 2015). Classicamente
a centrifugacdo tem sido a técnica padréao utilizada, seguida ou néo por filiracdo. Cada
vez mais, com o continuo desenvolvimento de filtros mais eficientes, a clarificacdo por
filtracdo tem sido como uma alternativa atraente (O’'BRIEN et al., 2012), por conta da
facilidade de escalonamento e compatibilidade com processos de uso Unico (BESNARD
et al, 2016). Filtros em profundidade com variados desenhos de construgdo sé&o boas
opgdes para processar volumes vultosos e/ou altas densidades celulares. A disponibilidade
de filtros de profundidade de uso Unico para processos em larga escala tem permitido
aos desenvolvedores melhorar e simplificar os processos de downstream (O’'BRIEN et al.,
2012). Novos filtros tém sido criados, associados a pré-tratamentos da suspensao de forma
a flocular/agregar células, debris e impurezas associadas, possibilitando processos mais
ageis, flexiveis e escalonaveis (SINGH et al., 2013).

Os filtros Clarisolve® (Merck Millipore) sdo construidos em multicamadas, de forma
a conferir um gradiente de densidade projetado especificamente para distribuicbes de
particulas de diferentes tamanhos (figura 1). Foram inicialmente concebidos para substituir
centrifugas na clarificacdo primaria de culturas de células pré-tratadas (floculagéo),
particularmente na produgdo de anticorpos monoclonais (MERCK MILLIPORE, 2017),
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resultando em um filirado de baixa turbidez contendo a proteina de interesse.

Figura 1. Filtros Clarisolve® (Merck Millipore). Faixas de porosidade, composicéo e aplicagdes.
(Modificado de Merck Millipore, 2016)

A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) produzida no Instituto Butantan
é composta pelo antigeno S de superficie do virus (HBsAg), expresso pela levedura
transformada Pichia angusta (Hansenula polymorpha). Ap6s o processo fermentativo as
células séo colhidas, lavadas e rompidas. O processo de purificacdo inclui a precipitacéo
seletiva de proteinas derivadas da célula hospedeira (HCPs), por reducdo de pH. Os
precipitados s&o removidos por centrifugagdo em fluxo continuo, conferindo uma reducgéo
pelo menos 80% das proteinas totais. Vislumbramos a possibilidade de substituir a
centrifuga por filtro de profundidade nesta etapa. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
filtros Clarisolve® na remogdo dos agregados de HCPs/acidos nucleicos apos a precipitagédo
acida.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material aplicado

Material da fase intermediaria de purificacdo do HBsAg, apds as etapas de
desintegragdo celular, remogéo dos debris por centrifugagcdo, concentracédo e diafiltracdo
do sobrenadante (CD). Antes das filtragGes o pH foi reduzido sob baixa agitagdo, em banho
de gelo, para promover a precipitacdo de HCPs e acidos nucleicos, predominantemente.

O pH dos filtrados e do sobrenadante da centrifugacéo (padréo) foi neutralizado
imediatamente apds sua obtencéo.

2.2 Filtracao

Foram utilizados os filtros em profundidade Clarisolve® mPod (Merck Millipore), com
23 cm? de area, nas gramaturas disponiveis - 20MS, 40MS e 60HX (figura 1 e 2A). CD
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(300 — 330 mL) foi aplicado em até trés filtros simultaneamente, em linhas paralelas (figura
2B). A pressao dos sistemas foi continuamente monitorada e todo o filtrado foi fracionado
(15 mL) para analises. Como controle, uma amostra de CD foi centrifugada (6.000 x g/35
min), para remog¢éao dos precipitados e colheita do sobrenadante clarificado (PS). Os testes
de dimensionamento dos filtros Clarisolve® seguiram as metodologias PMax™ e TMax™
(MERCK MILLIPORE, 2000).

Figura 2. Unidade filtrante Clarisolve®: A) Clarisolve® mPod, 23 cm?, 20MS, 40MS ou 60HX.

B) Esquema de aplicagéo de CD em até 3 unidades, simultaneamente, com monitoramento continuo
da presséo.

2.3 Analises

As fragdes (15 mL) e o pool de cada filtrado, assim como o controle centrifugado,
, DO
totais (Pierce™ BCA Protein Assay Kit — ThermoFisher Scientific), titulagdo da proteina

foram analisados quanto a turbidez (medida indireta, DO conteudo de proteinas

600) 280’

especifica (PHA — passive haemagglutination assay, RCP Diagnostic Systems, cat. #B-
431 - Russia), perfil eletroforético (SDS-PAGE, 12% acrilamida - LAEMMLI, 1970) corado
por prata (HEMPELMANN & KAMINSKY, 1986), padrdo de HBsAg purificado (concentrado
proteico da vacina adsorvida hepatite B do Instituto Butantan), padrdo de peso molecular
LMW eletroforese SDS, (Amersham, atual Cytiva) e contelido de DNA residual (Quant-iT™
PicoGreen dsDNA assay kit — Invitrogen).

31 RESULTADOS

3.1 Triagem

No primeiro teste comparamos os trés modelos disponiveis dos filtros Clarisolve® -
20MS, 40MS e 60HX. As unidades foram montadas em paralelo, alimentadas pela mesma
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bomba peristaltica (figura 2B) e 330 mL (130 mL/m?) de CD foram aplicados em cada uma
delas, simultaneamente. O fluxo de alimentagéo foi de 45 L/m?h, préximo ao recomendado pelo
fabricante. As caracteristicas dos filtrados — turbidez, proteinas totais, especifica e conteudo de
acidos nucleicos - foram semelhantes entre si e também o controle centrifugado PS (tabela 1).
De modo geral, durante a corrida os valores de turbidez e DO,,, foram mais altos nos primeiros
50 L/m? (fragGes iniciais), particularmente com o HX60, com estabilizagdo em cerca de 10%
daqueles do material inicial (figura 3A). Nos filtrados (pool das fragdes), bem como no controle
centrifugado PS, houve uma perda de até 4 vezes do HBsAg. Em contrapartida, o conteudo de
proteinas totais caiu para menos de 20% e o de DNA residual para menos de 3% em relacdo ao
material inicial.

Teste 1 CD #1 PS1 | 20MS | 40MS | 6OHX
Do, 40,15 4,76 4,40 5,02 4,68
Turbidez (NTU) 979 214 176 218
HBsAg (titlo) | <16000 | 4000 | >4000 | >4000 | >4000
BCA (mg/mL) 2390 447 487 479 450
DNA (ng/mL) 76640 547 1726 1136 2018
Testes 2&3 CD #2 PS2 | 20mMs | 4oMms ps3 | 40MS high
Turbidez (NTU) 900 9 87,9 83,2
Do,,, 38,10 4,23 3,78 3,53 4,23 363
HBsAg (titulo) 32000 | >4000 | 8000 | >4000 | >4000 4000
BCA (mg/mL) 4150 458 503 476 578 466
DNA (ng/mL) 51040 315 1431 537 538

Tabela 1. Resultados das andlises dos filtrados (pools) dos trés testes, comparados ao controle centrifugado
(PS) e o material inicial (CD). Proteinas totais (por BCA), especifica (titulagdo do HBsAg por hemaglutinacdao
passiva) e contedo de DNA residual. PS 1, 2 e 3 sdo os materiais centrifugados durante testes 1 a 3,
respectivamente. NTU = (Unidade de Turbidez Nefelométrica).
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Figure 3. Desempenho dos filtros Clarisolve®: turbidez (frages) e pressao ao longo do processo de
filtragdo. A) teste 1 (45 L/m#h); B) testes 2 (36 L/m2 h) e 3 (83 L/m?h - high flux).

Durante parte da filtragdo com a unidade 20MS houve formagédo de espuma, sem
comprometimento da corrida ou do produto resultante. Este fenédmeno, por outro lado, foi mais
intenso com o filtro 60HX, determinando a finaliza¢éo precoce da filtragcdo e, consequentemente,
a eliminagdo deste modelo nos demais estudos. Observou-se também um leve aumento da
presséo dos sistemas, mas sempre abaixo de 0,08 psi, valor este distante do limite maximo de
20 psi preconizado pelo fabricante. (figura 3A).

Os filtros 20MS e 40MS foram novamente comparados entre si num segundo teste,
com um novo lote de CD. A partir deste teste foi decidido o aguardo de 30 minutos apos a
redugdo de pH, antes do inicio da filtrag&o, realizada num fluxo de 36 L/m?h. Os desempenhos
foram semelhantes aos observados na primeira triagem (figura 3B e tabela 1), com uma sutil
vantagem do Clarisolve® 40MS no fluxo de filtragdo e na remogao de DNA residual. Nao foram
observadas diferencas relevantes no perfil eletroforético das fragées/pool oriundos dos dois
filtros (figura 4). As fragbes iniciais ainda apresentaram mais impurezas, mas sem impacto para
a qualidade do filtrado total.
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Figure 4. SDS-PAGE de amostras dos testes 2 e 3.

f=fragdo; S=pool de fragbes de cada filtrado; H= HBsAg purificado (setas indicam altura das
bandas correspondentes aos monémero e dimero); LMW = padrdo de peso molecular; PS =
sobrenadante centrifugado (controle), CD = material inicial, antes da redugéo de pH.

3.2 Desafio

O mesmo lote de CD do segundo teste foi utilizado num terceiro teste, para desafiar
o filtro Clarisolve® 40MS com incremento do fluxo de 83 L/m?h (figura 3B). Mesmo com o
aumento exponencial da resisténcia no final da filtragdo, alcangando 12 psi/lLm?h, ainda restou
uma grande margem em relagao a pressao maxima preconizada pelo fabricante, de 20 psi/Lm?h.
Afigura 4 mostra o perfil eletroforético de uma fragao inicial, intermediaria e final dos testes 2 e 3,
comparadas ao do material inicial e do controle centrifugado. As fra¢des iniciais apresentam mais
bandas, tanto as correspondentes aos mondmeros e dimeros de HBsAg (pela comparagéo com
o antigeno purificado, amostra H) quanto por algumas contaminantes. Ja havia sido verificado
em amostras do processo industrial, por Western Blot, que as bandas de baixo peso moléculas
presentes em quase todas as amostras sao de HBsAg degradado, ndo impactando na pureza do
produto. A qualidade do filtrado (pool) no desafio foi mantida, semelhante aos filtrados em menor
fluxo e ao padréo centrifugado PS (tabela 1, figura 4).

41 DISCUSSAO

Embora as etapas de clarificagdo sejam tecnologicamente mais simples, o
estabelecimento cuidadoso de parametros impacta enormemente na qualidade do material
resultante e, consequentemente, no desempenho das etapas posteriores de purificagdo. Por
muitos anos a centrifugagdo tem sido a técnica padréo, seja na clarificagdo primaria (remogéo
de células e debris celulares), seja na secundaria, em etapas posteriores do downstream. Com
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o desenvolvimento da tecnologia de construcdo dos sistemas filtrantes, associada a crescente
tendéncia de dispositivos de uso Unico na indUstria de biofarmacos, a substituicdo da centrifuga
por filiros tem sido cada vez mais presente. Além das vantagens no escalonamento, dispensa
dos procedimentos de limpeza e, consequentemente, o da custosa valida¢éo de limpeza, ha
também a facilidade de sua implementac@o no processo produtivo (BESNARD et al., 2016).
Neste universo em expansao, os filtros em profundidade modernos despertam grande interesse,
pela sua capacidade de processar volumes cada vez maiores, principalmente associados a pré-
tratamento do material com agentes floculantes, com uma &rea filtrante relativamente pequena,
se compararmos aos filtros de décadas atras. Encontramos muitos exemplos do seu uso nas
etapas de colheita e na clarificacdo apés rompimento celular. Neste trabalho verificamos se
esse tipo de filtro poderia também ser usado na separacé@o de proteinas precipitadas de uma
suspensado, uso esse ainda limitado nos bioprocessos. Os filtros Clarisolve® (Merck Millipore)
foram concebidos para separagéo de células em culturas de alta densidade, para obtencéo
do meio contendo anticorpos monoclonais (MERCK MILLIPORE, 2017). Por seu tipo de
estrutura, mostraram-se bons candidatos a esse estudo, devido a faixa de tamanho de
poros ser aparentemente compativel com nosso material.

Durante a reducéo do pH é importante que o material seja mantido tem temperatura baixa,
inferior a 12 °C. A agitag&o constante é necessaria durante a adicdo do &cido, para que ndo haja
pontos de extremos de pH, mas deve ser apenas o suficiente para homogeneizar a suspenséao.
O principio deste método é o de que, quando o pH atinge o valor do seu pl, a somatéria de
cargas (residuos positivos x negativos) de cada proteina equilibrada e, portanto, neutra. Isto
permite que as moléculas se aproximem umas das outras, pela diminuicdo da repulséo elétrica,
e precipitem. Uma agitagéo mais vigorosa pode prejudicar essa intera¢cdo molecular.

Num primeiro teste comparamos os trés modelos a disposicéo, simultaneamente, como
0 mesmo material e a mesma alimentacdo do sistema. Houve uma perda importante do HBsAg,
mas nao diferente da resultante da clarificacéo por centrifugacéo. Em contrapartida, o contetdo
de proteinas totais foi reduzido em mais de 80%, uma importante taxa de purificacdo ja no
inicio do downstream. A remocgao de DNA residual também foi bastante relevante: embora a
concentracédo fosse de 2 a 4 vezes maior nos filtrados em relagéo ao controle centrifugado,
mesmo assim representou mais de 97% de reducgéo. Apesar da clarificagéo nesta etapa objetivar
aremocéo das HCPs, néo é inesperado o grande efeito carreador de &cidos nucleicos resultante.

O alvo de uma clarificagao primaria é a obtencédo de um filtrado limpido, como a menor
turbidez possivel. No nosso caso é importante que seja mantida uma porcentagem para que nao
ocorra perda do HBsAg nas etapas subsequentes de purificagdo. Os valores de turbidez, DO,
e contetdo proteico foram semelhantes aos do controle centrifugado, como era desejado.

Nesta primeira triagem o filtro 60HX foi descartado, j& que houve formacéo de
espuma durante quase toda a corrida, impedindo a finalizacdo da filtragcdo. Apesar deste
ocorrido ter sido inicialmente inesperado, por ser 0 modelo de maior porosidade, é bastante

plausivel que as camadas intercalantes de celulose e terra diatomécea (ausentes apenas
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no 60HX) contribuam significativamente na capacidade dos outros modelos. A filtragdo com
0 20MS também apresentou formagéo de espuma por um tempo, mas sem impacto para o
processo nem para o produto, aparentemente.
Os filtros 20MS e 40Ms foram entdo novamente comparados, com um outro lote de
CD. Como as fragdes iniciais dos filtrados do primeiro teste haviam apresentado grau de
impurezas consideravel, decidimos aguardar 30 minutos ap6s a redugao do pH, para tornar
mais eficiente a formacéo dos precipitados. O desempenho dos filtros neste segundo teste
foi semelhante ao do primeiro — as pequenas diferengas podem estar associadas a:
1. Concentragéo proteica inicial — a variagdo de DO,,, do material inicial pode

influenciar na porcentagem de precipitacdo das HCPs, exigindo em casos mais
extremos uma maior reducao do pH;

2. Tamanho dos agregados — é bem possivel que a espera de 30 min apds a reducéo
do pH, antes da filtragéo, tenha resultado em particulas um pouco maiores, o que
pode ter permitido a retencéo de proteinas de forma diversa em relagéo ao primeiro
teste. A tabela 1 e a figura 4 mostram que a turbidez do pool de filtrados e das
fracdes, respectivamente, foi praticamente a metade no segundo teste em relagcéo
ao primeiro, para os mesmos modelos de filtro, mesmo A pressao durante a filtracdo
foi semelhante nos dois testes com o modelo 40MS, ja para o 20MS ela praticamente
dobrou. Uma explicagéo € a de os poros maiores do filtro 40MS permitiram uma
distribuicdo mais uniforme por todo o corpo filtrante, enquanto o 20MS pode ter
sofrido uma saturacao precoce das primeiras camadas;

3. Poderiamos supor que a pequena diferenca de fluxo entre o primeiro e segundo
teste (45 L/m?h e 36 L/m?h). Mas frente a semelhanca de desempenho num fluxo duas
vezes maior, essa suposicao € improvavel.

A maior concentragé@o de impurezas nas primeiras fragées ndo chegou a impactar na
qualidade do filtrado total (figura 4). As HCPs remanescentes no material ap6s a clarificagao
(filtrado ou centrifugado) sdo provavelmente acidas — permaneceram solubilizadas pelo
fato do pH néo ter sido reduzido o suficiente para se igualar ao pl das mesmas. A amostra
de CD (material inicial) aplicada no gel de eletroforese foi bastante diluida para melhor
visualizaga@o das bandas de interesse, 0 que pode dar a falsa impressao de que esta muito
pura — sem essa diluicdo n&o seria possivel distinguir as proteinas entre si.

O modelo 40MS foi eleito para ser desafiado com um fluxo maior de alimentacéo,
de forma que o tempo total de processo fosse compativel com a realidade na produgéo
industrial. Nao houve impacto na qualidade do produto obtido (tabela 1, amostra 40MS
high flux). No final da filtracdo a presséo subiu de forma mais incisiva em relagcéo ao teste
anterior, se mantendo mesmo assim bem aquém do limite recomendado pelo fabricante.
Isso significa que, provavelmente, um volume extra poderia ter sido processado antes da
saturacao do filtro. Seria necessario conferir se a qualidade do filtrado seria mantida, mas a
probabilidade ¢ alta ja que os resultados preliminares mostram que, em todos os cenarios,
a qualidade do filtrado permanece constante apés um carregamento de 50 L/mh.
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Embora a remogéo do contetdo de DNA (da cepa produtora) residual ndo seja o
proposito principal desta etapa de purificagéo, hd um claro efeito carreador (tabela 1), para o
qual o filtro 40MS se mostrou mais eficiente. Houve uma redugéo de mais de 97%, efeito este
importante j& que para reprovag¢éo do concentrado proteico (o produto final da purificagéo)
bastam 100 pg DNA no equivalente a 1 dose de vacina.

VENKITESHWARAN et al. (2015) discutem que os filtros de profundidade comumente
possuem celulose e terra diatomacea em sua estrutura, como é o caso dos Clarisolve®
20MS e 40MS. A estrutura fibrosa desses filtros é mantida por ligantes de resina polimérica
positivamente carregadas. Os mesmos mecanismos de captura mecénica e adsorgdo por
interacdes eletrostaticas e/ou hidrofébicas podem reter parte das particulas virais, embora esse
comportamento possa variar conforme o virus e o filtro. Considerando a significativa perda do
HBsAg observada no processo de clarificagdo, é possivel que parte esteja retida por esses
fendmenos, somando-se ao efeito carreador da precipitagéo em si, ja que o controle centrifugado
também sofre esta perda.

A empresa fornecedora dos filtros Clarisolve® participou da condugéo destes estudos.
Foi possivel determinar a area filtrante de 2,75 m? como suficiente para realizar a clarificagdo de
200 L de CD, no mesmo tempo gasto para a centrifugacéo, incluindo a limpeza do equipamento
— etapa inexistente no uso dos filtros, pelo fato de serem descartaveis. Os testes de
dimensionamento dos filtros Clarisolve®seguiram as metodologias PMax™ e TMax™, onde
0 objetivo do ensaio visa encontrar pontos maximos de contrapresséo e turbidez maxima,
respectivamente. Essa metodologia auxilia nas etapas de escalonamento do processo,
pois o comportamento real da filtracdo em um dado fluxo constante é realizado seguindo
0 esperado para a etapa de processo. A técnica de PMax™ é comumente utilizada para
dimensionamento de filtros de profundidade e a escolha do fluxo de alimentagéo adequado
interfere nos mecanismos de reteng@o dos filtros. Por se tratar de filtros que possuem
carga positiva, oriunda das resinas ligantes das matrizes dos filtros, o filtro retém particulas
indesejadas por excluséo por tamanho e adsorcao de particulas carregadas negativamente,
melhorando a performance dos filtros. O ensaio TMax™ visa encontrar a curva de ruptura
de turbidez, medida em NTU, onde o valor limite esta vinculado a turbidez inicial da amostra
antes da filtracdo. A medida de turbidez é um dos indicativos de qualidade e, sendo medido
ao longo do ensaio, apresenta uma curva de capacidade (L/m?) dos filtros.

Os gréficos apresentados usam referéncias de carregamento ou capacidade (L/m2)
e resisténcia (psi/L/m2.h). Esses valores sdo importantes de serem representados para o
monitoramento e a manutencéo de escalas e comparativos futuros, como os realizados no
estudo, com fluxos mais altos. Um filtro pode apresentar resisténcias distintas relativas a
fluxos diferentes, dado o fato de que os mecanismos de saturagcédo e, consequentemente,
qualidade do filtrado tem relacdo direta com o fluxo de alimentagéo e tempo de residéncia
das particulas na profundidade dos filtros.

Além da vantagem de n&o requerer uma etapa de limpeza e sanitizagéo de equipamento,
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principalmente para fabricas ainda em planejamento, ainda temos o tamanho mais reduzido,
a flexibilidade e a manutencao do sistema de filtragéo - suporte com os cassetes e bomba de
alimentacéo — em relagdo a uma centrifuga industrial

A precipitacdo seletiva de proteinas na indUstria de biofdrmacos é também obtida com
adicdo de sais (ex. sulfato de amdnio), em concentragcbes bem definidas, de acordo com as
caracteristicas da proteina alvo e das HCPs. E bastante plausivel que os filtros em profundidade
possam também substituir as centrifugas no processo de clarificacdo neste caso.

51 CONCLUSOES

Por ser um processo relativamente barato e com capacidade de processar grandes
volumes de material, as técnicas de clarificagcdo sdo muito empregadas no inicio do
processo de purificagdo. A sua qualidade tem impacto importante no desempenho das
demais etapas do processo.

Os filtros Clarisolve® se mostraram compativeis com a demanda de processo
da etapa de clarificacdo p6s precipitacdo acida, na produgédo da vacina de hepatite B
(recombinante) do Instituto Butantan, tendo o modelo 40MS sido eleito como a melhor
escolha para substituir a centrifugacdo. Mais estudos para o refino dos parametros do
processo de filtragc&o, incluindo um eventual ajuste na for¢a ibnica do material inicial, bem
como um estudo de arraste de material retido nos filtros com tampdes, podem reduzir a
perda do HBsAg, principal revés desta etapa.
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RESUMO: O Brasil se destaca como um
dos maiores produtores agricolas mundiais,
consequentemente, gera grandes quantidades
de residuos como, por exemplo, as cascas,
entrecascas e pontas de mandioca na industria
farinheira. Os residuos de mandioca apresentam
abundancia em glicose que pode ser utilizada
como fonte de carbono por micro-organismos
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INDUSTRIA FARINHEIRA

na producdo de etanol. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura
e agitacdo na fermentacdo alcodlica da
levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 utilizando residuos de mandioca da
industria farinheira como substrato. Para isso,
as fermentagdes foram realizadas durante 12
horas nas temperaturas de incubacéo de 25,
30, 35 e 40 °C e agitagdo de 150 rpm ou em
estado estacionario (0 rpm). A concentragéo
de etanol foi determinada por cromatografia
gasosa. A maxima producao de etanol obtida foi
de 10,46 g.L"' na temperatura de 35 °C em 10
horas de fermentacédo em estado estacionario e
a produtividade foi de 1,04 g.L''.h"". Os resultados
mostraram que as melhores condi¢bes para a
produgao de etanol foram temperatura de 35°C e
meio mantido sem agitagdo. Além disso, também
foi observado que a agitacdo teve o efeito de
estimular o crescimento dessa levedura.
PALAVRAS-CHAVE: Etanol de Segunda
Geracao; Levedura; Fermentacao; Residuos de
mandioca.

VARIATION OF FERMENTATIVE
PARAMETERS: TEMPERATURE AND
AGITATION IN THE PRODUCTION
OF CELLULOSIC ETHANOL USING
RESIDUES FROM THE FLOUR
INDUSTRY

ABSTRACT: Brazil stands out as one of the
largest agricultural producers in the world,
consequently, it generates large amounts of
agro-industrial residues, such as cassava husks
in the flour industry. Cassava residues are
abundant in glucose that can be used as a carbon
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source by microorganisms in the generation of ethanol. The objective of this work was to
evaluate the influence of temperature and agitation on the alcoholic fermentation of the yeast
Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 using cassava residues from the flour industry as
substrate. For this, fermentations were carried out for 12 hours at incubation temperatures of
25, 30, 35 and 40 °C and stirring of 150 rpm or in steady state (0 rpm). Ethanol concentration
was determined by gas chromatography. The maximum ethanol production obtained was 10.46
g.L" at temperature of 35 °C in 10 hours of fermentation in steady state and the productivity
was 1.04 g.L".h"". The results showed that the best conditions for ethanol production were
temperature of 35 °C and medium kept without agitation. Furthermore, it was also observed
that agitation had the effect of stimulating the growth of this yeast.

KEYWORDS: Second generation ethanol; Yeast; Fermentation; Cassava waste.

11 INTRODUGAO

Acrescente demanda mundial por energia é resultante do acelerado desenvolvimento
populacional e econémico, o que leva ao consumo de grandes quantidades de combustiveis
fosseis. A combustao incompleta apresentada por estas fontes gera um impacto negativo
no clima global devido a liberagéo de gases que contribuem para o efeito estufa e a poluicdo
do meio ambiente (Ruiz; Martinez; Vermerris, 2016).

Diante disso, ha a necessidade de implantar alternativas renovaveis de energia em
larga escala para minimizar os danos causados pelos combustiveis foésseis. Uma alternativa
€ o uso de culturas agroenergéticas e residuos vegetais na produgdo de biocombustiveis
e cogeracgédo de energia. Essas matérias-primas sdo promissoras, sustentaveis e de baixo
custo denominadas de biomassa (Schmatz et al., 2021).

O uso da biomassa na geracao de energia renovavel pode evitar a competicéao pela
area agriculturavel com alimentos, estabilizar o prego do etanol frente a gasolina e diminuir
os impactos ambientais (Bharathiraja et al., 2017). Porém, é necessario que o material
lignocelulésico e aqueles que apresentam grande quantidade de amido sejam submetidos
a um tratamento fisico, quimico, bioldégico ou a combinacéo destes para a liberagéo dos
agucares fermentesciveis que possam ser utilizados pelos micro-organismos produtores de
etanol (Alvira et al., 2010).

Os residuos de mandioca sédo gerados durante o processamento da matéria-prima
durante a producéo da farinha gerando, em média 0,47 t/t de mandioca processada, e séo
constituidos por 25% de celulose, 7% de hemicelulose, 5% de proteina bruta, 60% de amido
residual proveniente da polpa, 20% de fibras e 3% de lignina (Moshi et al., 2015). Indastrias
do processamento de mandioca enfrentam problemas devido a exposigédo dos residuos ao
ar livre sem um descarte apropriado e pelo tempo excessivo que levam para se decompor.
Pois, geralmente estes materiais sdo eliminados diretamente no meio ambiente sem
qualquer tipo de tratamento, conduzindo a problemas de poluicdo ambiental. Entretanto,
os residuos gerados podem ser utilizados para a produgéo de etanol de segunda geragéo
(Cereda; Vilpoux, 2003).
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Alevedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 tem-se mostrado muito eficiente
na produgdo de etanol utilizando residuos da indUstria de papel, lamas primarias ricas
em celulose, que foram bioconvertidos em bioetanol de segunda geragdo (Mendes et al.,
2016).

A partir disso, o objetivo deste trabalho foi contribuir no desenvolvimento de uma
tecnologia integrada e diversificada para producdo de combustiveis utilizando materiais
alternativos que poderdo despertar o interesse do mercado industrial. Aléem disso, usar
fontes de energias renovaveis e promover a diminui¢do da geracéo de residuos e emissbes
de gases nocivos ao meio ambiente. Portanto, neste processo foi realizada a hidrolise acida
de residuos de mandioca visando a liberacdo de acgucares fermentesciveis para serem
usados pela levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 na producao de etanol de
segunda geracéo (2G).

21 MATERIAL E METODOS

Os residuos de mandioca (cascas, entrecascas e pontas) foram fornecidos pela
industria produtora de farinha Moreé Alimentos Ltda., localizada no municipio de Monte
Alegre de Minas — MG. Estes foram lavados e secos ao sol durante 48 horas. Em seguida,
triturados em moedor elétrico adaptado para aumentar a superficie de contato, e por fim
armazenados em recipientes plasticos. O tamanho de particula foi homogeneizado em <
0,64 mm utilizando um tamizador da marca Produtest.

A hidrélise dos residuos de mandioca ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL com acido
sulfarico (H,SO,) na concentragéo de 2,0%, submetidos a aquecimento em autoclave a 121
°C/1.1 atm durante 10 minutos.

Ao final de cada hidrélise o pH dos meios hidrolisados foi neutralizado em 6,5 com
0 uso de hidroxido de sédio (NaOH) 50% (m/m). Apos, foram filtrados em papel de filtro
Whatman n° 1 para remocéo dos residuos (torta remanescente). Todos os filtrados foram
armazenados em frascos com tampa abaixo de 0 °C para posteriores analises. O filtrado
obtido identificado como hidrolisado acido bruto (HB) dos residuos de mandioca.

Antes de realizar os ensaios fermentativos com os substratos, foram determinados os
teores de agUcares redutores pelo método do cuproarsenato (Nelson, 1944) and (Somogyi,
1952). Além disso, os teores de compostos fenélicos foram analisados por Folin-Ciocalteau
modificado por Chaovanalikit; Wrolstad (2004).

A levedura utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602. O meio utilizado
para o armazenamento da levedura foi composto por (g.L"): extrato de malte, 3; extrato de
levedura, 3; peptona de carne, 5; glicose, 10; e &gar, 20. Armazenadas em temperatura de
4°C.

O in6culo para o desenvolvimento da levedura foi preparado em frascos de

Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de um meio de enriquecimento com 0s mesmos
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constituintes que o meio de manutencgéo, exceto pelo uso de agar, obtendo-se, um caldo
de cultivo em pH 5,0, onde, a levedura previamente cultivada no meio de manutengéo
foi adicionada para o seu desenvolvimento em uma pré-fermentacédo incubada a 30°C
durante 24 h sob agita¢do de 100 rpm. O in6culo foi padronizado por espectrofotometria
em absorbancia 0,6 com comprimento de onda em 600 nm.

A producéo de etanol foi realizada em meio basal (pH 7) composto por extrato de
levedura (5 g.L'"); KH,PO, (1 g.L""); MgSO,.7H,0 (1 g.L"), (NH4),SO, (1 g.L") e a fonte de
carbono: hidrolisado bruto (HB) e um meio sintético acrescido de glicose (MS).

As condi¢Bes aplicadas para a avaliagdo do crescimento e producdo da levedura
foram: temperatura de 25, 30, 35 e 40 °C; concentragao inicial de substrato de 25 g.L";
agitacao de 0 e 150 rpm e pH 6,5, durante 12 h de fermentacéo de acordo com padronizagéo
realizada em experimentos anteriores.

O pH das amostras foi determinado utilizando um pH meter Digimid modelo DM20. A
concentracéo celular foi determinada por turbidimetria utilizando-se um espectrofotdmetro
Biochrom modelo Libra S22. O Etanol foi determinado por cromatografia gasosa utilizando
um Thermo Scientific modelo Focus com detector de chama ionizada (FID) e HP-FFAP
coluna (25 m x 0.2 mm x 0.3 ym); temperatura do forno a 70 °C; 5 min. de corrida;
temperatura do injetor de 230 °C. A produtividade foi determinada por meio do calculo da

massa inicial e final sobre o tempo total de fermentacéo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O hidrolisado acido dos residuos de mandioca apresentou a liberagdo de 131,09
g.L" de acucares redutores (AR) ao se utilizar a condicdo de 10 min. de aquecimento em
autoclave com o uso de 2,0% (v/v) de H,SO,

O uso de baixas concentragdes de acido é recomendado durante o processo de
hidrélise, pois, concentragbes menores reduzem o risco de corrosdo nos fermentadores
e ainda, reduzem os custos pela menor quantidade de reagente utilizado. Além disso, ao
se usar temperaturas mais baixas os custos com a energia sdo reduzidos, tornando o
processo mais acessivel em relagdo ao custo beneficio (Tomas-Pejo et al., 2011).

Outro fator analisado na escolha da concentragéo de acido a ser utilizado na hidrélise
€ a formacéo de compostos inibidores, pois, ao se utilizar concentragdes mais baixas de
acido ha a menor liberagdo de compostos toxicos a partir da degradagéo da lignina e dos
agUcares provenientes da hemicelulose. A concentragdo desses compostos no meio de
fermentacéo pode ser prejudicial para o desenvolvimento celular dos micro-organismos e
consequentemente, serdo inibidores da producéo de etanol 2G (Alvira et al., 2010).

Na concentracéo utilizada de 2,0% de H,SO, durante 10 min. de aquecimento foram
obtidos 0,35 g.g™" em acido vanilico no hidrolisado bruto (HB).

A partir destes resultados foi realizada a fermentacéo do hidrolisado bruto (HB) e do
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meio sintético (MS) pela levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602. Os parametros
avaliados foram temperaturas de 25, 30, 35 e 40 °C e agitagdes de 0 e 150 rpm. O pH inicial
dos meios foram de 6,5. Tempo total de fermentagdo de 12 horas e a concentracéo inicial
de agucares redutores dos meios foram de 25 g.L". O inéculo inicial de cada fermentagéo
foi de 0,18 g para todos os parametros testados.

Os resultados obtidos na fermentacdo estdo apresentados na Figura 1 para os
meios contendo o HB e o MS, ambos mantidos em estado estacionario (0 rpm) a 25 °C.

Figura 1 — Perfil da produgéo de bioetanol, crescimento celular (biomassa) e consumo de aglcares
fermentesciveis por S. cerevisiae ATCC 26602 no meio HB e MS em concentrago inicial de AR de 25
g.L" e frascos mantidos sem agitagéo (0 rpm) a 25 °C.

Na Figura 1, pode se observar que conforme transcorrido o tempo de incubag¢éo da
levedura, ocorreu um incremento na biomassa tanto para o meio sintético (MS) quanto para
o meio contendo hidrolisado bruto (HB) nos parametros testados. O meio HB apresentou
maior desenvolvimento celular quando comparado ao meio sintético, em 6 h de fermentacao
foram determinados 1,77 g.L" de células da levedura no HB. Em 12 h de fermentagéo essa
concentracédo foi de 2,94 g.L"' de células no HB. Ja no MS em 12 h a concentragéo celular
foi de 1,38 g.L" de células.

O teor inicial de agucares (25 g.L") ao fim da fermentacéo caiu para 2,93 g.L-"no HB
e 1,45 g.L" no MS (em 12 h), mostrando que houve bom aproveitamento da levedura pelos
acUcares presentes nos meios. Esse agUcar foi convertido em 4,79 g.L"' de etanol no meio
HB em 10 h de fermentagéo e 4,67 g.L ' de etanol no MS, também em 10 h de fermentagéo.

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados obtidos na fermentagdo em estado
estacionario (0 rpm) a 30 °C para os meios contendo o HB e o MS. Onde, o meio HB
apresentou maior desenvolvimento celular quando comparado ao meio sintético e também
apresentou maior produgéo de etanol do que o MS. O maior crescimento foi em 10 h para
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o0 HB, com 2,79 g.L' de células da levedura. Em 12 h de fermentagéo a concentracédo de
células no MS foi de 2,10 g.L-" de células.

Figura 2 — Produgéo de bioetanol, crescimento celular (biomassa) e consumo de agucares
fermentesciveis por S. cerevisiae no meio HB e MS em concentracgéo inicial de AR de 25 g.L™' e frascos
mantidos sem agita¢éo (0 rpm) & 30 °C.

O teor inicial de 25 g.L"ao fim da fermentagéo, 12 horas, estava em 1,74 g.L"' para
o HB e 0,15 g.L" para o MS (Figura 2).

Por meio da Figura 2 é possivel observar que houve um grande aproveitamento dos
AR pelos dois meios. O rendimento foi de 8,77 g.L"" de etanol em 10 h de fermentacgéo e
8,39 g.L" de etanol no MS, também em 10 h.

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos na fermentagédo para os meios contendo
0 HB e o MS ainda em estado estacionario (0 rpm), porém em 35 °C. Nesta, o maior
crescimento célula foi no meio HB, sendo de 3,11 g.L ' na temperatura de 35 °C em 12 h
de fermentagé@o. O maior desenvolvimento da levedura quando comparado com as outras
fermentagdes realizadas nas outras temperaturas.

Em 35 °C também foram obtidos os valores maximos de etanol quando comparado
com as outras temperaturas. Os teores alcancados de foram de 10,46 g.L-"para o HB e
9,97 g.L'para o MS em 10 horas de fermentagao (Figura 3).
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Figura 3 — Producéo de etanol, biomassa e consumo de agucares por S. cerevisiae ATCC 26602 no
meio HB e MS em concentracéo inicial de AR de 25 g.L" e frascos mantidos sem agitacéo (0 rpm) a 35
°C.

Nesta Figura 3 observa-se que houve um rapido decréscimo dos aglcares presentes
nos meios de cultura durante as primeiras 6 h de fermentacgéo e, este foi mais acentuado em
35°C. Esta temperatura ofereceu as melhores condi¢cbes para assimilagédo destes agUcares
fermentesciveis pela levedura, o que foi confirmado pelo rdpido aumento, inversamente
proporcional, dos niveis de etanol produzidos no HB e MS. Em outras palavras, a 35°C
houve consumo dos agUcares contidos nos meios de cultura mais rapido e eficiente, pois,
0s agucares residuais ao fim da fermentagéo foram de 1,70 g.L""no HB e 0,09 g.L."no MS
e concomitantemente houve a maior produgéo de etanol.

Adicionalmente, verificou-se, que apés 10 horas de fermentagéo a fonte de glicose ja
se encontrava praticamente esgotada em ambos meios fermentativos, consequentemente,
a escassez desta fonte de seis carbonos levou a levedura a utilizar o proprio produto do
metabolismo secundario, o etanol, ocasionando um decréscimo nos niveis de etanol para o
tempo de 12 horas, como pode ser visto ao final da fermentagéo (Figura 3). Esse fenébmeno
ja foi observado por outros pesquisadores e & conhecido como crescimento diauxico
(Lavova, et al., 2014). Baixas concentracbes de substrato para a produgédo de bioetanol
por Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 foram mais eficientes, ja que o uso da fonte de
carbono para a formagao de subprodutos, glicerol, por exemplo, € menor e ha uma melhora
da eficiéncia de conversao desses agucares em etanol (produto final) e menor quantidade
de agucar residual.

Os resultados avaliados na fermentacdo a 40 °C para os meios contendo o HB e
0 MS estao apresentados na Figura 4, ambos ainda mantidos em estado estacionario (0

rpm).
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Figura 4 — Produgéo de etanol, biomassa e consumo de agucares pela levedura no meio HB e MS com
AR de 25 g.L" e frascos mantidos sem agita¢éo (0 rpm) a 40 °C.

Nesta temperatura de 40 °C foram verificados os menores valores do desenvolvimento
da levedura (0,98 g.L'para o HB e 1,19 g.L "' para 0 MS em 12 h da fermentagéo), contudo,
a levedura apresentou boa produgéo do etanol, sendo, 5,42 g.L'para o HB em 10 h e 6,44
g.L"para o MS na 12 h da fermentagéo, indicando que a levedura priorizou a producgéo deste
produto secundario ao invés do seu desenvolvimento (Figura 4).

Dos 25 g.L" iniciais de AR que foram ligeiramente aproveitados pela levedura, ao
final da fermentacéo restaram 3,28 g.L" no meio HB e apenas 0,22 g.L" no meio sintético. O
MS apresentou 0 melhor consumo dos agucares pela levedura e simultaneamente a maior
produgéo do bioetanol (6,44 g.L").

Os préximos resultados (Figuras 5 a 8) relacionam o tempo de fermentagéo,
utilizagé@o dos agucares presentes no meio, crescimento celular e produgéo de etanol para os
experimentos realizados com a mesma concentracao inicial de AR descrita anteriormente (25
g.L"), entretanto, sob agitagédo de 150 rpm.

Nestes ensaios houve um aumento na biomassa semelhante para os dois meios de
cultura (HB e MS) nas quatro temperaturas testadas (25, 30, 35 e 40 °C), quando comparado
com o desenvolvimento dos experimentos realizados em estado estacionario (0 rpm). Este
fato é resultante da agitacdo do meio, uma vez que, favorece a aglomeracao e o crescimento
do micro-organismo por possibilitar maior aeragéo e a maior disponibilidade de oxigénio para
a levedura, favorecendo o seu desenvolvimento celular.
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Figura 5 — Produgéo de etanol, biomassa e consumo de agucares pela levedura no meio HB e MS com
AR de 25 g.L" e 150 rpm & 25 °C.

A agitagdo utilizada (150 rpm) associada a temperatura de 25 °C promoveu a
formagédo de 3,52 g.L"no HB e 3,61 g.L""no MS ao final da fermentagéo, 12 horas; e a
producéo de 3,63 g.L "' de etanol no HB e 3,45 g.L' de etanol no MS. Como apresentado
na Figura 5. Isso ocorreu devido o desenvolvimento da S. cerevisiae estar abaixo da sua
temperatura 6tima. Além disso, a aglomeragéo pode prejudicar a producao do etanol pela
menor difusdo de nutrientes entre as células (Ostergaard et al., 2000).

Os resultados da utilizagcao dos agUcares presentes no meio, do crescimento celular
e da producéo de etanol para os meios HB e MS na temperatura de 30 °C e agitagéo de
150 rpm esté@o apresentados na Figura 6.

O maior crescimento da levedura para esta temperatura foi ao fim da fermentacao,
sendo de 3,90 g.L" para o HB e 4,5 g.L" no MS. A méaxima producgéo de etanol obtida foi de
6,04 g.L'" no HB e 6,45 g.L"' para o MS, em 10 h de fermentacgéo (Figura 6).

Figura 6 — Producéo de etanol, biomassa e consumo de agucares pela levedura no meio HB e MS com
AR de 25g.L' e 150 rpm & 30 °C.
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Pode-se observar que a agitacdo favoreceu o crescimento celular, ou seja, conforme
se aumenta a velocidade de agitacdo dos frascos, mais acentuado se torna o incremento
da biomassa leveduriforme no meio de cultura. Em contrapartida, em um processo onde
se queira a conversao das fontes de carbono voltadas principalmente para producédo de
massa celular do micro-organismo se tornaria vantajoso, pois, além da grande quantidade
de biomassa formada, a concentragdo de etanol nos meios ndo aumentou de forma
proporcional ao crescimento. Isso pode ser devido ao fato de que a levedura néo s6 produz
etanol como produto do metabolismo microbiano, mas também outros metabdlitos (glicerol),
e essa via pode estar sendo favorecida pela agitacéo,

Na Figura 7 esta apresentado o perfil dos resultados obtidos para os mesmo
parametros, porém, submetidos a temperatura de fermentacao de 35 °C.

Em relagéo a produgdo de etanol, observou-se que os valores maximos obtidos
foram de 8,46 g.L"' para o HB em 8 h de fermentacédo e 7,67 g.L"' para o MS em 10 h,
ambos em temperatura de 35°C (Figura 7). Tais dados reforcam que a temperatura 6tima
de incubacdo para a obtencéo dos maiores indices de etanol pela S. cerevisiae ATCC
26602 esta em torno de 35 °C.

Figura 7 — Produgéo de etanol, biomassa e consumo de agucares pela levedura no meio HB e MS com
AR de 25g.L"' e 150 rpm & 35 °C.

O pior desempenho para a produgdo de etanol foi constatado na temperatura de 25
°C, mostrando que a levedura ndo atua bem em tal temperatura, mesmo em condi¢des de
auséncia de oxigénio (4,79 g.L" de etanol no HB; 4,67 g.L' para o MS), e muito menos ao
promover a agitagéo no cultivo (3,63 g.L' no HB; 3,45 g.L"' no MS).

Os resultados obtidos na fermentagdo a 40 °C e 150 rpm de agitagdo estédo
apresentados na Figura 8, para os meios contendo o HB e o MS.

Na Figura 8 est4 representado que no MS a levedura foi capaz de consumir todo
0 AR presente no meio e gerou 4,06 g.L ' de etanol. Mesmo sem consumir todo o agucar
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presente produziu 4,98 g.L" de etanol no HB.

Figura 8 — Produgéo de etanol, biomassa e consumo de agucares pela levedura no meio HB e MS com
AR de 25 g.L"" e 150 rpm a 40 °C.

As leveduras podem realizar além da fermentagéo, o metabolismo respiratério, o qual
exige a presenca de oxigénio. O metabolismo respiratério apresenta um maior rendimento
em ATP, quando comparado ao metabolismo fermentativo, e produz precursores de
aminoacidos essenciais ao crescimento celular (Walker, 1998). Neste trabalho, isto poderia
explicar o fato de que as fermentagdes realizadas com agitacéo favoreceram o crescimento
celular, pois, com maior aeragdo possibilitou maior disponibilidade de oxigénio no meio.

Os autores Lin et al. (2012) analisaram a influéncia da temperatura, concentragédo
inicial de glicose e pH na fermentacéo etandlica da S. cerevisiae e verificaram que a taxa
especifica de crescimento e de producdo de etanol méaxima ocorreu entre 30 e 45°C.
Observaram também, que um aumento da oferta de substrato ndo melhorou a producéo de
etanol, principalmente quando o valor de pH néo foi controlado. Este mesmo comportamento
ocorreu no presente trabalho, onde a temperatura étima para a producdo de etanol no
hidrolisado de residuos de mandioca foi de 35°C, valor intermediario ao relatado pelos
autores.

Os pesquisadores Moshi et al. (2015) avaliaram a produgéo de etanol a partir de
mandioca selvagem e conseguiram niveis de etanol proximos a 10-11% (v/v), e a elevada
eficiéncia de conversdo dos agucares presentes na matéria-prima (97,6%) foi alcangada
por hidrélise separada do processo de fermentacdo e sacarificagdo simulténea. Nesse
trabalho os autores fizeram hidrélise enzimatica com a-amilase e glucoamilase obtendo
a concentragdo de 250 g.L' em AR que, posteriormente, foram utilizados como substrato
pela S. cerevisiae incubada a 30 °C. A maior concentragdo de etanol obtida foi de 84,3
g.L". Tais valores s&o superiores ao maximo obtido na presente pesquisa (10,46 g.L "' de
etanol e 134,84 g.L" de AR), essa diferenga ocorreu pois, a hidrolise com enzimas é mais

especifica e libera maior quantidade de agucares, porém, se torna um processo mais caro
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e demorado. Mesmo assim, na temperatura de 35 °C, utilizando a mesma levedura e uma
concentracgéo inicial de 25 g.L' de AR, ou seja, dez vezes menor do que a concentragdo
usada pelos referidos autores, foram obtidos 10,46 g.L" de etanol em 10 h de fermentagéo,
0 correspondente a 92,3% do rendimento te6rico maximo, valores muito proximos aos
relatados por Moshi et al. (2015). Portanto, uma menor concentracéo inicial de substrato
proporcionou bons rendimentos em etanol, e isso pode ser devido ao fato de que meios
altamente concentrados em agUcares podem desencadear inibicdo osmotica microbiana e
com isso prejudicar a produgao de bioetanol.

CONCLUSAO

A maxima producédo de etanol obtida foi na temperatura de 35 °C em 10 horas de
fermentacédo (10,46 g.L') em estado estacionario (0 rpm) e a produtividade foi de 1,04
g.L".h". A agitagéo dos meios teve o efeito de estimular o crescimento da levedura. Os
meios de cultura contendo o hidrolisado dos residuos de mandioca sem o processo de
desintoxicagdo podem ser uma alternativa eficiente para a produgéo de etanol de segunda
geracao pela levedura S. cerevisiae ATCC 26602. Isto € de grande importancia, pois
diminuiria uma etapa do processo para produgéo de Etanol 2G e, também os custos.
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