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APRESENTACAO

Sabemos que a microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres
vivos microscépicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducdo, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o ambiente além
de aplicagdes biotecnoldgicas. A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos,
entretanto os avangos na area molecular, como a descoberta do DNA, elevaram a um
novo nivel os estudos desse contexto, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo.
Como ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente de
avancgos importantes na medicina, agricultura e na industria.

Deste modo, mais uma vez, temos o prazer de abordar o contexto da microbiologia,
agora, dando continuidade ao tema correlacionando os avangos através dos séculos e
consequentemente as constantes atualizagbes tecnoldgicas observadas nos ultimos anos.
Assim, apresentamos aqui o novo volume deste contexto denominado: “Microbiologia:
Avancos através dos séculos e constante atualizagbes tecnol6gicas, volume 2” que
compreende trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos contendo andlises
de processos bioldégicos embasados em células microbianas ou estudos cientificos na
fundamentacao de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de
saude/doenca.

Mais uma vez a Atena Editora demonstra seu comprometimento com um dos
alicerces do desenvolvimento cientifico em nosso pais e a capacidade de enxergar
importantes temas tais como os avangcos no campo da microbiologia. Parabenizamos,
desde ja, cada autor, e convidamos o leitor para aprofundar seus conhecimentos neste
campo tao promissor.

Desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMEN: La utilizaciéon de hierbas aroméaticas
como el culantro de pozo ha sido en su gran
mayoria de aprovechamiento gastrondémico, por
lo tanto, existe la necesidad de involucrar esta
materia prima rica en compuestos bioactivos
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en diversos productos agroindustriales. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de tres concentraciones de culantro
de pozo (5%, 10% y 15%) sobre la calidad
sensorial y microbiolégica de una mayonesa de
soya. Se evaluaron microrganismos patdgenos
(Salmonella; Coliformes totales; Recuento de
mohos y levaduras; Staphylococcus aureus).
Para el andlisis de datos del perfil sensorial
se utilizdé ANOVA no paramétrico y prueba
de Kruskal Wallis para la comparacion de
promedios, mediante un test hedbnico con
escala de 9 puntos, los catadores no entrenados
evaluaron los atributos, olor; color; sabor vy
textura. La variable olor presentd un p>0,05%,
mientras que los demas atributos si fueron
estadisticamente significativos p<0,05%. El
tratamiento de mayor aceptacion fue el T3 (15%
culantro de pozo), todos los tratamientos fueron
microbiolégicamente aceptables, el valor de
grasa para el mejor tratamiento fue de 34,3%.
La adicion de culantro de pozo en la mayonesa
de soya influyé sobre calidad sensorial del
producto, todos los tratamientos cumplieron con
los parametros de calidad exigidos por la norma
INEN 2295.

PALABRAS CLAVE: Analisis sensorial; culantro
de pozo; Eryngium foetidum L; mayonesa de
soya; grasa.
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AVALIACAO DA QUALIDADE SENSORIAL E MICROBIOLOGICA DE UMA
MAIONESE DE SOJA (Glycine max) COM TRES CONCENTRACOES DE
CULANTRO DE POZO (Eryngium foetidum L)

RESUMO: O uso de ervas aromaticas como o coentro tem sido principalmente para uso
gastronémico, portanto, ha a necessidade de envolver essa matéria-prima rica em compostos
bioativos em diversos produtos agroindustriais. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito
de trés concentrac¢des de coentro (5%, 10% e 15%) na qualidade sensorial e microbioldgica
de uma maionese de soja. Microrganismos patogénicos (Salmonella; Coliformes Totais;
Contagem de bolores e leveduras; Staphylococcus aureus) foram avaliados. ANOVA néo
paramétrica e teste de Kruskal Wallis foram utilizados para analise dos dados do perfil
sensorial para comparagao de médias, por meio de teste hedénico com escala de 9 pontos,
0s provadores ndo treinados avaliaram os atributos, olfato; cor; sabor e textura. A variavel
odor apresentou p>0,05%, enquanto os demais atributos foram estatisticamente significantes
p<0,05%. O tratamento mais aceito foi o T3 (15% coentro do pog¢o), todos os tratamentos
foram microbiologicamente aceitaveis, o valor de gordura para o melhor tratamento foi de
34,3%. A adicdo de coentro na maionese de soja influenciou na qualidade sensorial do
produto, todos os tratamentos atenderam os parametros de qualidade exigidos pela norma
INEN 2295.

PALAVRAS-CHAVE: Andlise sensorial; bem coentro; Eryngium foetidum L; maionese de
soja; gordo.

EVALUATION OF THE SENSORY AND MICROBIOLOGICAL QUALITY OF
A SOY MAYONNAISE (Glycine max) WITH THREE CONCENTRATIONS OF
CORIANDER (ERYNGIUM foetidum L)

ABSTRACT: The use of aromatic herbs such as coriander has been mostly for gastronomic
use, therefore, there is a need to involve this raw material rich in bioactive compounds in
various agro-industrial products. The objective of this research was to evaluate the effect of
three concentrations of coriander (5%, 10% and 15%) on the sensory and microbiological
quality of a soy mayonnaise. Pathogenic microorganisms (Salmonella; Total Coliforms; Count
of molds and yeasts; Staphylococcus aureus) were evaluated. Non-parametric ANOVA
and Kruskal Wallis test were used for the sensory profile data analysis for the comparison
of means, through a hedonic test with a 9-point scale, the untrained tasters evaluated the
attributes, smell; colour; flavor and texture. The odor variable presented p>0.05%, while the
other attributes were statistically significant p<0.05%. The most accepted treatment was T3
(15% coriander from well), all treatments were microbiologically acceptable, the fat value for
the best treatment was 34.3%. The addition of coriander in soy mayonnaise influenced the
sensory quality of the product, all treatments met the quality parameters required by the INEN
2295 standard.

KEYWORDS: Sensory analysis; well coriander; Eryngium foetidum L; soy mayonnaise; fat.

11 INTRODUCCION

La mayonesa es una emulsién de gotas de aceite en agua (O/W) y segin la
Organizacion Mundial de la Salud considera que uno de los principales ingredientes de este
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producto es la grasa en un 78,5% (Mendoza et al., 2020), por esta razon, en los Ultimos
afos se ha incrementado la produccién de mayonesas y aderezos con bajo contenido de
grasa, debido a disminuir el contenido de aceite y con el fin de prevenir enfermedades
cronicas asociadas a un alto consumo de grasa (Campos et al., 2021).

En este caso como alternativa saludable se encuentra la mayonesa de soya, la cual
presenta entre sus caracteristicas principales la sustitucion total del huevo por proteina de
soya, lo que le confiere al producto propiedades especiales que lo convierten en un aderezo
dietético que no aporta colesterol y presenta buena digestibilidad (Campos et al., 2021),
de acuerdo a la norma INEN 2295, (2010) a este producto se lo puede considerar como
mayonesa baja en calorias, y segun su normativa se le pueden afnadir o no condimentos,
especias y hierbas aromaticas.

Entre las recientes plantas de interés agroindustrial se encuentra el Eryngium
foetidum L, miembro de la familia Umbelliferae, es conocido por varios nombres comunes,
entre ellos; cilantro de hoja larga o espinoso, coulante, recao, cilantro silvestre y culantro de
pozo, la hierba es autdctona de América tropical, hoy en dia se cultiva y extiende por todo el
mundo, comprende mas de 200 especies (Shavandi et al., 2012) es una hierba bienal que
se usa ampliamente como planta medicinal en la mayoria de las regiones tropicales. Tiene
una importancia creciente como planta de especia cultivada en India, Vietham, Australia y
otros lugares (Paul et al., 2011).

Las hojas de E. foetidum a menudo se sustituyen por hojas de cilantro debido a su
olor similar, se emplea en el tratamiento de la diabetes, el reumatismo, varios trastornos
antiinflamatorios, respiratorios (resfriado, asma, tos, sinusitis) y estomacales (Thomas et
al., 2017), también se utilizan ampliamente para adornar, marinar, aromatizar y sazonas los
alimentos (Singh et al., 2014), el uso de esta planta en el Ecuador es de forma tradicional
con un enfoque en la aplicacion culinaria existen distintas maneras de conservarla
sin que pierda sus propiedades condimentarias, puede ser usada en platos fuertes y
postres a base de su infusion (Rosero et al., 2020; Aswathy & Oommen, 2014).

En su composicion presentan una excelente fuente de vitaminas A, B1, B2, y C
(Lingaraju et al., 2016), por otra parte, se han identificado varios constituyentes quimicos
de E. foetidumincluyendo aceites esenciales como (E)-2-dodecenal (eryngial), triterpenoides
(estigmasterol), terpenos (limoneno) y saponinas (Rojas et al., 2014). Otros estudios han
documentado presencia de compuestos bioactivos (polifenoles, taninos, antocianinas,
flavonoides, carotenoides y acido ascorbico) (Singh et al., 2012). En los ultimos diez afios,
numerosos articulos de investigacion cientifica han citado usos tradicionales de E. foetidum,
especialmente en América Latina y Asia. Veintiln estudios mencionaron el uso de la especie
en etnomedicina en forma de té para tratar la inflamacién, y nueve lo mencionaron con la
aplicacién en gastronomia para preparar comidas tipicas (Rodrigues et al., 2022).

En Ecuador se presentan cultivos de E. foetidum en la zona litoral y sobre todo en
épocas de lluvias abunda la poblacion de esta planta, a pesar de aquello, las personas aun
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desconocen de sus propiedades, por lo que es considerada como una maleza y proceden
a eliminarla (Requelme, 2019), razén por la cual, es importante generar estudios que
permitan aprovechar y recuperar la seguridad alimentaria de este cultivo. Por otra parte, se
ha demostrado que la mayonesa de soya presenta menos calorias y grasas, ideales para
una dieta balanceada (Mufioz, 2015), asi como un gran interés por su consumo al ser un
alimento nutritivo y saludable (Villegas, 2016), sin embargo, el producto se encuentra en
pleno auge, por lo tanto, existe la necesidad de involucrar en su formulacion ingredientes
naturales que permitan impulsar aun mas sus propiedades y beneficios para el consumidor.
Por tal razon, en esta investigacion se evalué el efecto de tres concentraciones de culantro
de pozo sobre las caracteristicas sensoriales y microbiol6gicas de una mayonesa de soya.

2| METODOLOGIA

2.1 Lugar de la experimentacion

La investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Procesos Agroindustriales en el
area de Léacteos de la Facultad de Ciencias Zootécnicas, Universidad Técnica de Manabi.
Geograficamente se encuentra ubicada en el cantén Chone km 2 % via Boyaca, sitio Anima,
a 00°41’17" de latitud Sur y 80°07'25" de longitud Oeste.

Para la elaboracién de la mayonesa de soya, se trabajoé con leche de soya, aceite
de soya, ajo, pimienta molida, mostaza, cebolla y sal, los cuales fueron adquiridos en el
supermercado local (gran Aki), el culantro de pozo se obtuvo de huertos familiares de
la comunidad canfales del cantén Chone provincia de Manabi, y el acido ascorbico fue
suministrado por el Laboratorio de la Facultad.

2.2 Diseno experimental

Se utiliz6 un disefo experimental completamente al azar, con arreglo factorial, el
factor en estudio, correspondi6 a las concentraciones de culantro de pozo, al 5%, 10%, y
15%. Se formularon tres tratamientos con sus respectivas replicas, obteniendo un total de
9 unidades experimentales. En la tabla 1, se detallan los tratamientos en estudio.

Las concentraciones del culantro de pozo (CP) se obtuvieron en relacion a la base
100% de la mayonesa de soya (MS), es decir; T1 (100% MS + 5% CP), T2 (100% MS + 10%
CP) y T3 (100% MS + 15% CP).

Factor A:
Tratamientos Concentraciones de culantro de pozo Replicas
T1 5% 3
T2 10% 3
T3 15% 3

Tabla 1. Formulacion de los tratamientos en estudio del disefio experimental.

Microbiologia: Avancos através dos séculos e constante atualizages tecnolégicas 2 Capitulo 1 _



2.3 Procedimiento experimental

2.3.1 Material vegetal deshidratado (Culantro de pozo)

Se receptd hojas de culantro de pozo, luego se realizé la seleccion correspondiente de
aquellas en buen estado, descartando aquellas con presencia de deterioro, posteriormente
se desinfectaron con una solucién de 2ppm de hipoclorito de sodio en dos litros de agua,
seguido fueron acondicionadas y llevadas a secado artificial a una temperatura de 45°C por
5 horas el proceso se llevo a cabo en un deshidratador marca BYRD con capacidad de 12
bandejas de acero inoxidable, continuamente se procedié a moler las hojas deshidratadas
en un molino de acero inoxidable (marca corona #50), el material vegetal molido con el fin
de obtener un menor tamafio de particula fue tamizado en un tamiz #35, posteriormente se
pes6 y empacoé en fundas Ziploc selladas al vacio, para luego ser almacenadas.

2.3.2 Mayonesa de soya con adicién de culantro de pozo

Para el procedimiento de elaboracion de mayonesa de soya, se utilizé una Licuadora
(Oster Xpert Series) luego en el recipiente de vidrio se afadi6 la leche de soya junto con
el ajo, pimienta molida, mostaza, cebolla, y sal; se licu6 esta mezcla durante 5 minutos,
de forma continua se afiadio el culantro de pozo (5%, 10% y 15% de acuerdo a cada
tratamiento) y se continu6 licuando por 2 minutos mas, seguido se agreg6 lentamente el
aceite de soya, posteriormente se incorporo6 el acido ascoérbico, formada la mezcla se siguio
homogenizando por 3 minutos mas, terminada la homogenizacion el producto fue envasado

en envases de vidrio previamente esterilizados para su posterior almacenamiento.

2.4 Analisis microbioldgicos

Atodos los tratamientos en estudio se le evalud su calidad microbiol6gica por medio
de los siguientes analisis: salmonella (NTE INEN 1529-15), coliformes (NTE INEN 1529-6),
recuento de mohos y levaduras (NTE INEN 1529-10) y Staphylococcus aureus (NTE INEN
1529-14).

2.5 Analisis sensorial

Para la evaluacion de perfil sensorial se cont6 con la participacion de 40 panelistas
no entrenados, a los cuales se les facilito las muestras codificadas en orden aleatorio
mas un vaso con agua purificada, seguido se les entregd un test heddnico con escala de
calificacion de 9 puntos siendo 1 la méas baja y 9 la mas alta (1 = me disgusta muchisimo;
2 = me disgusta mucho; 3 = me disgusta moderadamente; 4 = me disgusta poco; 5 = ni
me gusta ni me disgusta; 6 = me gusta poco; 7 = me gusta moderadamente; 8 = me gusta
mucho; 9 = me gusta muchisimo), posteriormente los panelistas evaluaron en términos de

calidad los atributos color, olor, sabor y textura.
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Al mejor tratamiento escogido por los catadores no entrenados, se le realizé andlisis
de grasa segun lo establecido en la norma INEN 2295:2010.

2.6 Analisis estadistico

El procesamiento de los datos se llevé acabo en el programa estadistico InfoStat
version libre. Se aplico en los valores sensoriales andlisis de varianza no paramétrico y
prueba de Kruskal Wallis al 0,05% de significancia y 95% de confianza.

31 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Calidad microbioldgica de la mayonesa de soya con culantro de pozo

En la tabla 2 se detallan los resultados microbiolégicos de los tratamientos en
estudio, de tal forma, se demostré ausencia de microorganismos en salmonella, coliformes
totales y Staphylococcus aureus, por otra parte, mohos y levaduras presentaron un valor
de 2,0 x 10".

Los resultados de Salmonella se encuentran relacionados a los expuestos por Ruiz
(2014) de ausencia de este patégeno en mayonesas preparadas en pollerias del centro
historico de Cuenca.

Los valores de Staphylococcus se encuentran diferentes a los presentados por
Tinoco & Ochoa (2017) los autores determinaron, que un total del 19,4% de muestras de
mayonesa que se expenden en locales de alimentos del terminal terrestre de Cuenca, se
encontraban contaminadas por S. aureus.

En esta investigacion los microorganismos evaluados en cada tratamiento se
encontraron dentro del limite permisible por la norma INEN 2295 (2010), siendo un producto
con calidad microbiologica apto para el consumidor.

Es importante mencionar que el control microbiol6gico en mayonesas de todo tipo
es importante, ya que al ser un producto de consumo masivo y presentar varias formas
de elaboracion y almacenamiento, puede brindar las condiciones adecuadas para la
proliferacion de microorganismo patégenos, aquello esta relacionado a lo expresado por
Gomez & Alvarado (2014) quienes indican que este tipo de producto y en especial los que
se procesan con yema de huevo es uno de los alimentos (caseros) mas implicados en
intoxicaciones alimentarias por ser susceptible a sufrir contaminacion y posterior desarrollo
microbiano.
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Microorganismos

Tratamientos

patégenos T T2 T3
Salmonella /25 g™ Ausencia Ausencia Ausencia
Coliformes totales NMP/g Ausencia Ausencia Ausencia
Recuento de mohos y levaduras UFC/g™ 2,0x 10! 2,0x 10! 2,0x 10!
Staphylococcus aureus UFC/g! Ausencia Ausencia Ausencia

Tabla 2. Resultados de calidad microbiologica de la mayonesa de soya con culantro de pozo.

3.2 Analisis sensorial de la mayonesa de soya con culantro de pozo

En la tabla 3 se presentaron los resultados de analisis de varianza no paramétrico,

el cual demostr6 que no existe diferencia significativa para la variable Olor, sin embargo,

los demas atributos si fueron estadisticamente significativos entre los tratamientos. A los

parametros del perfil sensorial que presentaron diferencia significativa se les aplicé prueba

de comparacion de promedios segun Kruskal Wallis, los cuales se detallan a continuacion.

Tratamientos

ambutes - = — Sig. Kruskal Wallis. E.E
Olor 7,032 7,200 7,73 0,2100% 0,29
Color 7,072 7,37% 8,00° 0,0396* 0,26
Sabor 7,03 7,30 8,00° 0,0330* 0,26
Textura 7,132 7,53° 8,03° 0,0558* 0,26

Tabla 3. Resultados de analisis de varianza no paramétrico y comparacion de promedios segun la
prueba de Kruskal Wallis para los atributos de perfil sensorial. Medias con una letra en comun no son

significativamente diferentes (p<0,05). * = significancia estadistica. ns = no significativo.

3.2.1 Color

El analisis de varianza no paramétrico demostro diferencia significativa para la

variable color, por lo tanto, se realiz6 la comparacion de promedios segin la prueba de

Kruskal Wallis, la cual ordend a los tratamientos en dos rangos (a) y (b), de esta forma se

logr6 determinar que el tratamiento T2 no fue estadisticamente significativo con el T1y T3,

mientras que el T3 si present6 diferencia estadistica frente al T1, de tal forma se identificé

que el tratamiento con mayor aceptacion fue el T3 con una media de 8,00 y categoria segun

escala hedoénica de me gusta mucho, estos valores se encuentran superior a los reportados
por la literatura de Reyes & Sanchez (2021) con un promedio de aceptacion de 3,43 (no me

gusta — ni me disgusta) para una mayonesa con aceite de Sacha inchi, al contario, estudios
como el de Gaffrey (2014) manifestaron un grado de aceptacion levemente superior (77%)

en una mayonesa con quitosano.
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3.2.2 Sabor

De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza no paramétrico se logro
determinar que la variable sabor present6 diferencia significativa, por lo tanto, se procedi6
a realizar la comparacion de promedios mediante la prueba de contraste Kruskal Wallis
la cual ordené a los tratamientos en dos rangos (a) y (b), de este modo se establecid
que el tratamiento T1 fue significativamente diferente frente al T3 mientras que el T2
no presentd diferencia significativa frente a los demas tratamientos, estos resultados
permitieron establecer que el tratamiento con mejor aceptacion por parte de los catadores
no entrenados fue el T3 con una media de 8 y categoria de me gusta mucho, los valores de
este estudio se encuentran similares a los detallados en la literatura de Ayala et al. (2017)
quienes determinaron buena aceptabilidad en una mayonesa de aguacate. Otros estudios
como el de Maldonado (2015) demostraron mayor preferencia sobre este atributo en una
mayonesa con mucilago de chia y 0,5 g-kg-' de goma guar frente a productos comerciales.
En esta investigacién fue relevante la aceptacion por parte de los catadores no entrenados
por la mayonesa de soya con mayor concentracion de culantro de pozo (15%).

3.2.3 Textura

El analisis de varianza no paramétrico establecio con un p<0,05 diferencia estadistica
significativa en el atributo textura, por lo tanto, se realiz6 la comparacién de promedios
segln la prueba de Kruskal Wallis, la cual orden6 a los tratamientos en dos rangos (a) y
(b), de esta forma de determiné que el tratamiento T1 frente al T2 no presentaron diferencia
significativa, pero el T3 si fue estadisticamente significativo frente a los demas tratamientos,
de acuerdo a los resultados, el T3 se manifest6 como el mejor tratamiento escogido por los
catadores no entrenados con una media de 8,03 y categoria de aceptacion segun escala
hedo6nica de me gusta mucho. Los valores de esta investigacion se encuentran superior a
los manifestados por Reyes & Sanchez (2021) para una mayonesa con aceite de oliva cuyo
promedio de preferencia fue de 2,8 (no me gusta), por otra parte, investigaciones como la
de Munoz (2015) determinaron una aceptacion sensorial de 9,14 puntos en una mayonesa

de soya con 0,7% de goma xantana.
3.3 Analisis bromatoldgico

En la tabla 4 se detalla el resultado de grasa evaluado al mejor tratamiento escogido
por los jueces no entrenados, siendo su valor de 34,3% se encuentra dentro de los limites
permisibles por la norma INEN 2295, (2010) la cual establece un maximo de <65% de grasa
de extracto etéreo %m/m. El valor detallado en este estudio, se encuentra relacionado al
expresado por Mezones & Vésquez (2011) dando un porcentaje de grasa de 37,08% en
una salsa tipo mayonesa con caracteristica especial de ser picante al haber utilizado aji
escabeche (Capsium baccatum).
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Parametro Resultado

Grasa 34,3%

Tabla 4. Resultado de grasa para el mejor tratamiento T3.

41 CONCLUSIONES

Se determindé que el tratamiento en estudio de mayor aceptacion y con una
apreciacion de me gusta mucho fue el T3 (15% CP), lo cual indicd que a mayor concentracion
de culantro de pozo mejor sera la aprobacion de la mayonesa de soya por parte de los
catadores no entrenados.

Todos los tratamientos fueron microbiolégicamente aceptables, por otra parte, el
contenido de grasa en el mejor tratamiento cumpli6 con lo exigido por la norma INEN 2295.

El culantro de pozo puede ser considerado como alternativa natural para potenciar
la calidad sensorial y microbiolégica de la mayonesa de soya.
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RESUMO: As infeccbes da cavidade oral
possuem um amplo perfil etiolégico microbiano
que varia de acordo com cada microambiente
da boca. Tais infecgdes muitas vezes requerem
tratamento antimicrobiano, o que pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia. Ha, portanto,
a necessidade de encontrar novas estratégias
terapéuticas baseadas em compostos naturais
derivados de plantas. Objetivo: deste estudo foi
determinar o efeito antimicrobiano do extrato de
Punica granatum (romé&), contra Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Candida
albicans. Metodologia: O extrato glicdlico da
roma foi adquirido pela Empresa Vidraria Real
com os devidos laudos e especificagbes. A
atividade antimicrobiana do extrato foi realizada
contra as cepas de referéncia: Candida albicans
ATCC18804, Staphylococcus aureus ATCC6538
e Enterecoccus feacalis ATCC4083 através
do teste de Microdiluigdo em Caldo, protocolo
M7-A6 para bactéria e protocolo M27-A2
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para leveduras. Resultados: O extrato na
concentragéo de 60 mg/ml foi capaz de promover
Concentracéo Inibitéria Minima e Concentracao
Microbicida Minima contra Candida albicans
e conseguiu obter Concentragcdo Inibitéria
Minima para Staphylococcus aureus, porém nao
promoveu nenhum efeito antimicrobiano contra
Enterococcus faecalis. Conclusao: Os resultados
obtidos neste estudo mostram a importancia das
indicacdes terapéuticas das plantas medicinais
como método alternativo e de baixo custo ja que
a aplicagdo do extrato glicolico de roma foi capaz
de promover atividade antimicrobiana sobre a
cepa de Candida albicans obtendo concentra¢éo
inibitéria minima e concentragdo microbicida
minima sobre o fungo o que valida a utilidade do
extrato de Punica granatum como um potente
agente antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia bacteriana,
fitoterapicos, extrato de Punica granatum.

EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF POMEGRANATE GLYCOL
EXTRACT ON ORAL MICROORGANISMS

ABSTRACT: Infections of the oral cavity have
a broad microbial etiologic profile that varies
with each microenvironment of the mouth.
Such infections often require antimicrobial
treatment, which can lead to the development
of resistance. There is, therefore, a need to find
new therapeutic strategies based on natural
plant-derived compounds. Objective: This study
was to determine the antimicrobial effect of
Punica granatum (pomegranate) extract against
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
and Candida albicans. Methodology: The



pomegranate glycolic extract was purchased from Vidraria Real Company with the proper
reports and specifications. The antimicrobial activity of the extract was performed against
the reference strains: Candida albicans ATCC18804, Staphylococcus aureus ATCC6538 and
Enterecoccus feacalis ATCC4083 through the Microdilution broth protocols M7A6 for bacteria
and M27-A2foryeast. Results: The extract at the concentration of 60 mg/ml was able to promote
Minimal Inhibitory Concentration and Minimal Microbicidal Concentration against Candida
albicans and was able to obtain Minimal Inhibitory Concentration for Staphylococcus aureus,
but did not promote any antimicrobial effect against Enterococcus faecalis. Conclusion: The
results obtained in this study show the importance of the therapeutic indications of medicinal
plants as an alternative and low cost method since the application of the glycolic extract
of pomegranate was able to promote antimicrobial activity on the Candida albicans strain
obtaining minimum inhibitory concentration and minimum microbicidal concentration on
the fungus which validates the usefulness of the extract of Punica granatum as a potent
antimicrobial agente.

KEYWORDS: Bacterial resistance, herbal medicines, Punica granatum extract.

INTRODUCAO

As infec¢bes da cavidade oral apresentam amplo perfil etioldgico microbiano, que
varia de acordo com o ecossistema especifico de cada parte da boca, causando uma
enorme gama de doencas com diferentes frequéncias e gravidade. Dentre essas infecgbes,
as odontogénicas sozinhas respondem por 7% a 10% do total de antibioticoterapia utilizada
nas populagdes, sendo que alguns casos requerem uma combinacdo de tratamentos e
medicamentos para resolugcdo. Além disso, varios estudos tém demonstrado que as
infeccbes orais podem ser um fator de risco para o aparecimento, desenvolvimento
e progressdo de doencgas sistémicas. Tudo isso, somado ao problema da crescente
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, cria uma necessidade premente de encontrar
novas estratégias antimicrobianas (ROJAS et al.,2021).

Dentro da etiologia microbiana das infec¢des da cavidade oral, a flora patogénica é
composta principalmente por espécies de Streptococcus e Staphylococcus, além de uma
série de microrganismos oportunistas. O Streptococcus mutans tem sido frequentemente
associado ao aparecimento e progresséo da carie dentaria —doencga de grande repercussao
na cavidade oral — bem como a outras infec¢des de origem odontogénica. Staphylococcus
aureus estad presente em abscessos de origem odontogénica, sendo o segundo
microrganismo mais importante ap6s o grupo viridans de Streptococcus, e aparecendo
recorrentemente em diferentes lesbGes infecciosas da cavidade oral. A Escherichia
coli, que é um microrganismo muito importante da familia Enterobacteriaceae, também
é frequentemente encontrada em infec¢des da cavidade oral e tem grande capacidade
de desenvolver resisténcia a antimicrobianos. Enterococcus faecalis esta associado a
infeccdes do canal radicular, além de ser reconhecido por sua ampla resisténcia a diversos
agentes antimicrobianos (ROJAS et al.,2021; SANTOS,2004).
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“Por fim, a Candida albicans € um fungo oportunista e, devido ao seu longo tempo de
persisténcia nos tecidos que infecta, esta intimamente associada a estomatite relacionada
a dentadura e a diferentes tipos de candidiase de dificil tratamento” (SANTOS,2004).

Aresisténcia aos antibidticos se desenvolve de forma natural como uma consequéncia
da habilidade da populacao bacteriana de se adaptar. O uso indiscriminado de antibi6ticos
aumenta a pressao seletiva e, também, a oportunidade de bactérias serem exposta aos
mesmos. Aquela oportunidade facilita a aquisicdo de mecanismos de resisténcia. O uso
intenso de antibidticos na medicina, na producéo de alimentos para animais e na agricultura
tem causado um aumento na resisténcia aquelas drogas em todo mundo (TEIXEIRA;
FIGUEIREDO; FRANCA,2019).

A resisténcia antimicrobiana tornou-se o principal problema de saltde publica no
mundo, afetando todos os paises, desenvolvidos ou ndo. Ela é uma inevitavel consequéncia
do uso indiscriminado de antibiéticos em humanos e animais. Na Europa e na América do
Norte, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Streptococcus pneumoniae
ndo susceptivel a penicilina (PNSSP), enterococos resistente a vancomicina (VRE) e
Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de espectro ampliado (ESBL) tém
emergido e se espalhado nos hospitais e nas comunidades (SANTOS,2004; TEIXEIRA;
FIGUEIREDO; FRANCA,2019).

O comportamento particular de muitas espécies microbianas envolvidas em
infeccbes da cavidade oral, e a dificuldade de tratar algumas delas, tem levado a um
crescente interesse na busca e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
naturais a base de plantas. Em todo o mundo, muitas espécies vegetais diferentes tém sido
utilizadas como fontes de medicamentos naturais para o tratamento de doencas. Estudos
in vitro descobriram que alguns extratos brutos de espécies vegetais sdo potencialmente
Uteis no controle da multirresisténcia (PEREIRA et al.,2006).

A utilizacdo de plantas medicinais vem cada vez mais sendo estimulada
pela OMS, por ser acessivel economicamente a grande parte da populacéo. Em torno de
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utiliza deste tipo de medicamentos
(PEREIRA et al,2006).

Punica granatum (romd) é uma planta da familia Punicaceae, conhecida
popularmente como romanzeira, romeira e granada. Sua origem é proveniente da Asia,
mas é amplamente cultivada ha muitas geragdes na Europa. A P. granatum é utilizada em
varios sistemas médicos tradicionais e nos ultimos 15 anos houve aumento consideravel
em estudar essa espécie (SAAD; LEDA; SA; SEIXLACK,2016).

Os constituintes da roméa incluem taninos altamente hidrolisaveis (punicalinas
e punicalaginas), acido eldgico (um componente de elagitaninos) e é&cido galico (um
componente de galotaninos) (EL-BAHY; ABDELAZIZ; KHALAFALLA,2019).

Os compostos flavondides da roma tém fortes efeitos antioxidantes e ajudam a regular

o sistema imunologico. Eles também podem ser eficazes no tratamento de cancer, doencas
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cardiovasculares cronicas, inflamagdes e periodontite crénica. Devido a sua elagitanina e
punicalagina, a roma tem efeitos antibacterianos e suas propriedades antivirais contra o
virus do herpes foram comprovadas. Em geral, a roma é altamente eficaz para acelerar
o processo de cicatrizacédo de feridas, principalmente estomatites aftosas, devido as suas
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, antimicrobianas, antivirais
e antifungicas (TAVANGAR; ASLANI; NIKBAKHT,2019).

O extrato da casca da roma rico em polifenois tem apresentado um forte efeito
antisséptico e também atividade antibacteriana contra gram-negativas e gram-positivas.
Muitos estudos demonstram a eficacia biologica da Punica granatum, tal como seu
potencial para inibicdo do crescimento de bactérias gram-positivas, especialmente do
Staphylococcus aureus (TELES; COSTA,2014).

Diante da problematica de resisténcia antimicrobiana global associado aos poucos
estudos que avaliam a atividade antimicrobiana do extrato de roma o objetivo do presente
trabalho foi determinar a atividade antimicrobiana do extrato de Punica granutum contra
Candida albicans, Staphyloccocus aureus e Enterococcus faecalis.

METODOLOGIA

Foi adquirido o extrato glicélico de Punica granutum (Roma) da empresa Vidraria Real
(Séao Paulo, SP) na concentragao de 240 mg/ml, com os devidos laudos e especificagoes.

Foram utilizadas cepas de referéncias American Type Culture Collection (ATCC) de
Candida albicans ATCC18804, Staphylococcus aureus ATCC6538 e Enterecoccus feacalis
ATCC4083.

A Tabela 1 mostra a avaliacdo da concentracao do extrato:

Microorganismos Concentracao do Extrato de Roma (mg/ml)
Candida albicans 60 30 15 7,5 3,75 1,875 0,937 0,468 0,234 0,117
Staphylococcus aureus 60 3 15 75 3,75 1,875 0,937 0,468 0,234 0,117
Enterococcus faecalis 60 30 15 7,5 3,75 1,875 0,937 0,468 0,234 0,117

Tabela 1. Avaliagéo da concentragéo do extrato

Fonte: Autores.

Para a determinacéo da determinagéo da concentracao inibitéria minima (CIM) para
0s micro-organismos aerébios foi utilizado o método de microdiluigdo em caldo, segundo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), normas M7-A6 (NCCLS M7-A6,2003) e
M27-A2 (NCCLS M27-A2,2002). Para isso as bactérias foram reativadas, do congelamento
a -80°C, em A&gar Brain Hearth Infusion (Himedia, Mumbai, india) com incubagédo de
24h/37°C. Apés reativagao das cepas foi realizado a preparagéo do indculo, onde coldnias
isoladas foram transferidas para um tubo contendo solugao fisiolégica estéril (NaCl 0,9%),
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posteriormente foi realizado o ajuste da turbidez desta solugéo, padronizando a solugéo em
espectrofotdbmetro, na concentragédo de 106 UFC/mL.

O teste foi realizado em microplacas, onde foram adicionados 100 pL do caldo
Mueller Hinton (Himedia, Mumbai, India) em 10 pocos por grupo teste, sendo que todos
os grupos foram avaliados em duplicata. Apos adicdo do meio de cultura, foi realizado a
diluicdo dos extratos, para isso foram adicionados 100 pL dos extratos apenas no primeiro
poco da microplaca (TPP, Suica) de cada grupo teste, de onde se foi iniciado uma série de
10 dilui¢des.

Apds o preparo das diluicbes do extrato, foram adicionados os in6culos padronizados,
inserindo 100 pL da suspens&o de micro-organismo em cada po¢o da microplaca de 96
pocos. A placa foi incubada em estufa bacteriolégica por 24h/37°C, posteriormente foi
realizada a determinagdo da CIM (Concentragéo Inibitéria Minima), sendo o po¢o com a
menor concentracéo do extrato que ndo apresentou turvagéo.

Para que a concentragéo microbicida minima (CMM) dos extratos fosse determinada,
foram semeados 10 pL da CIM, bem como 10 uL de uma concentragdo acima e de uma
concentracéo abaixo dela em agar BHI. Apds 48 h de incubagéo, a CMM foi determinada na

menor concentragdo semeada que ndo apresentou crescimento de coldnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérios agentes antimicrobianos vém sendo estudados, com o objetivo de
inibir ou reduzir a formacéo do biofilme dental, crescimento bacteriano, e consequentemente
a adesédo de microrganismos a superficie dentaria (PEREIRA et al,2006).

(PEREIRA et al.,2006) afirmaram que a Punica granatum possui agdo antimicrobiana
especifica sobre bactérias presentes no biofilme supragengival, produzindo uma
interferéncia na sintese de poliglicanos, agindo, entdo, no mecanismo de aderéncia das
bactérias sobre as superficies dos dentes e da boca.

No presente estudo, buscou-se verificar a agéo do extrato glicélico de Punica granatum
sobre espécies de microrganismos aerébios predominantes no sitio oral; Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Candida albicans. Os resultados demonstram a eficacia do
extrato da roma sobre as linhagens ensaiadas (Tabela 2).

Microorganismos CIM (mg/ml) CMM (mg/ml)
Candida albicans (ATCC 18804) 60 60
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 60 Ausente
Enterococcus faecalis (ATCC 4083) Ausente Ausente

Tabela 2. Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo Microbicida Minima (CMM) em meio
liquido do extrato glicélico de Punica granatum (Roma) sobre Candida albicans, Staphylococcus aureus
e Enterococcus faecalis

Fonte: Autores.
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Subprodutos de roméa e punicalaginas sao capazes de inibir significativamente
o crescimento de Escherichia coli patogénica, Pseudomonas aeruginosa, Clostridia e
Staphylococcus aureus. (SORRENTI et al.,2019)

O extrato hidroalcodlico de roma a 10% apresentou atividade antibacteriana e
apresentou acao inibitéria sobre bactérias do género Staphylococcus, principalmente
sobre S. aureus (MOREIRA et al.,2014). J& no presente estudo o extrato glicélico de roma
apresentou concentracgéo inibitéria minima sobre S. aureus na concentragcdo de 60 mg/ml
e sobre C. albicans.

De qualquer forma, e a partir da inibicdo bacteriana verificada, os resultados
apresentados pelo presente estudo permitem destacar o potencial terapéutico do extrato de
roma. Assim, a utilizacdo de produtos naturais, principalmente a confecc¢ao de fitoterapicos
a partir da roma, pode representar alternativa importante para a resisténcia bacteriana

antibi6ticos e uma nova terapia.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostram a importéncia das indicagdes
terapéuticas das plantas medicinais como método alternativo e de baixo custo ja que a
aplicagéo do extrato glicolico de roma foi capaz de promover atividade antimicrobiana
sobre a cepa de Candida albicans obtendo concentragéo inibitéria minima e concentracédo
microbicida minima sobre o fungo o que valida a utilidade do extrato de Punica granatum
como um potente agente antimicrobiano. Ja sobre as cepas bacterianas, o extrato
demonstrou atividade inibitéria no crescimento apenas de Staphylococcus aureus e nao

promoveu nenhuma atividade antimicrobiana para Enterococcus faecalis.
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RESUMO: Os inoculante sdo formulados
com microrganismos de acgdo benéfica para
plantas numa composi¢éo simples e acessivel
economicamente, sendo alguns empregados na
fixacdo bioldgica de nitrogénio. Os inoculantes
necessitam de um transportador de qualidade
que garante a concentracdo de células ativas,
além de tolerar variagbes de temperatura,
umidade, aeracdo e tempo de armazenamento
sem que apresente altos niveis de contaminantes,
tornando necessario o uso de conservantes.
Polimeros como carboximetilcelulose (CMC)
e goma xantana (GX) tém sido usados para a
fabricagcdo de inoculantes relacionado a sua
capacidade de limitar a transferéncia de calor, e
as suas propriedades reoldgicas, que é a medida
da viscosidade e tensdo de escoamento. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia destes biopolimeros na preservacao de
células de Bradyrhizobium elkanii Bradyrhizobium
diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas



fluorescens em meios de cultura alternativos (MS1, MS2 e MS3) com 7, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180 e 210 dias a 5 °C. Os inoculantes foram avaliados por 210 dias, aferindo o pH
e realizando contagem de UFC mL™" a partir do plaqgueamento pela técnica Spread Plate. Foi
possivel concluir que a utilizagdo dos biopolimeros foi eficiente na conservagao e viabilidade
de células dos microrganismos durante o periodo de armazenamento a 5 °C, sendo o meio
de cultura MS2 o que obteve melhores resultados em UFC mL -' para os microrganismos nos
quais foi testado, obtendo aos 210 dias 3,0 x108 UFC mL"" com a utilizacdo de CMC e 1,4 x108
UFC mL' com GX para B. elkanii, 1,3 x10” UFC mL* com CMC e 6,0 x10® UFC mL"' com GX
para B. diazoefficiens, 8,5 x108 UFC mL"' com GX para Azospirillum sp. e que o meio MS3
foi viavel para a conservagdo de Pseudomonas fluorescens, mantendo 1,5 x108 UFC mL"'
quando conservado com CMC.

PALAVRAS-CHAVE: Inoculante, Microrganismo, Conservante.

BIOPOLYMERS IN THE CONSERVATION OF RIZOBACTERIA CELLS IN
ALTERNATIVE CULTURE MEDIA

ABSTRACT: The inoculants are formulated with microorganisms of beneficial action for plants
in a simple and affordable composition; some being employed in biological nitrogen fixation.
Inoculants need a quality carrier that guarantees the concentration of active cells, in addition
to tolerating variations in temperature, humidity, aeration and storage time without presenting
high levels of contaminants, making it necessary to use preservatives. Polymers such as
carboxymethylcellulose (CMC) and xanthan gum (GX) have been used for the manufacture
of inoculants related to their ability to limit heat transfer, and to their rheological properties,
which is the measure of the viscosity and flow strain. Thus, the objective of this work was to
evaluate the efficiency of these biopolymers in the preservation of Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas fluorescens in alternative
culture media (MS1, MS2 and MS3) with 7, 15, 30 45, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 days at 5
°C. The inoculants were evaluated at 210 days, measuring pH and CFU mL". It was concluded
that the use of biopolymers was efficient in the conservation and viability of microorganism
cells during the storage period at 5 °C, being the culture medium MS2 that obtained the best
results in UFC mL for the microorganisms in which it was tested, obtaining at 210 days 3,0
x108 CFU mL" with use of CMC e 1,4 x108 CFU mL™" with GX for B. elkanii, 1,3 x10” CFU mL"’
with CMC, and 6,0 x10® CFU mL" with GX for B. diazoefficiens, 8,5 x108 CFU mL"" with GX for
Azospirillum sp. and that the medium MS3 was feasible for the conservation of Pseudomonas
fluorescens, keeping 1,5 x108 CFU mL" when preserved with CMC.

KEYWORDS: Inoculant, Microorganism, Preservative.

11 INTRODUGCAO

Inoculante € um produto formulado com uma ou diversas linhagens ou espécies
de microrganismos de acéo benéfica para o desenvolvimento de plantas em uma solugéo
utilizada para transporta-los direto da fabricagdo numa determinada composicao que seja de
simples manuseio e acessivel economicamente, podendo ser de origem inorgénica, organica
ou até mesmo sintética (XAVIER et al., 2020). Alguns dos inoculantes mais utilizados séo
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os rizobiais, empregados principalmente para fixagdo biol6gica de nitrogénio, em culturas
como soja e feijao (SILVA et al., 2013). As chamadas rizobactérias sdo promotoras de
crescimento em plantas, atuam diretamente na supressdo de doencas, na producédo de
fitorménios, solubilizacdo de nutrientes do solo, aumento da permeabilidade das raizes
e fixagcdo de nitrogénio (MONCADA et al., 2020). S&o bactérias gram-negativas capazes
de criar uma relacdo simbidntica de fixagdo de nitrogénio nas raizes de leguminosas,
garantindo o desenvolvimento na auséncia de fertilizante nitrogenado, além de diminuir as
taxas de 6xido nitroso (N,O) no solo (RAMONGOLALAINA, 2020).

O processo de simbiose ocorre quando os rizébios se diferenciam em bacteroides, os
quais formam nodulos radiculares fixadores de nitrogénio intracelulares, que transformam
moléculas de nitrogénio em amonio, aprimorando o crescimento vegetal, além de fazer com
que a planta forneca &cidos dicarboxilicos para os rizobios como fonte de carbono, energia
e redutores (LIU, 2017).

O grande desafio da producdo de inoculantes é ajustar as formulagbes para que
tenha em campo o mesmo desempenho que no laboratério, garantindo a longevidade
e estabilidade do microrganismo, com a capacidade de manté-los viaveis apdés meses
de armazenagem, sem a presenga de contaminantes e mutagdes (SILVA et al., 2013).
Ha poucos estudos realizados na &rea de conservantes para inoculantes agricolas,
porém alguns autores apostam no uso de polimeros utilizados na industria alimenticia
e farmacéutica, como por exemplo o uso de amido e carboximetiolcelulose (CMC) para
avaliar o armazenamento de rizébios (FERNANDES JUNIOR et al., 2009).

Diversos tipos de polimeros como carboximetilcelulose, goma aréabica,
polivinilpirrolidona e alginato, tém sido usados para a fabricagcéo de inoculantes relacionado
a sua capacidade de limitar a transferéncia de calor, e as suas propriedades reolégicas,
sendo normalmente utilizados como compostos adesivos quando aplicados em sementes,
e protegendo contra dessecagéo durante a secagem a vacuo (SILVA et al., 2010).

Alguns microrganismos produzem exopolimeros que sdo biopolimeros produzidos
pelo metabolismo do proprio fungo ou bactéria, e até algas, e sdo importantes para a
protecdo das células microbianas contra substancias antimicrobianas, dessecacéo,
bacteriéfagos e estresse osmotico (HUSSAIN et al.,, 2017). Alguns veiculos a base de
polimeros vém sendo testados em rizobactérias, como por exemplo a goma xantana e a
carboximetilcelulose testadas como adjuvantes em Pseudomonas fluorescens (PRAVEEN
BIRADAR & SANTHOSH, 2018).

O polimero carboximetilcelulose é fisiologicamente inerte e atoxico, sendo muito
aplicado em indUstrias alimenticias e farmacéuticas em virtude de sua viscosidade (SANZ
et al., 2005). Ja para o uso em inoculantes, € devido sua propriedade adesiva que melhora
a fixacdo em sementes de leguminosas, protegendo-as de bactérias nocivas durante o
armazenamento, além de promover o encapsulamento das células prevenindo contra
estresses ambientais (REIS & ALVES, 2015).
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Goma xantana € um biopolimero natural biodegradavel, de baixo custo, capaz
de promover o encapsulamento de células bacterianas e libera-las no ambiente apés a
degradagao do material no ambiente (SILVA et al., 2010).

Neste estudo é abordado a utilizagdo de carboximetilcelulose e goma xantana
como conservante para inoculantes a base de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium
diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas fluorescens, em diferentes meios de
cultura, com o objetivo de manter a concentracdo adequada de células bacterianas por um
longo periodo de prateleira.

21 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no laboratério de Agromicrobiologia Aplicada
e Biotecnologia, da Universidade Federal do Tocantins — Campus de Gurupi, no periodo
de abril de 2019 a setembro de 2020. As cepas dos microrganismos utilizados foram de
Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas
fluorescens, todas obtidas do banco de cepas do laboratério, armazenadas a 5 °C em tubos
de conservacdo com meios especificos para cada microrganismo.

Foram testados trés meios de cultura, MS1, MS2, e MS3 cuja formulagao esta
especificada na tabela 1. Os meios foram formulados no intuito de utilizar reagentes menos
onerosos a fim de tornar a formulagdo simples, porém com nutrientes necessarios aos
microrganismos. Os meios de cultura foram preparados em Erlenmeyer de 1 L, devidamente
identificados, e o pH foi ajustado para 6,0. Em seguida esterilizou-se o meio de cultura em
autoclave a 121°C durante 30 minutos.

MS1 MS2 MS3
1000 mL H,O (destilada) 1000 mL H,O (destilada) 1000 mL H,O (destilada)
10 mL de melago de soja 16 mL de melago de soja 5,0 g de peptona
0,50 g de fosfato de potéassio 4,0 g de extrato de levedura 5,0 g de extrato de levedura

5,0 g de sulfato de magnésio 3,0 g de cloreto de sodio

2,5 g de extrato de levedura 3,0 g de sulfato de magnésio
0,5 g de sulfato de potéassio
16 mL de melago de soja

Tabela 1: Composicéo do Meio de cultura MS1, MS2 e MS3

Fonte: Autor

Apdés o meio de cultura atingir temperatura ambiente, os Erlenmeyers foram
inoculados com os microrganismos transferindo as cepas com o auxilio de uma alga
de inoculagdo estéril, em cabine de fluxo laminar. Para o Bradyrhizobium elkanii,
Bradyrhizobium diazoefficiens e Azospirillum sp. foram realizadas as fermentagbes nos
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meios de cultura MS1 e MS2, e para o Pseudomonas fluorescens foi utilizado apenas o
meio de cultura MS3, visto que para a fermentag¢édo deste microrganismo, € necessério um
meio de cultura mais rico em nutrientes. Logo ap6s a inoculagéo os Erlenmeyers foram
colocados em incubadora Shaker (Novatecnica®) a 28°C, e 120 rpm por 96 horas.

Logo apds a inoculagéo, retirou-se uma amostra de cada Erlenmeyer, aferiu-
se 0 pH e realizou-se o plagueamento por superficie pela técnica Spread Plate para a
quantificacdo de microrganismo em unidades formadoras de colénia (UFC mL") no tempo
0 h, nas diluicdes 104, 10° e 108, e incubou-se as placas de Petri em estufa bacteriolégica
a 28 °C por 72 horas para que fosse possivel fazer a contagem das colénias. O mesmo
procedimento foi realizado com 24, 48, 72 e 96 h para controle da fermentagéo. O controle
do pH foi realizado a partir das amostras retiradas em cada tempo de fermentacéo, a cada
24 horas, utilizando pHmetro digital de bolso (Hanna Instruments®).

As solugcbes conservantes foram preparadas adicionando 0,1 g do biopolimero
em 100 mL de 4gua destilada, e em seguida foi esterilizado a 121 °C por 30 minutos.
Para cada meio de cultura, foi adicionado, ap6s as 96 horas de fermentacédo, 15 mL da
solugdo conservante em 150 mL de in6culo fermentado, fazendo a homogeneizagéo, e
depois transferindo para tubos de polipropileno do tipo Falcon de 15 mL, devidamente
identificados, e armazenados em geladeira a 5 °C. Foram armazenados 10 tubos Falcon
para cada tratamento, sendo um tratamento a testemunha sem o biopolimero, outro o
in6culo com solugéo conservante de goma xantana, e indculo com solugdo conservante de
carboximetilcelulose.

Os tratamentos foram armazenados em geladeira a 5 °C, a fim de garantir melhor
preservacdo do microrganismo, e foi retirado uma amostra a cada periodo de avaliagéo,
sendo eles: 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, e 210 dias.

Para cada avaliagdo foi realizado o plaqueamento pela técnica Spread Plate, em
meio de cultura CCY, nas diluigbes 104, 10° e 108, em triplicatas, incubando as placas
em estufa bacteriologica a 28 °C, por 72 horas para que fosse realizada a contagem das
colénias. Também foi realizado a afericdo do pH das amostras utilizando-se pHmetro digital
de bolso (Hanna Instruments®).

Os dados do experimento foram avaliados em fatorial duplo em delineamento
inteiramente casualizado, sendo um fator o meio de cultura, e outro os biopolimeros. Os
experimentos foram submetidos a analise de variancia e teste de médias por meio do
software estatistico Rstudio versdo 1.3. As avaliacdes em plaqueamento pela técnica
Spread Plate foram realizadas em triplicata, e os dados foram submetidos ao teste de Tukey
a 5% de significancia. Os graficos foram confeccionados utilizando o software SigmaPlot
versado 12.0.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Bradyrhizobium elkanii

Para a fermentagdo com Bradyrhizobium elkanii foi possivel observar que desde o
inicio o microrganismo adaptou-se melhor ao meio de cultura MS2, visto que no tempo zero
obteve 1,0x10" UFC mL"" no meio MS1, e 4,5x10"° UFC mL"" no meio MS2 (Tabela 2), o que
pode ser explicado devido a composigéo, que tornou o meio MS1 mais acido, impossibilitando
que o ambiente estivesse adequado para o metabolismo deste microrganismo, que segundo
Martins et al. (1997), considera que o pH ideal para Bradyrhizobium sp. seja entre 6,8 a 7,0.

Unidades Formadora de Col6nias (UFC mL")

MS1 mMSs2
1;2?22;) testemunha CcmMC GX testemunha CcmMC GX
0 1,0x10" a 1,0x10" a 1,0x10°a 4,5x10"a 4,5x10" a 4,5x10" a
7 2,5x10°b 7,0x10° a 8,0x10° a 2,3x10"a  3,6x10°a  3,7x10"a
15 1,5x10° b 3,0x10° a 2,0x10°ab | 1,6x10®b 1,9x10°ab  2,5x10"a
30 1,3x108 ¢ 2,6x10% b 7,0x10% a 7,0x10° b 8,0x10°b 2,5x10" a
45 3,0x107 ¢ 2,4x108 b 7,0x108 a 1,8x10°c 3,56x10° b 1,4x10" a
60 2,3x10" b 1,6x10% a 3,2x10% a 5,3x10% b 8,7x10% b 1,2x10" a
90 5,2x10°b 1,6x10% a 2,9x10% a 2,7x10% b 8,0x10% a 1,0x10° a
120 4,7x10% ¢ 5,0x107 b 1,3x10% a 2,1x108 b 5,2x108 a 8,4x10% a
150 3,6x10° ¢ 4,0x10” b 1,0x10% a 1,7x108 b 4,6x10% a 5,5x108 a
180 1,0x10° b 3,0x10” a 3,0x10” a 1,5x108 b 3,7x10%a  2,0x10% ab
210 0,0x10°b 2,0x10°a 2,0x10°a 3,0x107 ¢ 3,0x10% a 1,4x108 b
CV(%)®@ 2,45 1,53

(™ Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. @ CV: Coeficiente de Variac¢&o.

Tabela 2: Influéncia da utilizagcdo de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservacao
de células de Bradyrhizobium elkanii durante 210 dias de armazenamento a 5 °C.("

Fonte: Autor

Segundo Romeiro (2001), um método de preservacao ideal deve ser simples, barato,
e ndo demandar equipamento sofisticado, complementando o que diz Mariano, Assis e
Silveira (2005), que cada microrganismo deveria ter seu proprio método de conservacéo
ja que cada um se comporta de uma determinada maneira quando exposto a diferentes
condi¢bes. Para que ocorra a multiplicagdo de um microrganismo para a producdo de
inoculante é necessario realizar processos fermentativos utilizando um meio de cultura
adequado para o metabolismo do microrganismo de interesse (VOSS et al., 2013). De

acordo com Woiciechowski et al. (2013), a utilizagdo do melaco de soja é uma alternativa
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devido a redugéo de custos com matéria prima ja que este composto é rico em agulcares,
nitrogénio e outros macronutrientes.

A utilizacdo dos biopolimeros carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX)
garantiram maior nimero de UFC mL" durante os 210 dias de armazenamento em relacéo
ao tratamento sem conservante, para os dois meios de cultura testados. Na tabela 2 &
possivel observar que a partir do sétimo dia de conservacéo as médias dos tratamentos
com conservante foram superiores nas avaliagbes no meio MS1. Para a fermentacéo no
meio MS2, houve diferenca estatistica a partir dos 15 dias de armazenamento, sendo que
desta data até 60 dias, os tratamentos com GX apresentaram maior nUmero de unidades
formadoras de colbnias, e a partir dos 90 dias até o ultimo dia de avaliagdo, os tratamentos
com GX e CMC foram estatisticamente iguais, e superiores a testemunha.

De acordo com o Ministério da Agricultura, a concentragdo minima em inoculantes
deve ser de 108 unidades formadoras de colbnia, entretanto, conforme a “INSTRUQAO
NORMATIVA N° 13", de 24 de marg¢o de 2011, os inoculantes para leguminosas devem
conter pelo menos 1,0x10° UFC por grama ou mililitro (MAPA, 2011), tornando o meio MS2
com adicdo de conservante a melhor opg¢éo, visto que alcangou valores mais proximos ao
recomendado.

Goma xantana foi testada por Tumelero e Denardin (2008) com o objetivo de avaliar
preservacao das bactérias Ralstonia solanacearum e Pectobacterium atrosepticum por um
longo periodo em diferentes formas de armazenamento, sendo em temperatura ambiente,
refrigerador e freezer, e em todas as condi¢cbes houve decréscimo na concentracdo de
células viaveis.

Nas figuras 1 e 2 é possivel observar que o pH das amostras aumentou, o que
pode ser devido as caracteristicas do microrganismo, ja que segundo Lima et al. (2012),
espécies de Azorhizobium e Bradyrhizobium tem a tendéncia de alcalinizar o meio de
cultura, enquanto Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium tendem a acidificar o meio.

Adiferenca da UFC inicial do meio MS1 pode ser devido ao pH do meio ter iniciado um
pouco mais acido, e segundo Perez et al. (1994), microrganismos simbibticos fixadores de
nitrogénio séo sensiveis a pH acido, o que pode limitar o crescimento. Dentre os polimeros
analisados por Denardin e Freire (2000) esta a goma xantana, que foi empregada no intuito
de acondicionar células de Bradyrhizobium elkanii durante oito meses, porém também se
constatou o decréscimo da concentracdo de células viaveis.
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Figura 1: Relagéo da sobrevivéncia (UFC mL™") e o potencial hidrogeniénico (pH) de Bradyrhizobium
elkanii, no meio MS1 durante 210 dias de conservagéo a 5 °C.

Fonte: Autor
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Figura 2: Relagao da sobrevivéncia (UFC mL™") e o potencial hidrogeniénico (pH) de Bradyrhizobium
elkanii, no meio MS2 durante 210 dias de conservacgéo a 5 °C.

Fonte: Autor

A preservacdo de Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium diazoefficiens foi
avaliada por Schuh (2005), e este alega que biopolimeros como goma xantana, goma jatai
e goma guar, podem ser empregados como base para formulagdo de inoculantes.

Bradyrhizobium diazoefficiens

Para a fermentagédo com Bradyrhizobium diazoefficiensi, foi possivel observar que o
microrganismo se adaptou bem nos dois meios de cultura, visto que ambos apresentaram
1,00x10" UFC mL" inicialmente (Tabela 3), diferindo pouco o valor do pH inicial, que para
o0 meio MS1 foi de 7,0 e 7,3 para o MS2. A utilizagdo dos bipolimeros carboximetilcelulose
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(CMC) e goma xantana (GX) garantiram maior nimero de UFC mL™ durante os 210 dias de
armazenamento em relagdo ao tratamento sem conservante, para os dois meios de cultura
testados.

Observando a tabela 3, é possivel concluir que para o meio MS1, os tratamentos
com conservantes garantiram maior numero de colénias a partir do décimo quinto dia de
armazenamento, e nas duas Ultimas avaliagbes, 180 e 210 dias, os valores de UFC mL"'
foram respectivamente melhores no tratamento com goma xantana. Ja para a fermentacéao
no meio MS2, apesar de ter apresentado diferenca estatistica entre quinze e quarenta
e cinco dias, onde o tratamento com goma xantana foi melhor, nas avaliagcbes de 60,
150 e 180 dias, nao diferiram estatisticamente, porém com 210 dias o tratamento com
carboximetilcelulose foi o melhor, seguido do tratamento com goma xantana que também
foi superior a testemunha.

De acordo com Mohamed, Hassan e Abdelgain (2019), inoculantes liquidos
com aditivos poliméricos foram capazes de colaborar na sobrevivéncia de inoculantes
rizobiais por até sessenta dias em temperatura ambiente e a 4 °C, enfatizando que a
sobrevivéncia celular depende tanto do tipo de aditivo quanto do microrganismo utilizado.
Para sobrevivéncia de Rhizobium leguminosarum em diferentes materiais transportadores
testados por Argal et al. (2015), foi constatado que a populagéo diminuiu gradativamente
em todos os testes nos 180 dias de armazenamento.

Nas figuras 3 e 4 é possivel observar o comportamento do microrganismo em
relagédo ao pH do meio de cultura e ao tempo, que diminui a quantidade de células ao longo
dos 210 dias, porém os resultados dos tratamentos com conservantes foram superiores a
testemunha sem conservante. Na figura 3 € possivel observar que entre trinta e sessenta
dias a quantidade de UFC mL-" teve redugéo no declinio de células, e pode ser relacionado
com os valores de pH, que ficaram entre valores de 6,8 e 7,1, e segundo Oliveira e
Magalhaes (1999), estirpes de Bradyrhizobium spp. tém crescimento melhor em pH mais
béasico a neutro do que &acido, explicando a manutenc¢éo da viabilidade das col6nias no meio
MS2 com CMC e GX.
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Unidades Formadora de Colénias (UFC mL™")

MS1 MS2
Iﬁgg;’ testemunha CcmMC GX testemunha CMC GX

0 1,0x10"° a 1,0x10"° a 1,0x10"° a 1,0x10"° a 1,0x10"° a 1,0x10"° a

7 2,0x10° a 3,5x10° a 3,56x10° a 6,0x10° a 7,5x10° a 8,0x10° a
15 1,0x10° b 2,5x10° ab 3,0x10° a 2,5x10°b 5,0x10° ab 6,5x10° a
30 2,9x10% b 1,0x10° a 1,0x10° a 5,9x10% b 1,1x10°b 5,5x10° a
45 2,5x108b  5,8x10% ab 1,1x10° a 2,2x10% b 3,6x10% b 1,0x10° a
60 6,0x10” b 2,1x10% a 3,9x10% a 2,0x10% a 2,5x10% a 4,0x10% a
90 2,5x10" b 1,2x10% a 1,5x10% a 1,0x10% b 2,3x10% a 2,4x10% a
120 9,8x10%b 7,0x10” a 1,5x10% a 5,0x10" b 2,0x10% a 2,0x10% a
150 7,0x106 a 9,3x10% a 1,5x10” a 4,0x107 a 6,5x107 a 7,0x107 a
180 9,0x10° ¢ 3,4x10% b 1,0x107 a 1,0x10” a 1,5x107 a 1,5x107 a
210 6,0x10° c 7,0x10°b 1,4x10° a 2,3x10¢ ¢ 1,3x10” a 6,0x10° b

CV (%)@ 2,07 1,84

(M Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. @ CV: Coeficiente de Variag&o.

Tabela 3: Influéncia da utilizacdo de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservacao
de células de Bradyrhizobium diazoefficiens durante 210 dias de armazenamento a 5 °C
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Figura 3: Relagdo da sobrevivéncia (UFC mL") e o potencial hidrogenidnico (pH) de Bradyrhizobium
diazoefficiens, no meio MS1 durante 210 dias de conservagéo a 5 °C.

Fonte: Autor
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Figura 4: Relagéo da sobrevivéncia (UFC mL™) e o potencial hidrogeniénico (pH) de Bradyrhizobium
diazoefficiens, no meio MS2 durante 210 dias de conservagéo a 5 °C.

Fonte: Autor

Rohr (2007) estudou a sobrevivéncia de células de Bradyrhizobium japonicum,
armazenado por trés meses a temperatura ambiente, adicionadas a misturas poliméricas
de carboximetilcelulose e amido, em diferentes proporg¢des, e pode concluir que a utilizagao
destes polimeros contribuiu para a sobrevivéncia do microrganismo apresentando
excelentes resultados, alcangcando 8,64 log de células mL" utilizando a propor¢céo 50/50
de cada biopolimero.

Nas figuras 1, 2, 3, e 4 &€ possivel observar a relagdo de aumento do pH em todos
os tratamentos, com a queda no ndmero de colbnias, e segundo Somasegaran e Hoben
(1994), como o pH 6timo para Bradyrhizobium é 6,8 + 02, em pH de valores superiores a
7 ocorre a diminuicdo da taxa de crescimento bacteriano, que segundo Prescott, Harley
e Klein (2002), se deve ao fato da presenca de produtos de degradacdo de proteinas
alcalinas durante o metabolismo, que modificam o estado de ionizagdo das moléculas de
nutrientes, diminuindo a disponibilidade para o microrganismo.

Azospirillum sp.

A fermentagéo com Azospirillum sp. foi realizada utilizando os meios de cultura MS1
e MS2, porém o microrganismo nédo se adaptou bem ao meio MS1 e foi constatado a
morte celular 24 horas o inicio do cultivo, mas ja em relagdo ao meio MS2, este foi eficaz
no processo fermentativo, visto que alcangou 1,1x10' em 96 horas de fermentacdo, com
pH em torno de 6,5, muito préximo do pH ideal para este microrganismo, que segundo
Romero-Perdomo et al. (2015) seria de 6,8.

Na tabela 4, é possivel observar comportamento do Azospirillum sp. durante o
periodo de prateleira com a adi¢cdo dos biopolimeros, e perceber a influéncia destes na
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manutencgéao das células viaveis.

Unidades Formadora de Col6nias (UFC mL")

-[3?;2;) testemunha CMC GX
0 1,1x10" a 1,1x10"% a 1,1x10" a
7 8,5x10° a 1,1x10"° a 1,1x10"% a
15 5,56x10° b 1,0x10"° a 1,0x10"° a
30 4,0x10° b 9,0x10° a 9,0x10° a
45 2,5x10° b 6,5x10° a 7,5x10° a
60 1,0x10° ¢ 2,6x10°b 5,0x10° a
90 1,9x10° a 2,9x10° a 3,0x10° a
120 1,2x10°b 2,2x10° a 2,8x10° a
150 1,0x10° b 1,8x10° a 2,1x10° a
180 5,9x108 b 7,2x108 ab 1,0x10° a
210 3,0x107 ¢ 5,3x10%8b 8,5x10% a
CV (%)@ 1,12

(™ Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. @ CV: Coeficiente de Variagao.

Tabela 4: Influéncia da utilizagdo de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservagao
de células de Azospirillum sp. durante 210 dias de armazenamento a 5 °C ) no meio de cultura MS1.

Fonte: Autor

Conforme visto na tabela, a partir de 15 dias de armazenamento houve diferenca
estatistica entre os tratamentos, e a UFC mL ' apresentou melhores valores com a presenca
dos biopolimeros, dando destaque para a goma xantana, a qual obteve melhor resultado
tanto ao longo do periodo de armazenamento como com 210 dias. De acordo com Bashan
e De-Bashan (2015), apesar de existirem muitos meios de cultura para Azospirillum spp.,
a maioria deles n&o é considerada vantajosa devido a baixa quantidade de células e aos
altos custos de producéo, sendo entdo vantajoso a produ¢édo com meio de cultura MS2.

Na figura 5 esté representado o comportamento do inoculante a base de Azospirillum
armazenado durante 210 dias e sua relagdo com o pH do meio, podendo afirmar que entre
15 e 150 dias o pH se manteve dentro da faixa ideal para o microrganismo, que segundo
Contreras-Angulo et al. (2019), o meio de cultura para Azospirillum deve estar ajustado em
torno de 7.
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Figura 5: Relagéo da sobrevivéncia (UFC mL") e o potencial hidrogeniénico (pH) de Azospirillum sp.,
no meio MS2 durante 210 dias de conservagéo a 5 °C.

Fonte: Autor

Alguns autores sugerem que um bom inoculante deva conter entre 108 e 10° UFC
mL-', enquanto outros afirmam ser necessario apenas valores entre 106 e 107 UFC mL",
e com isso pode ser considerado que o inoculante produzido com meio de cultura MS2
adicionado de carboximetilcelulose ou goma xantana seja um produto eficiente para ser
comercializado, visto que a matéria prima utilizada para a formulagcdo do meio de cultura
néo é onerosa e os resultado de UFC mL" conseguiram alcangar 102 mesmo apos 210 dias
de armazenamento (GARCIA-FRAILE et al., 2015).

Reetha et al. (2014) observaram a sobrevivéncia de Azospirillum lipoferum utilizando
0 encapsulamento de células com alginato de s6dio aditivado com acido humico, porém
esta é uma alternativa dispendiosa em relagédo a adi¢cdo dos biopolimeros diretamente no
inoculante.

Outro fator relacionado ao periodo de armazenamento é a baixa oxigenagéo, uma
vez que o recipiente fica fechado durante todo o periodo, e isso pode nao ter prejudicado
0 Azospirillum sp., pois sdo microrganismos microaerofilos, e segundo Alexandre et al.
(2000), a concentracao ideal de oxigénio para o Azospirillum brasiliense é em torno de 4
HM.

Pseudomonas fluorescens

Para fermentac@o com Pseudomonas fluorescens foi utilizado o meio de cultura MS3,
visto que este meio contém os reagentes mais adequados para o melhor desenvolvimento
do microrganismo, e com ele foi possivel obter 6,0x10° UFC mL -' ap6s 96 horas de
fermentagdo. O meio MS3 foi elaborado visando suprir as necessidades nutricionais da
Pseudomonas fluorescens, a qual € geralmente cultiva em meio King’s B, porém ele néo
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garante longos periodos de prateleira, e segundo Biniarz et al. (2018) ja foram testadas
outras possiveis formulagdes otimizando este meio, 0 que levou a necessidade de
desenvolver um meio alternativo que suplementasse a composi¢cdo do melaco de soja,
componente testado com outros microrganismos. Na tabela 5 pode-se observar como
a adicao dos biopolimeros a este meio apds a fermentacao foi eficiente para manter a
viabilidade das células, onde ja com 7 dias apds o inicio do periodo de prateleira pode ser
observado diferenca entre os tratamentos.

Durante as avalia¢des foi constatado que a utilizagdo de goma xantana garantiu maior
UFC mL " em todos os tempos, e que ap6és os 7 dias, apenas entre 45 e 90 dias a utilizacao
de carboximetilcelulose foi estatisticamente igual tanto ao tratamento sem conservacéo
quanto com goma xantana, mas que apo6s 90 dias apresentou valores superiores de UFC
mL ' em relagéo a testemunha.

Unidades Formadora de Colénias (UFC mL™")

1;322)0 testemunha CcmMC GX
0 6,0x10° a 6,0x10° a 6,0x10° a
7 5,0x108 ¢ 1,3x10°b 6,3x10° a
15 2,5x10% b 7,5x10% a 5,0x10% a
30 2,0x10% a 3,6x108 a 3,9x10% a
45 1,7x10% b 2,1x108 ab 3,7x10% a
60 1,2x10% b 2,1x108 ab 3,7x10% a
90 1,0x10% b 1,9x108 ab 3,4x10% a
120 9,0x10” b 1,8x10% a 2,5x10% a
150 7,5x10” b 1,8x10% a 1,6x10% a
180 6,5x10” b 1,7x10% a 1,3x10% a
210 5,0x10” b 1,5x10%a 1,0x10% a
CV (%)@ 1,75

" Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. @ CV: Coeficiente de Varia¢&o.

Tabela 5: Influéncia da utilizagcdo de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservacao
de células de Pseudomonas fluorescens durante 210 dias de armazenamento a 5 °C (1) no meio de
cultura MS3.

Fonte: Autor

De acordo com Biniarz et al. (2018) e Scales et al. (2014), o pH ideal para o
crescimento de Pseudomonas € entre 4 e 8, poréem foi observado que em pH muito baixo
ocorre a inibicdo do microrganismo e de acordo com a figura 6, € notavel que o pH entre 7,3
e 7,5 obteve melhores resultados na preservacéo do numero de células.
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Figura 6: Relagéo da sobrevivéncia (UFC mL™") e o potencial hidrogeniénico (pH) de Pseudomonas

fluorescens, no meio MS3 durante 210 dias de conservacdo a 5 °C.

Fonte: Autor

Em estudo feito por Gongalves et al. (2017), foi notado que o crescimento de
Pseudomonas fluorescens se deu melhor em condigbes de pH mais préximo ao neutro, o
que pode comprovar o bom resultado obtido na fermentagdo com o meio MS3 que alcangou
10° UFC mL"' em pH igual a 7,3.

Foi comprovado por Trivedi et al. (2005) que a utilizagdo de alginato na formulagao
de inoculante com Pseudomonas corrugata garantiu resultados superiores em relacdo a
inoculantes liquidos ou a base de carvao para inoculagéo de plantas de milho.

A conservagdo de inoculantes, segundo Balatti (1992) tem como caracteristica
indispensavel a manutencao da viabilidade das células microbianas sem a presenca de
contaminantes, e que o método de preservagdo ndo cause mutagbes ou variacdo das
caracteristicas funcionais do microrganismo. Sendo assim, foi possivel concluir com
os dados apresentados que a utilizacdo de carboximetilcelulose e goma xantana foram
eficazes na manutencgéo das caracteristicas primarias dos microrganismos nos meios de
cultura testados.

Nas figuras 7A, 7B, 7C e 7D estédo representadas respectivamente as unidades
formadoras de colénia (UFC mL") de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens
e Azospirillum sp. no meio de cultura MS2, e Pseudomonas fluorescens no meio de cultura
MS3, resultado do plagueamento pela técnica Spread Plate, sendo as placas superiores
referentes ao tempo 0, nas diluigcdes 10%, 10° e 108, respectivamente, e nas placas inferiores
esta representado da mesma maneira o plagueamento do tempo 210 dias, sendo que nas
figuras 7A e 7C, as placas com 210 dias é resultado da conservagdo com o biopolimero
goma xantana, e nas figuras 7B e 7D com carboximetilcelulose. confirmando a eficacia
destes biopolimeros em manter a viabilidade celular da bactéria, sem a presenca de
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contaminantes, e sem alteragdo em suas caracteristicas morfologicas.

A: Bradyrhizobium elkanii, B: Bradyrhizobium diazoefficiens, C: Azospirillum sp., D: Pseudomonas
fluorescens.

Figura 7: Unidade formadora de col6nia (UFC mL") de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium
diazoefficiens e Azospirillum sp. nos tempos zero (T0) e 210 dias (T210), no meio MS2, e
Pseudomonas fluorescens no meio MS3.

Fonte: Autor

Nestas figuras foi observado o decréscimo do numero de colénias apds os
210 dias de armazenamento, porém foi satisfatorio pelo fato de ndo ter a presenca de
microrganismos contaminantes, o que poderia influenciar na competicdo por nutrientes
entre o microrganismo e algum possivel contaminante, acarretando na diminui¢do de
células viaveis, e consequente ineficiéncia do inoculante, estando de acordo com o que
diz Deaker et al. (2004) que consideram o numero de células viaveis e 0 nUmero maximo
de contaminantes toleraveis, como sendo os parametros necessarios para classificar um
inoculante.

Confrontando os resultados obtidos nesta pesquisa de que o meio de cultura MS2, e
MS3 com adicdo de biopolimero goma xanatana ou carboximetilcelulo foram eficientes na
manutencéao de células viaveis das rizobactérias testadas, e a auséncia de contaminantes,
com os resultados de uma pesquisa realizada por Herrmann e Lesueur (2013) na qual
foram avaliados 65 inoculantes comerciais, sendo que destes, somente 37% estavam puros
e 63% apresentavam contaminag@o por uma ou mais estirpes bacterianas, o inoculante

produzido pode ser considerado de boa qualidade.
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41 CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagdo de biopolimeros como goma xantana (GX) e carboximetilcelulose
(CMC) foi eficiente na conservagdo e viabilidade de células de Bradyrhizobium elkanii,
Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas fluorescens durante 210
dias de armazenamento a 5 °C.

O meio de cultura MS2 composto por melago de soja e extrato de levedura foi mais
eficiente do que o meio MS1 na manutengcéo de UFC mL .
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RESUMO: Aedes aegypti ocupa diversas
regibes do Mundo, provocando uma série de
impactos sanitarios, em virtude da transmisséo
de doengas como: Dengue, Chikungunya, Zika
e febre amarela urbana, etc. Nesse ambito, a
presente pesquisa objetivou discorrer acerca
do monitoramento e dos métodos de combate
ao inseto executados no Distrito Federal (DF),
considerando as vantagens e desvantagens
de cada processo. Assim, utilizou-se o método
de reviséo bibliografica na pesquisa, no qual
66 referéncias relevantes foram selecionadas
utilizando as plataformas: SciELO e LILACS, bem
como manuais e sites governamentais. Na busca
dos artigos usaram as palavras-chave: A. aegypti;
Combate; Distrito Federal. Caracterizado pelas
naturezas qualitativa e quantitativa, o trabalho
contou com a coleta de dados presentes em
informativos do Levantamento de indices do A.
Aegypti (LIRAa), dando importancia aos meses
de fevereiro, maio, agosto e novembro de 2018
e de 2019, concomitantemente. Inicialmente,
discorreu-se sobre os aspectos gerais do inseto
e, posteriormente, dados acerca da distribuicéo



e indices de infestacdo no DF foram apresentados. Em vista do exposto, concluiu-se que
os dados aqui apresentados sdo imprescindiveis a construgcdo de projetos e a execugédo de
politicas publicas mais estratégicas contra o A. aegypti no DF, e também que as medidas
atualmente adotadas devem ser aprimoradas, enquanto técnicas inovadoras tém de ser
estudadas e colocadas a prova, visando reduzir o numero de infec¢des e Obitos causados
pelas doencgas transmitidas por este mosquito.

PALAVRAS-CHAVE: A. aegypti; Controle; Distrito Federal.

ABSTRACT: Aedes aegypti occupys different regions of the world, causing a series of health
impacts, due to the transmission of diseases such as: Dengue, Chikungunya, Zika and urban
yellow fever, etc. in this scope, the present research aimed to discuss about the monitoring
and the methods of fighting the insect performed in the Federal District (DF), considering
the advantages and disadvantages of each process. Thus, the bibliographic review method
was used in the research, in which 66 relevant references were selected using the platforms:
SciELO and LILACS, as well as government manuals and websites. In the search for articles,
the following keywords were used: A. aegypti; Combat; Federal District. Characterized by
the qualitative and quantitative natures, the work relied on the collection of data present in
information from the survey of A. aegypti index (LIRAa), giving importance to the months of
February, May, August and November 2018 and 2019, considerately. Initially, the general
aspects of the insect was discussed and, later, data about the distribution and infestation index
in the DF were presented. In view of the foregoing, it is concluded that the data presented
here are essential for the construction of projects and the implementation of more strategic
public policies against A. aegyptiin DF, and also that the measures currently adopted must be
improved, while innovative techniques must be studied and put to the test, in order to reduce
the number of infections and deaths caused by diseases transmitted by this mosquito.
KEYWORDS: A. aegypti; Control; Federal District.

11 INTRODUGCAO

A. aegypti (Diptera: Culicidae) é encontrado em diversos paises, com maior
predominéncia naqueles localizados nas zonas tropicais. No Brasil, ele esta presente em
todas as regides, causando sérios impactos a saude publica, pois é o principal vetor da
Dengue, Chikungunya, Zika e febre amarela urbana. Em territério brasileiro, € popularmente
conhecido como “mosquito da Dengue”, devido ao elevado nivel de propagac¢éo da doenca
(GLASSER; GOMES, 2002; SILVA; SANTOS, 2018; BRASIL, 2019).

E evidente que, nas décadas mais recentes, houve um pronunciamento consideravel
das populagdes do mosquito. Tal fato, pode ser justificado pelo crescimento populacional
humano, juntamente a auséncia de planejamento estrutural dos centros urbanos, que
expandem de maneira desordenada, promovendo o desenvolvimento de uma infraestrutura
precaria, criando, portanto, um ambiente favoravel a proliferagdo do mosquito, aumentando
as possibilidades de transmisséo de arboviroses (VELASQUEZ et al., 2007; ACIOLE, 2009;
BRASIL, 2014).
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O aumento do numero de casos de Dengue registrados no DF foi a principal
motivagao para a realizacéo deste estudo. Apesar das campanhas de combate a doenca e
controle do mosquito, ha escassez significativa na quantidade de dados acerca dos focos
do mosquito em ambientes publicos, residéncias, industrias, etc. Assim, a indagag¢édo que
esta pesquisa procurou resolver foi: como se d4 o monitoramento e o combate ao mosquito
no DF? (SILVA et al., 2006; CATAO et al., 2009).

Destarte, o objetivo primario desta pesquisa foi redigir sobre o monitoramento e
os métodos de combate contra o A. aegypti no DF, evidenciando suas vantagens e
desvantagens. A partir do objetivo geral da pesquisa, delimitaram-se objetivos especificos:
1) apresentar as principais caracteristicas do A. aegypti; 2) analisar o monitoramento do
inseto no DF; 3) avaliar os métodos de combate ao A. aegypti, explanando o uso e a
eficacia.

21 METODOLOGIA

O desenvolvimento do artigo foi baseado no método bibliografico de pesquisa,
dentro do qual foram seguidas as etapas: definicdo do tema; selecdo de questdes para
revisdo; estabelecimento de critérios de busca, inclusdo e exclusdo de estudos, definindo,
assim, as informacgdes a serem extraidas dos trabalhos selecionados. Utilizaram-se estudos
publicados entre as décadas de 90 e 2000, encontrados a partir das palavras-chave: A.
aegypti; Combate; e Distrito Federal. Realizou-se uma varredura de publica¢des nas bases
de dados SciELO e LILACS, manuais e sites governamentais, nos quais foram encontrados
e selecionados 66 trabalhos confeccionados em lingua inglesa e portuguesa.

Diante disso, a pesquisa foi desenvolvida de forma segmentada, em capitulos, sendo
o primeiro formado pela contextualizagdo do tema, contendo o histérico e os aspectos
gerais do A. aegypti. Na segunda parte, descreveu-se todo o esquema de monitoramento
do A. aegypti no DF, utilizando com fonte o LIRAa, banco de dados informativo de resumo
epidemioldgico, do qual extrairam-se informagbes sobre os meses de fevereiro, maio,
agosto e novembro de 2018 e de 2019. No ultimo capitulo, analisaram-se os dados tratados
no tépico anterior, informando a eficacia do combate ao mosquito no DF, delineando, sob
uma perspectiva geral, as vantagens e desvantagens.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Histérico do A. aegypti

Entre outros aspectos, a capacidade de transmitir doengas virais, especialmente
a Dengue, € o que confere importancia ao A. aegypti. O epiteto especifico da espécie
remete ao Egito, onde o inseto foi encontrado e descrito pela primeira vez por Linnaeus,
em 1762. O invertebrado esta presente em tropicos e subtropicos — difundido, por exemplo,
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por grande parte do continente americano; sudeste da Asia; e em todo o territério indiano.
Suspeita-se que o artropode chegou ao Brasil entre os séculos XVI e XIX, em decorréncia
do enorme fluxo de embarcagdes advindas de outras regides do mundo no periodo colonial,
época em que a comercializagdo e o transporte de africanos escravizados eram massivos
(FORATTINI, 2002; GETIS et al., 2008; OLIVEIRA, 2013).

Adisseminacédo do A. aegyptiocorreu com a destruicao do habitat natural provocada
pelas pressdes antropicas. Com isso, parte da populagéo silvestre migrou em direcéo
aos grandes centros urbanos, adaptando-se facilmente a sobrevivéncia em meio aos
aglomerados humanos (ZARA et al., 2016; SOUSA et al., 2022).

Apesar de possuir grande potencial adaptativo, o A. aegypti é dificilmente encontrado
em ambientes silvestres e semissilvestres, visto que tais locais sdo pouco ocupados pelo
homem. Porém, a alta taxa de proliferacdo da espécie no espaco urbano é, em grande
medida, causada pelas atividades antrépicas que resultam no descarte indiscriminado
de residuos soélidos sintéticos, como: pneus e materiais de plastico e de vidro, que sao
potenciais criadouros do inseto (NATAL, 2002; VAREJAO et al., 2005; ZARA et al., 2016).

Em meados do século XX, no Brasil, as politicas de saude publica de combate
ao mosquito se tornaram mais consistentes, em virtude do aumento do numero de casos
de febre amarela urbana, que levou milhares de individuos a 6bito. Na época, o controle
do inseto se dava por métodos mecanicos e quimicos, nos quais os possiveis criadouros
eram remanejados e/ou submetidos a doses de inseticidas. No entanto, tais técnicas nao
surtiam efeitos inteiramente satisfatérios, pois ndo garantiam a obliteragdo definitiva do
vetor (COSTA et al., 2011).

Embora a pouca efetividade da metodologia de combate ao inseto, registros apontam
que a sua erradicacao foi conseguida em dois momentos: 1958 e 1973. Todavia, trés anos
apbs ao Ultimo desarraigamento, houve a reintrodugdo do A. aegypti no Brasil, devido
a falhas cometidas pela vigilancia epidemiolégica, e também em razdo do crescimento
populacional desenfreado sucedido em todos os estados brasileiros, 0 que contribuiu
fortemente com a distribuicdo do invertebrado, que, hodiernamente, ocupa cerca de 5.523
municipios (TAUIL, 2001; MACIEL; JUNIOR; MARTELLI, 2008).

3.2 Classificacao do A. aegypti

Estima-se que a ordem Diptera, da qual o A. aegypti faz parte, possui cerca de
85.000 espécies, das quais 200 atuam como vetores de agentes patogénicos, tais como:
virus, bactérias, protozoarios e helmintos. O género Aedes relne aproximadamente
900 espécies, sendo 44 subgéneros, dos quais 0 que mais se destaca &€ o Stegomyia
(ELDRIDGE; EDMAN, 2000; SANTOS, 2008).

As fémeas apresentam um alto grau de antropofilia, isto é, possuem afinidade em
relacdo aos organismos humanos, dos quais o material sanguineo é sorvido. Os picos de

atividade hematofagica ocorrem no periodo diurno. O processo de digestdo acontece entre
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48 a 72 horas ap6s a alimentagé@o. O sangue humano é essencial a produgao e a deposicéo
dos ovos, sendo que, nesta Ultima, os mosquitos buscam por locais ou recipientes que
estejam com acumulo de agua, preferencialmente, pobre em matéria organica. Uma vez
que o espaco ideal € encontrado, 0os ovos s&o posicionados nas superficies internas do
sitio, proximo a lamina d’agua. A oviposicdo ocorre com maior intensidade no periodo
noturno ou nas primeiras horas do dia (AZEVEDO, 2015).

Os ovos do A. aegypti medem, em média, 1 mm de comprimento, possuindo
contorno alongado e fusiforme. No momento da postura, os ovos apresentam coloracéo
esbranquicada, que é gradativamente modificada ao longo do desenvolvimento do embriéo,
tornando-se negra (BRASIL, 2001).

Em circunstancias regulares, o ciclo de vida do A. aegypti dura entre 15 e 30 dias,
periodo no qual o desenvolvimento é subdividido em: ovo, larva (dividida em: L1, L2, L3 e
L4), pupa e adulto (SANTOS, 2008).

Em condi¢des hostis, a quiescéncia (estado de baixa atividade metabdlica, no qual
a maturagdo do embrido é interrompida) dos ovos permite com que haja manutencéo do
ciclo na natureza, isto é, durante variagbes climaticas caracterizadas pela baixa umidade,
a viabilidade dos ovos pode chegar a pouco mais de um ano, até que haja um ambiente
favoravel a ecloséo (SILVA; SILVA, 1999; ARRUDA, 2005).

3.3 Criadouros do mosquito

Tem-seciénciade que oprocessodedispersaodo A. aegyptiocorre fundamentalmente
de forma passiva, isto é, pela da disseminagéo de ovos a partir da resisténcia a dessecagéo,
que resulta na aderéncia dos ovos a longo prazo as paredes internas de recipientes que
tém a capacidade de acumular temporariamente agua e que, futuramente, seréo focos de
reproducao e criadouros do mosquito. De maneira implicita, tal modelo de difusdo mantém
e amplia a presenga do vetor (SOUZA-SANTOS, 1999; SANTOS, 2008; SAMPAIO, 2019).

Em um unico ciclo gonadotréfico, a fémea é capaz de realizar multiplas ingestdes
de sangue, 0 que aumenta as possibilidades de transmissdo de doencas. Ademais,
a disposicdo dos ovos também ocorre em um mesmo ciclo, no entanto, em ambientes
diferentes, nos quais a fémea distribui os ovos em grupos segregados, aumentando o
namero de focos do inseto, além de dificultar as a¢des de controle (ZARA et al., 2016;
SILVA-FILHO et al., 2021).

Estudos que envolvem a soltura e captura de A. aegypti afirmam que as fémeas sao
capazes de percorrer cerca de 800 metros medidos entre o ponto de liberagéo e os sitios
de oviposicado. Na dispersao ativa, a fémea busca sitios de oviposicao e de hospedeiros
como mecanismo de disseminagédo dos agentes causadores de doengas aos homens, isso
torna-se de grande relevancia como dados epidemiolégicos (HONORIO et al., 2003).

A distancia média de dispersdo é considerada como um importante parametro
dentro do estudo epidemiolégico, pois é a distancia maxima de deslocamento que reflete na
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disseminacdo do A. aegypti. Obras que tratam sobre a dispersdo do mosquito concluiram
que a distancia percorrida pelo voo é, geralmente, abaixo de 100 metros (HARRINGTON
et al., 2005; SANTOS, 2008).

Portanto, existem alguns lugares de preferéncia, dentre os quais: habitats aquaticos
instaveis, sejam eles naturais ou mesmo artificiais, cobertos por aguas pluviais; ocos de
arvores; folhas; garrafas; latas; pneus; vasos/pratos de plantas; calhas; ou qualquer tipo
de objeto destinado ao armazenamento de agua em uso doméstico, nesse caso, recobra
as cisternas, caixa d’agua, além de tambores, tanques, tonéis, etc. (FREITAS et al., 2007;
SOUSA et al., 2022).

As condi¢des climaticas (temperatura, pluviosidade, altitude) interferem no ciclo
vital do A. aegypti, além da domiciliagdo, dispersdo, repasto e reproducdo (DONALISIO;
GLASSER, 2002; FREITAS et al., 2007).

3.4 Monitoramento do A. aegypti no DF

No DF, os casos de Dengue tém aumentando de forma exponencial. Até fevereiro
de 2020, foram registrados cerca de sete mil casos. Dessa forma, conclui-se, logicamente,
que o numero de focos do mosquito aumentou drasticamente. A vista disso, evidencia-
se a importancia da vigilancia epidemiologia no monitoramento do mosquito, visto que &
um programa responsavel pelo controle e redugédo de infecgbes transmitidas pelo inseto
(DISTRITO FEDERAL, 2020).

3.5 Vigilancia e monitoramento epidemiolégico do A. aegypti

A vigilancia e monitoramento do A. aegypti € iniciado a partir da coleta das larvas. A
proposta é medir a densidade populacional do mosquito em areas urbanas por vistoria de
depésitos de agua e outros recipientes, geralmente localizados em regides residenciais e
imoéveis industriais, como borracharias e ferros-velhos, os quais sdo considerados regites
estratégicas na busca de criadouros, pois possuem alto potencial de oferecer ambientes
propicios para criadouros de mosquitos (BRAGA; VALLE, 2007).

No Brasil, o levantamento da populagéo de A. aegypti consiste na coleta de larvas
e/ou pupas, que sdo contabilizadas e usadas como base de dados na verificacdo do
impacto das doencas transmitidas pelo mosquito. Assim, por essas informagdes, praticam-
se métodos de eliminagédo das larvas e pupas do vetor, especialmente nas regides mais
afetadas. Vale destacar que a geracao de dados néo deve ser fundamentada na medida
abundante da populacédo do inseto adulto, pois, dessa maneira, seria ineficaz estimar a
transmissao, apesar de estar sendo usado para essa finalidade (BRASIL, 2001).

Ha, também, métodos usados na coleta de mosquitos adultos, visando estimar o
risco de transmissdo de doencas. No entanto, tal procedimento é deveras oneroso, tanto
em tempo, quanto em capital, tornando inviavel essa categoria de coleta, que so6 é realizada
em situagbes especificas, como mostrado em estudo com mais detalhe (ELDRIDGE;
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EDMAN, 2000).

O trabalho epidemioldgico do mosquito no DF é complexo, pois os dados de coleta
e de densidade populacional de adultos sdo desconhecidos, dificultando, portanto, as
politicas de controle. O comportamento do vetor também configura um dos empecilhos,
dado que o habito de repousar ocorre no interior dos iméveis, em ambientes com pouca
luminosidade, inviabilizando a coleta, restando meramente a possibilidade de estimar o
total de espécimes da espécie (CARVALHO et al., 2004; BRAGA; VALLE, 2007).

Além dos obstaculos supracitados, ha, também, a relacdo entre a abundéncia
relativa de mosquitos adultos e o niUmero de casos de transmiss@o, que, comumente, é
desconhecido, causando, assim, imprecisédo na organizagdo dos dados. Ainda, hd uma
discrepancia desconhecida entre a apuracdo de vetores coletados e no nimero de
individuos que se dispde na area de coleta, ou seja, ndo ha como determinar a quantidade
exata de mosquitos. Todavia, € possivel estabelecer uma relacdo de quantificacdo que
consiste no nimero de vetores adultos por pessoa, porém, ndo € um método totalmente
eficiente, pois ndo é suficiente para quantificar o risco de transmissédo (BRASIL, 2001;
PINHEIRO; TADEI, 2002; OLIVEIRA, 2020).

Além da coleta de larvas, a medicdo da populagcdo do vetor também pode ser
realizada com o auxilio de armadilhas de oviposicdo (ovitrampas), que simulam um
ambiente favoravel a disposigdo dos ovos. As ovitrampas séo recipientes de cor preta,
preenchidos com agua e acompanhados por uma palheta de madeira de superficie aspera,
onde os ovos ficam aderidos. Na agua, colocam-se compostos larvicidas, de modo a tornar
a medicao mais eficiente (BESERRA et al., 2010; MIYAZAKI et al., 2019).

As estratégias de controle quimico do mosquito empregadas pelas péliticas de saude
publica do DF nos ultimos anos ndo estao apresentando efeitos satisfatorios, pois o indice
de infestagdo continua o mesmo. Ademais, as agbes de combate ndo sdo homogéneas e
apresentam pouca durabilidade, além da insuficiéncia de medidas educativas e ambientais
direcionadas a populagédo (FEITOSA; SOBRAL; JESUS, 2015).

“O numero de casos provaveis de Dengue registrados no Brasil em janeiro deste ano
foi mais que dobrou em comparagédo ao mesmo periodo de 2018”. Conforme o Ministério da
Salde, até o dia 2 de fevereiro, 0 aumento era de 149%, passando de 21.992 para 54.777
casos provaveis, uma incidéncia de 26,3 casos por 100 mil. Sabe-se que, em determinado
periodo do ano, a ocorréncia de A. aegypti aumenta consideravelmente, especialmente
nas épocas de maior precipitacdo pluviométrica. Entre os meses de janeiro e fevereiro,
aproximadamente 200 mil im6veis foram inspecionados no DF, com o objetivo de combater
e prevenir a Dengue (BERMUDI et al., 2017; DISTRITO FEDERAL, 2020).

3.6 Monitoramento do A. aegypti no DF

Em Brasilia, o monitoramento do mosquito foi considerado como prioridade pela
Secretéaria de Saude do DF, que, junto ao Executivo Intersetorial de Gestdo de Prevencéo
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e Controle da Dengue (Geiplandengue), vem promovendo agdes de vigilancia do inseto
(FREITAS; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

As acdes sempre integraram o Plano de Acéo, de Prevencéo e Controle da Dengue,
que iniciou em 2011, contando como participantes: agentes de vigilancia ambiental, militares
das Forcas Armadas, bem como o Servico de Limpeza Urbana (SLU), a Companhia
Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (Novacap), Agéncia de Fiscalizagao (Agefis), e a
Fundagédo Nacional de Salde (Funasa) (GREGORIO, 2018).

Subsecretaria de Vigilancia a Saude (SVS) busca a realizacao de cursos, palestras
e treinamentos, promovendo a capacitacdo de profissionais das regionais de saude e
parcerias, como a Agefis, que é responsavel pela fiscalizacéo, principalmente quando se
trata do monitoramento de canteiros de obras (BRASIL, 2015; ALMEIDA, 2020). “Para
comunicar focos do mosquito a Vigilancia Ambiental a SES disponibilizou para a populagéo
o hotsite ‘Brasilia Contra o Aedes’. Além disso, € possivel tirar davidas e acompanhar os
casos do DF por localidade” (DISTRITO FEDERAL, 2018, p. 1).

A Secretaria de Saude ressalta que o monitoramento e combate contra o A. aegypti
séo realizados pela inspe¢éo de prédios administrativos de 6rgéos publicos e de empresas
privadas, além de residéncias e comércios. Ha, ainda, a mobilizagdo semanal de escolas
da rede publica e demais 6rgéos, com a finalidade de fomentar a eliminacéo do vetor
(DISTRITO FEDERAL, 2018; LIMA, 2018).

Em novembro de 2018, com apoio da Subsecretaria de Vigilancia a Saulde, a
Secretaria de Saude do DF desenvolveu um programa de monitoramento chamado
Levantamento Rapido de indices para A. aegypti (LIRAa), o qual possibilita que o usuario
observe a distribuicdo do vetor, de forma rapida e acessivel (BRASIL, 2012; DISTRITO
FEDERAL, 2018; CAVALCANTE, 2019; SILVA et al., 2020), conforme mostrado no quadro
(Quadro 1).

No quadro (Quadro 1) é apresentado os codigos referentes a classificagdo dos
recipientes de depositos, apresentados como grupos e subgrupos. Essa categoria de
classificacao determina os grupos mais expostos no DF no periodo entre maio de 2018 e
novembro de 2019.
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Grupo Subgrupo Tipos de recipientes/depésitos

Armazenamento de 4gua para consumo humano: caixa d’agua

A1 elevada ligada a rede publica e/ou sistema de abastecimento
particular (pogos e cisternas).
A Armazenamento de agua para consumo humano: depésitos ao
A2 nivel de solo para armazenamento doméstico: tonel, tambor,

barril, tina, dep6sitos de barros (filtros, moringas e potes),
depositos em obras e horticultura.

Depositos moveis: vasos/frascos com agua, prato, pingadeira,
B B recipiente de degelo de refrigeradores, bebedouros, pequenas
fontes ornamentais

Depésitos fixos: calhas, ralos, sanitarios (em desuso), tanques em
obras/borracharias, maquinas/equipamentos em patios, piscinas

c c e fontes ornamentais, floreiras em cemitérios, cacos de vidros em
muros
D1 Depositos passiveis de remocao/protecdo: pneus e outros
materiais rodantes (camara de ar e manchdes).
D
D2 Depositos passiveis de remocao/protecao: lixo (recipientes
plasticos e latas), sucatas em patios, ferro-velho e entulhos.
E E Depositos naturais: folhas de bromélias, ocos em arvores,

buracos em rochas, restos de animais (cascas e carapacgas).

Quadro 1. Classificagéo dos tipos de depésitos com potencial de se tornarem criadouros para a postura
de ovos das fémeas de A. aegypti.

Fonte: Adaptado de Rodrigues; Lima (2019, p. 254).

Nas figuras (Figuras 1 a 4) sdo mostrado detalhadamente os niveis registrados em
cada més (RODRIGUES; LIMA, 2019).

Figura 1. DPs do DF, registrados nos meses de maio e agosto de 2018, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2018, p. 1).

Figura 2. DPs do DF, registrados no més de novembro de 2018 e fevereiro de 2019, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2018, p. 1).
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Figura 3. DPs do DF, registrados no més de maio e agosto de 2019, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2019, p. 1).

Figura 4. DP do DF, registrado no més de novembro de 2019.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2019, p. 1).

O monitoramento realizado pela Vigilancia Entomologica do DF, apresentado seguiu
um padrédo, no qual a primeira etapa € iniciada com a definicdo do grupo e subgrupo de
depésito. Dessa maneira, analisando os meses de maio, agosto e setembro de 2018,
constatou-se o subgrupo A2, enquanto, no més de agosto, verificou-se o subgrupo B.
Em 2019, o subgrupo A2 foi observado nos meses de fevereiro, maio e novembro, ao
passo que, em agosto, atestou-se o subgrupo B (DISTRITO FEDERAL, 2018; DISTRITO
FEDERAL, 2019).

Os indices de Infestagdo Predial (IIP) apresentados nas Figuras 5 a 8 visam
demonstrar quais as regides em que os dados foram mais alarmantes nos anos de 2018 e
2019. As informacgdes foram representadas por cores, de forma que: 1. Verde: baixo risco
(satisfatério); 2. Amarelo: alerta; 3. Vermelho: alto risco (OLIVEIRA et al., 2016).

IIP (DF): IIP (DF):
0,77% 0,20%

Figura 5. IIP do DF, registrados nos meses de maio e agosto de 2018, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2018, p. 1).
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Figura 6. IIP do DF, registrados nos meses de novembro de 2018 e fevereiro de 2019, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2018-19, pp.1).

#

Figura 7. lIP do DF, registrado nos meses de maio e agosto de 2019, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2019, p. 1).

Figura 8. IIP do DF, registrado em novembro de 2019.
Fonte: Adaptado de Distrito Federal (2019, p. 1).

Analisando o IIP de 2018, percebe-se que, no més de novembro, houve um maior
numero significativo de focos do mosquito, com um percentual de 1,48%. Posteriormente,
em maio, registraram-se 0,77%, e em agosto, a porcentagem foi de 0,20%. No ano de



2019, em maio, o resultado foi de 1,45%; em novembro, 0,74%; e, em agosto, 0,18%.
Logo, entre os meses de maio de 2018 e maio de 2019, houve um crescimento do nimero
de focos, passando de 0,77 para 1,48%. Em contrapartida, entre os meses novembro de
2018 e novembro de 2019, houve uma queda, passando de 1,48 para 0,74% (DISTRITO
FEDERAL, 2018).

Os quadros (Quadros: 2 a 8) representam, separadamente, a relagdo entre
as Regides Administrativas (RAs) e seus respectivos codigos de grupos e subgrupos
referentes aos depositos predominantes (DPs). Ademais, explanam, por cores e simbolos,
apresentados anteriormente, os niveis de maior e menor risco de alerta no DF, por RA
(DISTRITO FEDERAL, 2018; DISTRITO FEDERAL, 2019).

Quadro 2. IIP e DP por RA, obtidos no més de maio de 2018.
Fonte: Distrito Federal (2018).

A partir destes resultados, percebe-se que: durante o periodo de maio de 2018,
apenas o Lago Norte foi considerado como uma area de alto risco, com um |IP de 5,16%,
com um foco classificado dentro do subgrupo A2. As regides de: Brasilia, Fercal, ltapo3,
Paranod, Park Way, Planaltina, Sdo Sebastido, Sobradinho Il e Varjao, apresentaram um
IIP oscilando entre 1,01 e 2,94%, além de estarem sendo consideradas localidades em
estado de alerta, com focos avaliados nos subgrupos A2, D2 e B (DISTRITO FEDERAL,
2018).
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Quadro 3. IIP e DP por RA, obtidos no més de agosto de 2018.
Fonte: Distrito Federal (2018).

O monitoramento realizado em agosto de 2018 revelou que a regido do Lago Sul
apresentou um indice elevado equivalente a 1,13%, mesmo em uma época de seca, o que
pode ser justificado pela localizagdo da cidade, proxima ao Lago Paranoa. A mesma RA
foi classificada no subgrupo B, além de estar em estado de alerta (DISTRITO FEDERAL,
2018).

Quadro 4. IIP e DP por RA, obtidos no més de novembro de 2018.
Fonte: Distrito Federal (2018).

No quadro (Quadro 4) mostrou uma quantidade expressiva de regides com IIPs
elevados, bem como com um numero consideravel de RAs em estado de alerta, como:
Brazlandia, Taguatinga, Nucleo Bandeirante, Candagolandia, Sudoeste/Octogonal,
Sao Sebastido, Paranoa, Itapod, Sobradinho, Park Way, Gama, Brasilia, Varjdo, Jardim
Botéanico e Planaltina. A oscilagéo dos indices variou entre 1, 06 a 3,18%. Nestas regioes,
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0s subgrupos predominantes foram A2 e B, as areas de alto risco foram: Sobradinho II,
Lago Sul, Fercal e Lago Norte, com oscilagéo entre 4,55 a 8,74% (DISTRITO FEDERAL,

2018).
RAs P DP
Planaltina 1,36 D2
SCIA 1,39 A2

Sdo Sebastido 1,49 A2
Jardim Botdnico 1,50 B
Park Way 2,04 (€
Itapod 2,54 A2
Lago Norte 3,25 B

Paranod 1,19 A2/D1/D2

Quadro 5. [IP e DP por RA, obtidos no més de fevereiro de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

No més de fevereiro de 2019, observaram que nove cidades: Gama, Paranog,
Planaltina, SCIA, Séo Sebastido, Jardim Botanico, Park Way, Itapoa e Lago Norte estavam
em estado de alerta, com indice oscilando entre 1,00 a 3,25%, com os subgrupos A2, B, C,
D1 e D2. As regides de baixo risco: Taguatinga e Guara, mostraram oscilagéo entre 0,09 e
0,94%, sendo o subgrupo A2 o mais predominante (DISTRITO FEDERAL, 2019).

Quadro 6. IIP e DP por RA, obtidos nos més de maio de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

No més maio de 2019, grande maioria das RAs estavam em estado de alerta.
As oscilagdes variam entre 1,07 e 3,87%, e, novamente, A2 foi o subgrupo dominante.
Somente oito regides foram consideradas de baixo risco: Guara, SCIA, Ceilandia, Riacho
Fundo II, Santa Maria, Cruzeiro, Sudoeste e Aguas Claras (DISTRITO FEDERAL, 2019).
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Quadro 7. lIP e DP por RA, obtidos no més de agosto de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

No més de agosto de 2019, todas as regides, exceto Lago Sul, foram caracterizadas
como areas de baixo risco. A variacao foi de 0,00 a 0,42% (a menor, em relacdo aos meses
anteriores), e A2 e B foram os subgrupos que mais se destacaram (DISTRITO FEDERAL,
2019).

Quadro 8. IIP e DP por RA, obtidos no més de novembro de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

Assim, nos meses de agosto e novembro de 2019, as areas de baixo risco
prevaleceram, com um balan¢o de 0,00 a 0,59%, e somente dez regides foram colocadas
em estado de alerta. O grupo A2 foi o de maior evidéncia, no ambito geral das regibes
(DISTRITO FEDERAL, 2019).

De acordo com o LIRAa (2018), os meses de maio e novembro foram os mais
preocupantes, nos quais houve uma gama de RAs em estado de alerta e alto risco. Em
2019, o més de maio foi 0 més mais critico, pois maioria das areas estava em status de
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alerta (DISTRITO FEDERAL, 2018; DISTRITO FEDERAL, 2019).

Em prol da melhoria do sistema de saude do DF, em 2015, foi promovido a
subdivisdo das RAs em Regides de Saude (RS): Norte, Sul, Leste, Oeste, Centro, Centro-
Sul e Sudeste, como mostrado no quadro (Quadro 9) (DISTRITO FEDERAL, 2019).

Regiao de Saude RAs
Central Asa Norte, Lago Norte e Sul, Cruzeiro, Sudoeste/Octogonal, Varjao e Asa Sul
Centro Sul Nucleo Bandeirante, Riac%?lf:n:cs)(l)al(’EZ?rﬁlYY:I))/’ Candangolandia, Guara,
Leste Itapoa, Paranoa, Jardim Botanico e Sdo Sebastiao
Norte Planaltina, Sobradinho, Sobradinho Il e Fercal
Oeste Brazlandia e Ceilandia
Sudeste Taguatinga, Vicente Pires, Aguas Claras, Samambaia e Recanto das Emas
Sul Gama e Santa Maria

Quadro 9. Distribuicéo de Regides de Saude, entre Cidades Administrativas do Distrito Federal, no ano
de 2019.

Fonte: Distrito Federal (2019).

Para explanar o nivel de eficiéncia das RSs, no combate as doencas transmitidas
pelo A. aegypti, a sequéncia de quadros (Quadros 10 a 14) representam o |IP e o DP por
regido (DISTRITO FEDERAL, 2018; DISTRITO FEDERAL, 2019).

Quadro 10. Distribuicdo das IIPs e DPs, nas RSs do DF, més de maio de 2018.
Fonte: Distrito Federal (2018).

No més maio de 2018, a RS Leste, que comporta as areas: Itapoa, Parano4, Jardim

Botanico e Sado Sebastido, foi a que mais se destacou em maior nimero de casos, com
um indice de 1,59%, em estado de alerta e classificagdo A2 (DISTRITO FEDERAL, 2018).
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Quadro 11. Distribuicdo das |IPs e DPs, das RSs do DF, més de agosto de 2018.
Fonte: Distrito Federal (2018).

No més de agosto de 2018, todas as regides estavam em situacao de baixo risco,
com um balanceamento entre 0,00 e 0,66%, sendo o subgrupo A2 o que mais se destacou
(DISTRITO FEDERAL, 2018).

Regido de Saude np DP Regido de Saude 1P DP
Sul 1,24 A2

Leste 2,08 A2

Norte 3,25 D2

Central 3,69 B

Quadro 12. Distribuicao das IIPs e DPs, nas RSs do DF, més de novembro de 2018.
Fonte: Distrito Federal (2018).

No més de novembro de 2018, quatro RSs: Sul, Leste, Norte e Central estavam
em estado de alerta, com uma oscilagdo entre 1,24 a 3,69%. As areas Sudoeste, Leste e
Centro-Sul foram consideradas de baixo risco, com IIP méaximo de 0,88%, e o grupo A2 foi
dominante em todas as regides (DISTRITO FEDERAL, 2018).

Quadro 13. Distribuicao das 1IPs e DPs, nas RSs do DF, més de fevereiro de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

No més de fevereiro de 2019, a maioria das RSs estavam em situagao de baixo

risco, com IIP maximo de 0,75%. As areas Central, Norte e Leste apresentaram estado de
alerta, com IIP maximo de 1,81% (DISTRITO FEDERAL, 2019).
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Quadro 14. Distribui¢cao das IIPs e DPs, nas RSs do DF, més de maio de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

Em més maio de 2019, as RSs Sudoeste, Central, Leste e Norte mostraram uma
variacédo de IIP de 1,39 a 2,55%, tendo como subgrupo A2 e B, no estado de alerta. Apenas
trés regides foram classificadas como de baixo risco, com IIP maximo de 0,98%, como
mostrado nos quadros (Quadros 15 e 16) (DISTRITO FEDERAL, 2019).

Quadro 15. Distribuicdo das IIPs e DPs, nas RSs do DF, més de agosto de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

No més de agosto de 2019, todas as regides exibiram situacéo de baixo risco, com
IIP maximo de 0,64% (DISTRITO FEDERAL, 2019).

Quadro 16. Distribuicdo das IIPs e DPs, nas RSs do DF, més de novembro de 2019.
Fonte: Distrito Federal (2019).

Assim, de acordo com o monitoramento dos focos de reproducdo do mosquito

ocorrido durante 0 més de novembro de 2019, as regides Leste e Norte se destacaram,
apresentando indices de 0,00 a 0,64%, classificadas dentro do subgrupo A2, e estavam em
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estado de alerta (DISTRITO FEDERAL, 2019).

Os dados abordados sdo de extrema importéncia fundamental para o direcionamento
de politicas de salde publica voltadas ao combate ao A. aegypti, pois, uma vez que a
distribuicdo e a concentracdo do mosquito sdo compreendidas, ha, consequentemente,
uma maior possibilidade de que as técnicas de controle do vetor gerem bons resultados.
Além da esfera publica, os dados, em conjunto com campanhas sanitarias educacionais,
acabam mobilizando a populacdo em prol da destruicdo e/ou tratamento adequado de
potenciais criadouros, especialmente nas regides em que ha maior incidéncia de doencgas
transmitidas pelo mosquito (ROSSI; ROSSI, 2011).

41 EFICACIA DO COMBATE AO A. AEGYPTI

4.1 Plano de acao no combate ao A. aegypti

Entre os meses de janeiro e fevereiro de 2019, cerca de 200 mil iméveis foram
inspecionados no DF, com vistas a eliminacao de criadouros do mosquito. Nesse sentido,
torna-se necessario avaliar o nivel de eficacia dos métodos utilizados contra o inseto,
evidenciando as suas vantagens e desvantagens (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015;
DISTRITO FEDERAL, 2019).

No dia 30 de outubro de 2019, os representantes governamentais do DF em parceria
com a Secretaria de Saude, anunciaram uma forca tarefa com o objetivo de reduzir o
numero de casos de Dengue, Chikungunya, Zika e febre amarela urbana. A reuniédo foi
realizada no auditério da Academia dos Bombeiros, com a presenca de administradores
regionais e secretéarios (DISTRITO FEDERAL, 2019).

O plano de agédo desenvolvido pelo governo estabeleceu um compromisso com
a comunidade do DF em prol da preservagdo da saude e dignidade de sobrevivéncia
humana. Dessa forma, as campanhas circularam em espacos publicos: escolas, hospitais,
postos de saulde, etc., e veiculos de comunicagéo: televisao, radio, internet, jornais, etc.,
e a populacéo foi orientada a praticar medidas basicas de controle do A. aegypti, como:
remanejameto de potenciais criadouros, otratamento e a destinagdo adequados de residuos
sélidos, remogéo de agua acumulada em recipientes, calhas, caixas d’agua, entre outros
(OLIVEIRA; ARAUJO; SAITO, 2018).

De acordo com o plano de enfrentamento, uma das metas é, entre os anos de 2020
e 2023, reduzir o tempo de resposta do mosquito contra as técnicas convencionalmente
utilizadas, como a aplicagéo de inseticidas, visto que uma série de estudos relatam que
populagdes adquirem resisténcia aos compostos quimicos (GUIRADO; BICUDO, 2009;
CARVALHO, 2018).

O objetivo do plano foi nivelar todos os profissionais em um padrao multidisciplinar,
de forma que projetos sejam elaborados e discutidos por individuos qualificados acerca
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de como prevenir e agir em uma possivel epidemia causada por qualquer das arboviroses
mencionadas. Paratal, os preparos teérico e pratico sédo imprescindiveis, ainda mais quando
se trata de um plano executado em uma unidade federativa que possui todos os insumos
basicos de controle do mosquito (DISTRITO FEDERAL, 2019; CHAVES; EVANGELISTA;
FERNANDES, 2020).

O aumento do contingente de colaboradores e veiculos foi essencial para a execugao
do plano. Nesse ambito, dobrou-se a quantidade de fumacés de 40 para 80 veiculos;
contratou-se mais 200 agentes de vigilancia sanitaria, com reforco de motocicletas que
realizam a pulverizagao de Ultrabaixo Volume (UBV), além do apoio de 1,5 mil agentes do
Corpo de Bombeiros (FRIEDRICH et al., 2018; DISTRITO FEDERAL, 2019).

O plano de agéo engloba cinco eixos tematicos fundamentais no combate ao A.
aegypti: 1. Coordenacéo; 2. Assisténcia; 3. Vigilancia; 4. Apoio logistico; 5. Mobilizac¢ao;
6. Comunicacéo; e 7. Educagédo em saude. Cada um desses pilares deve ser seguido por
todas as RAs, para que as metas sejam atingidas com éxito em toda a regido do DF (SILVA;
JORGE; JUNIOR, 2015; DISTRITO FEDERAL, 2019).

4.2 Eficacia do combate ao A. aegypti

A quantidade de DPs nas RAs que apresentam estado de alerta e areas de alto
risco é essencial para o planejamento de praticas de combate ao inseto, visto que, aléem de
comportar focos, as regides sanitariamente comprometidas contribuem para a migragéo do
mosquito em direcdo as demais localidades, comprometendo a saude de individuos que,
eventualmente, tomam medidas de prevenc¢édo contra o mosquito (HIRAGI et al., 2009).

O levantamento de iméveis € uma parte relevante para o rapido alcance do resultado.
Por amostragem, a quantidade de residéncias com recipientes contendo larvas de A. aegypti
proporcionou conhecer os tipos de depositos e as varias possibilidades de criadouros do
mosquito, configurando uma importante fonte de informagéo para a mobilizagdo social,
permitindo um olhar direcionado para os problemas identificados em cada area (SILVA,
2013).

4.3 Vantagens e desvantagens dos métodos de combate ao A. aegypti

Uma das vantagens do processo controle do A. aegypti € a maneira com 0 governo
busca transmitir informacgdes relevantes a populagédo por meio do LIRAa, um sistema de
dados de rapido e facil acesso. Ademais, os servidores que inspecionam as residéncias
e demais locais de possivel infestagdo, juntamente ao auxilio dos veiculos difusores
de inseticidas, desempenham um papel importante na redugéo da proliferagdo do vetor
(DISTRITO FEDERAL, 2019; SILVA, 2020).

A busca por apoio de varias equipes e 6rgaos do GDF, com o propésito de combater
a doenca também sédo fundamentais para minimizar a incidéncia de casos de infecgéo por
arboviroses. Ainda, hodiernamente, as midias sociais sdo ferramentas altamente eficientes
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para a disseminagdo de informacdes educativas voltadas ao publico de todas as idades,
especialmente os mais jovens (OLIVEIRA; ARAUJO; SAITO, 2018; DISTRITO FEDERAL,
2019).

A maior desvantagem estéd relacionada ao alcance limitado das politicas de
salde publica em relagdo as comunidades marginalizadas, desfavorecidas socialmente
e economicamente, e que, portanto, ndo possuem a menor possibilidade de acesso ao
ambiente educacional e as tecnologias disponiveis, facilitando a propagacao de vetores
e doengas, pois a aplicacdo de medidas de prevencédo e tratamento € escassa ou nula
(SEGATA, 2017).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados aqui apresentados sé@o imprescindiveis a constru¢do de projetos e
a execugdo de politicas publicas mais promissoras contra o A. aegypti no DF, como a
disponibilidade de informagbes acerca da distribuicdo do mosquito entre as RAs tratadas
favorece, especialmente, as regides em estado de alerta ou de alto risco, as quais sdo mais
suscetiveis a um nivel elevado de transmissibilidade de arboviroses, sobretudo a Dengue,
sendo areas que requerem maior atencao.

DF é uma regido com excelente potencial de combate ao mosquito, devido as
técnicas tradicionais de controle mecanico e quimico, sendo este Gltimo o mais debatido
nos ultimos anos dentro da tematica, visto que o uso intensivo de inseticidas sintéticos
acarreta o surgimento de populagdes invulneraveis do A. aegypti, tornando a problematica
sanitaria ainda mais complexa. Estudos recentes tém abordado a possibilidade de uso de
insumos naturais na producéo de inseticidas potencialmente mais sustentaveis e eficazes
em relac&o aos anteriores.

A veiculagdo de campanhas educativas de combate as doengas transmitidas pelo
culicideo é indispensavel, em espacos publicos, como escolas, que detém grande parcela
da populacdo de criancas e adolescentes em processo de aprendizagem. A orientacao
das comunidades do DF, juntamente a aplicacdo direcionada promovida pelas decisbes
governamentais, comp8e um cenario sanitario bastante promissor.

DF segue com instabilidades no que tange a proliferacao do vetor. Assim, as medidas
ja adotadas devem ser aprimoradas, ao mesmo tempo que técnicas inovadoras tém de ser
estudadas e colocadas a prova, visando reduzir o numero de infec¢des e dbitos causados
pelas doencas transmitidas pelo A. aegypti.
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RESUMO: A &4gua €& um elemento vital ndo
s6 a natureza, mas em todas as atividades
desenvolvidas pelo homem. Considerando o
impacto que a agua ndo ftratada representa
para a saude publica, sendo ela um veiculo de
transmisséo de doencas, torna-se de fundamental
importédncia a investigacdo desses agentes
virais, permitindo avaliar tanto a qualidade da
agua bem como as cepas circulantes dos virus
de disseminagdo entérica. Desta forma, este
artigo objetivou identificar os tipos de virus
encontrados em analises de agua ambiental de
diferentes localidades do Brasil, realizando uma
revisao sistematica descritiva da literatura. Foram
incluidos no estudo artigos publicados entre
os anos 2007 e 2017, nos idiomas portugués e
inglés, disponiveis nas bases de dados SciELO,
MEDLINE, LILACS, BVS — BIREME e PUBMED
e obtidos empregando o descritor “viral detection
in water samples”. Foram encontrados 2.105
artigos, dos quais 17 foram selecionados para o
estudo e ap6s andlise obteve-se 10 tipos virais
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(Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, Norovirus,
Polyomavirus Rotavirus, Sapovirus, Torque teno
virus, Virus Gemicircular e Virus da hepatite A)
em diferentes matrizes de agua (4gua do mar,
fontes de agua potavel, agua superficial [lagoa
e lagoa salobre], aguas residuais urbanas e
tratados de esgoto). O adenovirus foi abordado
em 27% (9/17) dos artigos cientificos, seguido
do rotavirus em 24% (8/17) e norovirus com 18%
(6/17) das publicagdes. Os métodos quantitativos
de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
fazem a deteccdo dos virus, com resultados
fidedignos. As publicagbes acerca do tema
refletem que a falta de informagéao sobre virus
entéricos, onde eles representam uma ameaca
para a saude humana.
PALAVRAS-CHAVE: Gastroenterites,
ambiental, Virus na agua.

Agua

ENVIRONMENTAL VIRAL DETECTION
IN WATERS IN BRAZIL: SYSTEMATIC
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Water is a vital element not only
to nature, but to all activities developed by man.
Considering the impact that untreated water
represents for public health, being a vehicle for
the transmission of diseases, it is of fundamental
importance to investigate these viral agents,
allowing to evaluate both the quality of the water
as well as the circulating strains of the virus.
enteric dissemination. In this way, this article
aimed to identify the types of viruses found in
environmental water analyzes from different
Brazilian locations, performing a descriptive
systematic review of the literature. The study



included articles published between 2007 and 2017, in the Portuguese and English languages,
available in the SciELO, MEDLINE, LILACS, BVS - BIREME and PUBMED databases and
obtained using the descriptor "viral detection in water samples". A total of 2,105 articles were
found, of which 17 were selected for the study and 10 virus types (Adenovirus, Astrovirus,
Enterovirus, Norovirus, Polyomavirus Rotavirus, Sapovirus, Torque teno virus, Gemicircular
virus and Hepatitis A virus) were found in different water sources (sea water, sources of
drinking water, surface water [lagoon and brackish lagoon], urban waste water and sewage
treatment). Adenovirus was approached in 27% (9/17) of the scientific articles, followed by
rotavirus in 24% (8/17) and norovirus with 18% (6/17) of the publications. Quantitative PCR
(Polymerase Chain Reaction) methods detect viruses with reliable results. The publications
on the subject reflect the lack of information on enteric viruses where they pose a threat to
human health.

KEYWORDS: Gastroenteritis, Environmental water, Virus in water.

11 INTRODUGCAO

A agua é um elemento vital ndo s6 a natureza, mas em todas as atividades
desenvolvidas pelo homem. Apesar de todos os esforgos para diminuir o seu desperdicio, a
agua esta se tornando cada vez mais um bem escasso, e sua qualidade € uma preocupacgéo
crescente, principalmente em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, causando riscos a
saude e ao bem- estar do homem (NEVES, 2003).

A poluicdo ambiental, contaminagdo da agua, devido a falta de esgoto sanitério,
tem colocado cada dia mais, a questéo do uso da agua no centro dos interesses em todo o
mundo, pois propicia a disseminagéo de diferentes agentes etiolégicos, incluindo os virais,
sendo os surtos de doencas virais, principalmente as entéricas, por veiculagdo hidrica
descritos em muitos paises. (MORESCO, 2011)

Uma das primeiras evidéncias de doenga de veiculagdo hidrica deu-se em 1940,
nos Estados Unidos (EUA) apés varias pessoas apresentarem problemas gastrointestinais,
logo ap6s ocorreu um surto de hepatite em Nova Délhi (india), em 1950, consequéncia
da contaminagdo da agua por patégenos virais provenientes do esgoto. Depois desse
acontecido, tiveram inicio os estudos na area da virologia ambiental. (MORESCO, 2011;
TAVARES, 2005; PRADO, 2011).

No Brasil, na década de 1970 que foram registradas as primeiras pesquisas na area
da virologia ambiental (PRADO e MIAGOSTOVICH, 2014). Contudo, estudos desenvolvidos
abordando esta tematica ainda sdo escassos (SPADA, 2012).

Os virus entéricos sdo estaveis no ambiente aquatico, possuindo resisténcia a
diversos agentes fisicos e quimicos utilizados nos processos de tratamento de agua e
esgoto, permanecendo por longos periodos na agua, resistindo a condicdes ambientais
diversas tornando-se uma fonte de infeccdo. (MORESCO, 2011; TAVARES et al., 2005).

Diante do exposto, considerando o impacto que a dgua néao tratada representa para
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a saude publica, sendo ela um veiculo de transmissao de doengas, torna-se de fundamental
importancia a investigacdo desses agentes virais, permitindo avaliar tanto a qualidade
da agua bem como as cepas circulantes dos virus de disseminagédo entérica. Assim, o
presente estudo tem como objetivo realizar uma revisao sistematica descritiva da literatura
com enfoque nos tipos de virus encontrados em analises de 4gua ambiental de diferentes
localidades do Brasil.

2| MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata-se de uma revisdo sistematica da literatura, no qual
0 objetivo € descrever os conhecimentos cientificos publicados acerca de um tema de
interesse (TEIXEIRA et al., 2013).

A questéo norteadora da presente reviséo €: Quais os agentes virais causadores de
patologias aos seres humanos detectados em analises de agua (4gua do mar, fontes de
agua potavel, agua superficial [lagoa e lagoa salobre]), aguas residuais urbanas e tratados
de esgoto no Brasil?

Abuscados artigos foi realizada através das bases de dados online LILACS (Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias de Saude), SciELO (ScientificElectronic Library
Online), Biblioteca Virtual em Saude (BVS — BIREME) e Pubmed (U.S National Library of
Medicine).

A busca foi realizada no més de janeiro/2018 e compreendeu estudos publicados
entre os anos 2007 a 2017, nos idiomas portugués e inglés, com resumos disponiveis nas
bases de dados selecionadas, utilizando o descritor: “viral detection in water samples”.

Os critérios de incluséo foram artigos cientificos originais publicados entre os anos
de 2007 a 2017, nos idiomas portugués e inglés e que a detecgéo viral em aguas. Os
critérios de exclusao foram artigos de revisao, artigos duplicados, relato de caso e estudos
ambientais que néo analisaram a agua.

Para a coleta dos dados foi realizada a tradugéo dos artigos e leitura, frente a
pergunta norteadora.

31 RESULTADOS

Este estudo detectou 2.105 artigos originais selecionados na busca primaria. A
tabela 1 mostra a quantidade de artigos selecionados por base de dados.
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Base de artigos

Numero de artigos

BIBLIOTECA V. EM SAUDE (BVS) 1.210
LILACS 28
SCIELO 19
PUBMED 848
Total 2.105
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Tabela 1. Numero de artigos encontrados por bases de dados.

Fonte: elaboragéo propria.

Apos analise, foram excluidos 2.088 a partir da revisédo do titulo e resumo por ndo
responderem a pergunta, estarem em duplicata e ndo atenderem os critérios de inclusao
do estudo. Foram elegiveis apenas 17 estudos para fazer parte do escopo desta revisao.

Na tabela 2 sdo apresentados os estudos que foram publicados no Brasil, entre os
anos 2007 e 2017 que relataram a deteccéo de virus em amostras de 4gua.

AUTOR ANO - TITULOS
PUBLICACAO

ASSIS et al 2014 Relationship between viral detection and turbidity in a
watershed contaminated with group A rotavirus.

ASSIS et al 2016 Detection and Molecular Characterization of
Gemycircularvirus from Environmental Samples in Brazil.

DE PAULA et al 2007 Hepatitis A virus in environmental water samples from the
Amazon Basin.

ELMAHDY et al 2016 Spatial distribution of enteric viruses and somatic coliphages
in a Lagoon used as drinking water source and recreation in
Southern Brazil

FIORETTI et al 2016 Occurrence of human sapoviruses in wastewater and stool
samples in Rio De Janeiro, Brazil.

FUMIAN et al 2010 Molecular detection, quantification and characterization of
human polyomavirus JC from waste water in Rio De Janeiro,
Brazil.

HELDT et al 2016 Hepatitis E Virus in Surface Water, Sediments, and Pork
Products Marketed in Southern Brazil

MIAGOSTOVICH 2008 Molecular Detection and Characterization of Gastroenteritis

et al Viruses Occurring Naturally in the Stream Waters of Manaus,
Central Amazbnia, Brazil.

RIGOTTO et al 2010 Assessment of adenovirus, hepatitis A virus and rotavirus
presence in environmental samples in Florianopolis, South
Brazil.

SPILKI et al 2013 Detection of human adenovirus, rotavirus and enterovirus in
water samples collected on dairy farms from Tenente Portela,
Northwest of Rio Grande do Sul, Brazil.

SILVA et al 2015 High Species C Human Adenovirus Genome Copy Numbers
in the Treated Water Supply of a Neotropical Area of the
Central-West Region of Brazil.




TEIXEIRA et al 2017 Norovirus genogroups | and Il in environmental water
samples from Belém city, Northern Brazil.

VECCHIA 2012 First description of Adenovirus, Enterovirus, Rotavirus and
Torque teno virus in water samples collected from the Arroio
Dilavio, Porto Alegre, Brazil.

VIEIRA et al 2017 The Impact of the Extreme Amazonian Flood Season on the
Incidence of Viral Gastroenteritis Cases.

VIEIRA et al 2012 Detection of enteric viruses in recreational waters of an
urban lagoon in the city of Rio de Janeiro, Brazil.

VICTORIA et al 2010 Assessment of norovirus contamination in environmental
samples from Florianépolis City, Southern Brazil.

VICTORIA et al 2014 Gastroenteric virus dissemination and influence of rainfall
events in urban beaches in Brazil.

Tabela 2. Estudos sobre deteccdo de virus em amostras de dgua publicados no Brasil, entre 2007 e

2017.

Fonte: elaboragdo propria.

Na tabela 3 serdo descritos os diferentes tipos de amostras de aguas ambientais

que foram analisadas é os respectivos virus encontrados.

Autor / Ano

Virus detectados

Areas de coleta das amostras

ASSIS et al /2014

Rotavirus (A)

Amostras de aguas superficiais de uma bacia
hidrografica em Minas Gerais (MG).

ASSIS et al /2016

Virus Gemicircular

Amostras de agua do rio coletadas em Manaus,
regido amazonica e aguas residuais de uma area
de estacdo de tratamento localizada no Rio de
Janeiro(RJ).

DE PAULA et al /
2007

Virus da Hepatite A

Amostras de agua da Bacia Amazonica (AM)

ELMAHDY et al /
2016

Adenovirus,
Rotavirus (A) e
Virus da Hepatite A

Amostras de agua e amostras de sedimentos da
lagoa Peri (SC).

FIORETTl et al /
2016

Sapovirus

Amostras aguas residuais (RJ).

FUMIAN et al / 2010

Poliomavirus JC

Aguas residuais de uma estacéo de tratamento de
esgoto (STP) localizada no Rio de Janeiro(RJ).

HELDT et al / 2016

Nao detectado

Amostras de agua coletadas dos afluentes do rio
Sinos (RS).

MIAGOSTOVICH et
al /2008

Adenovirus,
Rotavirus (A),
Astrovirus e
Norovirus

Amostras de agua de corregos na bacia hidrografica
em torno da cidade de Manaus (AM).

RIGOTTO et al/
2010

Adenovirus,
Rotavirus (A) e
Virus da Hepatite A

Amostras de agua de varias fontes (d4gua do mar,
lagoa agua salobre, dguas residuais urbanas, fontes
de agua potavel - com e sem cloragdo e agua
derivada de um riacho poluido), (FLORIANOPOLIS).
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SPILK et al / 2013

Adenovirus,
Rotavirus (A) e
Enterovirus

Amostras de agua potavel de pogos e molas
artesianas de fazendas leiteiras de Tenente Portela,
Noroeste do Rio Grande do Sul (RS).

Amostras de agua tratada de um reservatorio

VECCHIA et al/
2012

Enterovirus e Torque
teno virus

SILVA et al / 2015 Adenovirus, (CERRADO DO BRASIL).
Amostras ambientais da regido norte do Brasil.
-2r§1|)7(EIRA etal/ Norovirus As amostras de agua foram de diferentes fontes e
esgoto (BELEM).
Adenovirus,

Amostras de agua superficiais provenientes do
Arroio Diluvio, Porto Alegre, Brasil.

Adenovirus, i
VIEIRA et al / 2017 Rotavirus (A) e Agua de agua da bacia do rio Negro (AM).
Norovirus
Adenovirus, {rbana (Lagoa Fodrigo do Freitas) na cidade do Rio
VIEIRAetal /2012 | Rotavirus (A) e de Jane! gA gd e d
Norovirus e Janeiro. Amostras de agua da lagoa e de outros
ecossistemas interligados (rio e praia), (RJ).
Amostras de agua, incluindo a 4gua do mar, agua
\2/(I)?EORIA etal/ Norovirus potavel, agua superficial (lagoa e lagoa salobre) e
tratados de esgoto (FLORIANOPOLIS).
VICTORIA et al / ég?;\?i\r/&;u?A) e Amostra de agua recreativa em uma praia urbana
2014 Norovirus localizada na cidade do Rio de Janeiro (RJ).

Tabela 3. Tipos de amostras analisadas é virus encontrados.

Fonte: elaboragéo propria.

O Gréfico 1, demonstra os tipos virais detectados nas analises laboratoriais dos

estudos realizados no Brasil em diferentes tipos de amostras de agua.

Gréfico 1. Tipos virais detectados nas analises laboratoriais.
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41 DISCUSSAO

A transmissao de virus através de agua esta se tornando cada vez mais frequente,
inclusive no Brasil, por possuirem uma atividade de carga viral que mesmo em baixas
concentracbes pode desenvolver doencgas, segundo Silva et al. (2015) ressaltando estes
como um problema de saude publica.

O presente estudo identificou dez tipos virais, sendo os mais frequentes o Adenovirus
e o Rotavirus, seguido por Norovirus, evidenciando a importancia que esses virus tém
de ocasionar problemas gastrointestinais, seja por fatores determinantes ou oportunistas,
mostrando que ha prevaléncia desses agentes em diversos estados do Brasil e diferentes
matrizes de agua (RIGOTTO et al., 2010; VICTORIA et al., 2010).

Muitos estudos relatam a detecgdo de diferentes tipos de virus ap6s analises de
agua. Segundo Vieira et al. (2012), os virus que estdo associados a surtos de doencgas
de veiculagao hidrica sdo as espécies de Rotavirus da espécie A (RVA), Norovirus (NoV)
Adenovirus (HAdV) e o virus da Hepatite A (HAV). Estes agentes foram detectados nas
andlises realizadas no Brasil tanto em amostras de agua ambiental como agua residuais
tratadas.

Os resultados de detecgcédo desses virus humanos nos diferentes sitios de coleta,
mostraram que o HAdV foi o mais prevalente, sendo detectado em 27% (9/17) dos estudos
analisados, demonstrando que os HAdV s&o, dos virus veiculados por agua, os mais
estudados e detectados, tornando-se amplamente distribuidos (MIAGOSTOVICH et al.,
2008; SPILKI et al., 2013; VECCHIA et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; VIEIRA et al., 2017;
VICTORIA et al., 2014).

Estudo levado a efeito por Elmahdy et al. (2016) detectou 82,4% de HAdV
infecciosos em amostras de agua superficiais da bacia hidrografica da lagoa Peri (SC). Tal
virus foi também o mais prevalente em estudo conduzido por Rigotto et al. (2010), os quais
obtiveram 64,9% de positividade para HAdV na analise de diferentes fontes de agua. Silva
et al. (2015) registraram 76,6% de HAdV em amostras de reservatérios de adgua tratados.

O segundo virus mais encontrado nos diferentes sitios de coleta de agua foi o RVA,
presente em 24% (8/17) dos estudos analisados (ELMAHDY et al., 2016; MIAGOSTOVICH
et al., 2008; SPILKI et al., 2013; VIEIRA et al., 2012; VIEIRA et al., 2017; VICTORIA et al.,
2014). Dos estudos mais recentes que detectaram o RVA em amostras ambientais, esta
o trabalho de Rigotto et al. (2010) que detectou RVA tanto em amostras de agua como
tecidos de ostras.

Segundo Assis et al. (2014) o RVA foi detectado em todos os periodos com
positividade de 62,5% das amostras de agua superficiais analisadas indicando que o
periodo de coleta nao influenciou a deteccéo deste agente, mostrando a ocorréncia de
contaminagéo fecal destas fontes de &gua. Miagostovich et al. (2008) em seu estudo
detectou 44,2% de RAV em amostras de aguas de corregos e ainda relata que esse virus
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sempre foi causa de preocupacéo, especialmente em reservatério de 4gua, uma vez que ja
se mostrou resistente a altas concentrag¢des de cloro.

Segundo Silva et al. (2015) ha necessidade de desenvolvimento de métodos mais
eficientes para o monitoramento remogéo e inativacéo desses virus tanto em agua tratada
como ambiental, principalmente para o Adenovirus por ele possuir altas taxas de replicacéo
e mutabilidade em hospedeiros, onde as particulas virais produzidas por esses hospedeiros
possuem patogenicidade aumentada, elevando o risco de transmitir doencas (RIGOTTO et
al., 2010).

A deteccdo do genoma desses virus em amostras de agua, onde apresenta os
coliformes fecais dentro dos limites estabelecidos pela lei, destaca o fato que esse parametro
microbioldgico é inadequado para indicar contaminacéo viral e, consequentemente, avaliar
0s riscos potenciais para a saude humana (MIAGOSTOVICH et al., 2008; VIEIRA et al.,
2012; ASSIS et al., 2014).

Outro virus avaliado, foi a deteccdo de Norovirus (NoV) o terceiro mais abundante
presente em 18% (6/17) das amostras. Isso sugere que existe uma ampla distribuicdo
desses virus no ambiente, mas ele n&o esta associado sé ao contato humano com aguas
como também ao consumo de marisco contaminado. Por ele possuir diferentes cepas (Gl e
Gll) pode ocorrer recombinagéo se uma pessoa consumir os dois fatores (dgua e marisco),
podendo levar a origem de uma nova cepa de NoV. (RIGOTTO et al., 2010; VIEIRA et al.,
2012; VIEIRA et al., 2017).

Embora se tenha ocorréncia de infecgdes por NoV ao longo do ano, os maiores
relatos ocorrem durante os meses mais frios como descrito por Teixeira et al. (2017)
com positividade de 33,9% para NoV em amostras ambientais coletadas mensalmente
de diferentes fontes de agua e esgoto. Victoria et al. (2010) detectou 23% em diferentes
amostras (agua do mar, agua potavel, agua superficial (lagoa e lagoa salobre) e tratados
de esgotos.

A prevaléncia de Virus da Hepatite A (HAV) ficou em torno de 9% (3/17). Estudos
voltados para a deteccdo de HAV reportam a facilidade que este virus tem de adsorver-
se em particulas sélidas suspensas no ambiente aquatico, protegendo-se de fatores
ambientais (ELMAHDY et al., 2016; RIGOTTO et al., 2010).

DE Paula et al. (2007) detectaram em amostras de agua da Bacia Amazénica
92% de cargas virais de HAV, enquanto que Elmahdy et al. (2016) detectaram 54,8% em
amostras de agua superficiais da bacia hidrografica da lagoa Peri (SC) em amostras de
veréo e inverno.

O presente estudo também evidenciou outros tipos virais como o Virus Gemicircular,
Sapovirus, Polyomavirus, Torque teno virus e o Astrovirus todos presentem em 3% (1/17)
evidenciando assim que outros tipos virais de menos importancia ou nunca estudados e ou
detectados podem transmitir doengcas em um hospedeiro susceptivel. (ASSIS et al., 2016;
FIORETTI et al., 2016; FUMIAN et al., 2010; VECCHIA et al., 2012; MIAGOSTOVICH et
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al., 2008).

O Sapovirus (SaV) ja é relatado ha bastante tempo na literatura principalmente em
outros paises como Japao, Espanha e Italia. Segundo Fioretti et al. (2016) o seu trabalho
foi o primeiro a detectar o SaV no Brasil enfatizando que existe uma diversidade genética
desse virus circulando na cidade do Rio de Janeiro.

O estudo evidenciou que o método mais utilizado para concentrar virus em
amostras de agua foi a filtracdo de membrana com carga negativa, associados a métodos
quantitativos de PCR (Reacéo em Cadeia da Polimerase). No entanto, os métodos de PCR
apenas fazem a deteccgéo dos virus, mas ndo sdo capazes de quantificar suas cargas virais
(DE PAULA et al., 2007; MIAGOSTOVICH et al., 2008; VICTORIA et al., 2010; VIEIRA et
al., 2012; RIGOTTO et al., 2008).

Segundo Rigotto et al. (2010) o numero elevado de amostras positivas para esses
virus se da devido eles possuirem alta resisténcia a luz ultravioleta e altas temperaturas,
possuindo capacidade de sobreviver em condi¢cbes adversas explicando os niveis de
contaminacgéo. Miagostovich et al. (2008), entdo sugere que esses virus sejam utilizados
como os indicadores mais confiaveis para o monitoramento ambiental, devido sua
prolongada persisténcia em ambientes aquaticos.

51 CONCLUSAO

O presente artigo abordou as publicagdes acerca dos tipos virais que foram
detectados em andlises de agua em estudos realizados no Brasil. O trabalho destaca a
importancia que os virus tém de ocasionar problemas no ser humano, principalmente as
gastroenterites, as quais vem se destacando no cenario global.

A contaminacéo viral de diferentes matrizes de agua (dgua do mar, fontes de agua
potavel, agua superficial (lagoa e lagoa salobre), aguas residuais urbanas e tratados de
esgoto, evidencia contaminacdo por dejetos humanos, principalmente nas localidades
proximas as zonas urbanas, onde se encontra populacéo ao redor dessas fontes de agua,
causados por uma urbanizagéo desenfreada, sem redes de esgoto e ou saneamento basico
e, portanto, estao sujeitas a contaminagao.

As técnicas moleculares de PCR néo séo capazes de fornecer informagbes sobre
o poder de infecgdo da particula viral, detectam apenas os genomas que podem ser de
particulas infecciosas, virus inativados ou defectivos.

As publicagbes acerca do tema refletem que ha falta de informagéo sobre virus
entéricos, visto que eles representam uma ameacga para a saude humana.
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RESUMO: A protebmica é o estudo que
descreve e quantifica proteinas, assim como
suas interagbes, variacdes populacionais e
alteragcbes em resposta a uma modificagdo
patologica ou fisiologica. Pretendemos
aqui, descrever as inovagbes promovidas
pela protedmica no contexto laboratorial de
diagnéstico bacteriano, que cada vez mais
contribuem para o avanco do desenvolvimento
cientifico da pesquisa clinica. Selecionamos e
analisamos publicagbes disponiveis na base
de dados Pubmed relacionadas aos termos
Protedmic,bacteriological and clinic diagnostic.
Nos ultimos 12 anos as publicagbes relacionadas
a Protebmica tém tido um crescimento
constante, assim como sua correlagdo com
o diagnéstico clinico, ensaios executados in
vitro, e consequentemente a técnica LC-MS-
MS. A protedmica ainda tem a sua aplicagao
marjoritaria voltada a pesquisa cientifica, devido
a fatores econdémicos, no entanto é uma area
cientifica que tem avancado e se desenvolvido
como nenhuma outra na Ultima década, e pode
contribuir de forma significativa na especificidade
e acurgcia do diagnéstico clinico de bactérias.

PALAVRAS-CHAVE: Prote6mica; diagnostico
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clinico; bacteriologia.

PROTEOMICS AS ATOOL FOR
BACTERIOLOGICAL DIAGNOSIS

ABSTRACT: Proteomics is the study that
describes and quantifies proteins, as well as their
interactions, population variations and changes
in response to a pathological or physiological
modification. We intend here to describe the
innovations promoted by proteomics in the
laboratory context of bacterial diagnosis, which
increasingly contribute to the advancement of
the scientific development of clinical research.
We selected and analyzed publications available
in the Pubmed database related to the terms
Proteomic, bacteriological and clinical diagnostic.
In the last 12 years, publications related to
proteomics have had a constant growth, as well
as their correlation with clinical diagnosis, in vitro
tests, and consequently the LC-MS-MS technique.
Proteomics still has its major application focused
on scientific research, due to economic factors,
however it is a scientific area that has advanced
and developed like no other in the last decade,
and can significantly contribute to the specificity
and accuracy of clinical diagnosis. of bacteria.
KEYWORDS: Proteomics; clinical diagnosis;
bacteriology.

INTRODUCAO

De acordo com Tortora, Funke e
Case (2012), a maioria de n6s considera as
bactérias como criaturas pequenas e invisiveis,

potencialmente perigosas. Na realidade s&o



poucas as espécies que causam doencas em humanos, animais, plantas ou qualquer outro
organismo. (...) sem as bactérias, a maior parte da vida como a conhecemos nao seria
possivel. (...) sdo importantes para o0 mundo da microbiologia, para a medicina, e ainda tém
a capacidade de ilustrar principios biologicamente incomuns ou interessantes. Contudo,
sabemos que em 1840, depois dos primeiros trabalhos de Pasteur, Friedrich Gustav Jacob
Henle (1809-1885), em uma notavel publicacdo, expds as suas ideias, estabelecendo
condigdes béasicas para que um agente microscoépico particular pudesse ser considerado
causador de uma doenga infecciosa ou infectocontagiosa.

Seguindo as ideias de Pasteur, que ao destruir a teoria da ‘geracédo espontanea’,
John Needham 1745, afirmou estar o ar cheio de micrdbios, e levando em conta que as
fermentacdes e as putrefagbes sdo também obras de microrganismos, o médico Oliver
W. Holmes (1809-1894) insistia que a febre puerperal era contagiosa e, provavelmente,
ocasionada por um agente transmitido de uma mée para outra, por intermédio dos médicos
e das parteiras.

Sabemos que o periodo entre 1880 e 1900 representa a época aurea da Bacteriologia,
com a descoberta de varias bactérias patogénicas. Por exemplo, foi nesse periodo, em
1881, durante um congresso internacional, ocorrido em Londres, que Louis Pasteur teve a
oportunidade de tomar conhecimento da introducao, por Robert Koch, dos meios sélidos
(gelatina, agar, etc.) na Bacteriologia (até entdo Pasteur s6 usava meios liquidos, o que
praticamente impossibilitava o isolamento bacteriano). Koch também desenvolveu técnicas
de fixacéo e coloragdo, muitas das quais utilizamos até os dias de hoje.

O progresso nesta importante area da ciéncia foi exponencial, com o avango da
tecnologia e principalmente o advento da Biologia Molecular, a bacteriologia ganhou lugar
de destaque na pesquisa basica, no desenvolvimento de farmacos, na engenharia genética
e também no diagnéstico clinico/molecular.

Por meio do sequenciamento do genoma de diversos organismos, os cientistas
chegaram a conclusdo que apenas as sequencias nucleotidicas ndo seriam suficientes
para compreender as fungdes dos genes de forma plena, pois para alcancar este alvo se
faz necessario o estudo completo das proteinas expressas. Devido ao fato do genoma
nao esta diretamente relacionado com a atividade biologica, mas sim as proteinas, pois
dentro do processo da elaboragédo proteica existem modificagbes que ocorrem apés a
transcricdo da fita de DNA em RNAm e apds a tradugcdo do RNAm em peptideo, e todo este
processo determina a fungéo bioldgica desempenhada pelo produto final da acéo génica,
isto & a proteina produzida. Gerando assim, a necessidade do estudo proteémico para
compreender plenamente as agdes génicas (GOES e OLIVEIRA, 2014).

Em contraste com o genoma o proteoma é extremamente dindmico, variando de
acordo com as condi¢bes micro e macro ambientais, e por meio de seu estudo é possivel
determinar: a expressdo de um gene; as concentragdes proteicas; as modificacbes pos
traducionais; os processos metabdlicos regulatérios e/ou sinalizadores relacionados
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a um estado fisiologico, patologico ou terapéutico e ainda a descoberta de novos alvos
terapéuticos e moléculas bioativas. Logo, a protedmica apresenta maior complexidade
em relacdo a genbmica, e caracteriza um avango no estudo de sistemas biol6gicos
(CHANDRASEKHAR et al., 2014).

E fundamental lembrarmos que o diagnéstico laboratorial possui extrema importancia
na determinagédo da patologia e do tratamento mais seguro, eficaz e recomendado a ser
procedido pela equipe medica. De acordo com os avangos moleculares ja alcangados,
€ evidente que os estudos e avangos na area protedmica podem contribuir nos avancos
diagnosticos. E assim como afirma Emidio, et al (2015) o estudo do proteoma, bem como
a elucidagao da funcdo das proteinas no contexto em que sdo expressas sao de grande

relevancia para o diagnostico de doengas, assim como aquelas causadas por bactérias.

DESENVOLVINEMTO

As células procaribticas sdo os menores microrganismos unicelulares existentes,
medindo geralmente de 1 a 1,5 ym de largura por 2 a 6 um de comprimento, ou seja,
seu tamanho é da ordem de milésimos de milimetros, mas podem ser observadas em
microscopia 6tica, 0 que ndo ocorre com 0s virus, que, possuidores de dimensoes inferiores
a 0,2 mm (limite de visibilidade do microscépio 6ptico) ndo podem ser observados neste
instrumento (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009; JORGE, 2010). A Escherichia coli, que é a mais
estudada das bactérias, apresenta aproximadamente 1 um de didmetro. Contudo, as
menores bactérias sdo os micoplasmas, formas que néo apresentam parede celular e tém
diametro de aproximadamente 0,1 um. No outro extremo temos as bactérias assimiladoras
de enxofre, do género Beggiatoa, como B. gigantea, que por sua vez apresentam
comprimento de 26 a 60 um.

Pela microscopia eletrénica observamos certas estruturas definidas nas bactérias,
localizadas interna e externamente a parede celular. Determinadas estruturas estédo
presentes em certas espécies bacterianas; outras estao presentes mais frequentemente em
uma espécie que nas demais. Estruturas fundamentais, como parede celular, membrana
citoplasmatica e citoplasma estéo presentes em todas as bactérias. A estrutura que merece
um destaque particular € a parede celular, que caracteriza-se por estrutura rigida que
recobre a membrana citoplasmatica, conferindo forma as bactérias. A parede celular esta
presente em todas as bactérias, excecdo feita ao grupo dos micoplasmas, constituidos
basicamente de uma macromolécula complexa denominada peptideoglicano (também
chamada de mucopeptideo ou mureina). O peptideoglicano € uma molécula constituida por
dois acucares aminados: N-acetil-glicosamina e acido N- acetil-murémico, os quais estéo
ligados um ao outro intercaladamente.

Todas as atividades bacterianas dependem obrigatoriamente das habilidades do
microrganismo em sobreviver no meio ambiente em que se encontra e se multiplicar. O
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crescimento, tanto em meios de cultura no laboratério quanto em habitats naturais, somente
pode ocorrer quando todos os nutrientes exigidos para obtengéo de energia e para sintese
de novos componentes celulares estdo disponiveis. Segundo Jorge (2010), os nutrientes
requeridos pelos microrganismos refletem diretamente sua capacidade fisiolégica. De
maneira geral, quanto mais simples seu requerimento nutricional, maior a extensdo da
complexidade fisiologica. O estudo das diferengas fisiolégicas entre microrganismos
com exigéncias nutricionais diferentes nos leva a compreender as diferencas, tanto das
propriedades fisioldgicas quanto do modo pelo qual respondem as alteracdes ambientais.

Deste modo, o crescimento bacteriano consiste essencialmente do equilibrio na
sintese dos componentes do citoplasma, inclusées e parede celular, a partir de materiais
disponiveis em seu ambiente. O crescimento bacteriano exige a presenca de nutrientes
essenciais em concentragdes ideais para as células e em ambiente propicio. Assim, as
bactérias necessitam de uma série de exigéncias de natureza fisica, inorganica e organica
para seu crescimento.

Observemos as principais caracteristicas relacionadas a divisdo conceitual das
bactérias:

1 Cocos Gram-positivos

Constituem um grupo muito diverso de microrganismos, estudados em conjunto
devido a forma esférica de suas células e por sua caracteristica de positividade a coloragédo
de Gram. N&o formam endosporos, sédo geralmente imdveis e suas células costumam-se
apresentar na forma esférica ou ligeiramente alongada.

O grupo apresenta géneros de microrganismos aerdbios, anaerdbios facultativos e
anaerbbios estritos. Aforma de arranjo de suas células e a producao da enzima catalase séo
particularidades convenientes na caracterizagdo dos géneros. Vamos discutir os géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Peptostreptococcus e Stomatococcus.

2 Cocos Gram-negativos

Dentre os cocos Gram-negativos vamos tratar em maiores detalhes sobre os
géneros Neisseria, Branhamella (género Moraxella, subgénero Branhamella) e Veillonella.
O género Neisseria é responsavel pela gonorreia, doenga sexualmente transmissivel, e pela
meningite cérebro-espinhal epidémica. Branhamella sdao microrganismos comensais do
trato respiratorio humano, podendo, eventualmente, tornar-se patogénicos. Veillonella séo
cocos anaerdbios obrigatorios encontrados na microbiota bucal humana, néo apresentando
geralmente potencial patogénico (RIBEIRO; JORGE, 2010).

3 Bacilos Gram-positivos

Muitos géneros de bacilos Gram-positivos estdo presentes na natureza e varios
deles sdo importantes em doengas humanas. Vamos apresentar os bacilos Gram-positivos
formadores de esporos dos géneros Bacillus e Clostridium e os ndo esporulados dos
géneros Corynebacterium, mas temos também os Actinomyces e Lactobacillus.
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4 Bacilos Gram-negativos

A familia Enterobacteriaceae constitui um grupo heterogéneo de bastonetes Gram-
negativos. Muitas espécies fazem parte da microbiota normal do trato intestinal dos animais
e do homem, também esté@o presentes no solo, vegetacao e agua.

Os membros dessa familia séo bastonetes Gram-negativos, anaerébicos facultativos,
com 0,5 a 2,0 um de largura por 1,0 a 4,0 um de comprimento, ndo formadores de esporos,
séo moveis por flagelos peritriqueos ou iméveis. Possuem exigéncias nutricionais simples,
fermentam glicose e outros carboidratos, ndo produzem oxidase e reduzem nitratos a
nitritos. A maioria pode ser cultivada em meios de cultura simples e coram-se por corantes
derivados da anilina.

Apresentam pili na superficie celular, os quais, em algumas espécies, conferem fator
de aderéncia as superficies epiteliais. Apresentam pili sexual, importantes na transferéncia
de fatores de resisténcia aos antibidticos entre os mesmos e diferentes membros da
familia. Apresentam lipopolissacarideos (LPS) na parede celular, chamados de endotoxinas
(UENO; JORGE, 2010). O Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1984) divide a
familia Enterobacteriaceae em oito tribos, baseado em homologia do DNA.

5 Espiroquetas

Espiroquetas sdo microrganismos espiralados (spira: espiral; chaet: cabelo), moveis,
que formam um grupo heterogéneo de microrganismos. Em relagdo a parede celular
das espiroquetas, sobre a camada de peptideoglicano encontra-se camada contendo os
filamentos axiais (endoflagelos), que séo recobertos por membrana externa semelhante a
das Gram-negativas. Trés géneros da familia Treponemataceae apresentam importancia
por produzirem doeng¢a no ser humano: Treponema, Borrelia e Leptospira.

6 Micobactérias

Representam um grupo de bacilos pertencente ao género Mycobacterium, séo
bactérias em forma de bastonetes delgados, caracteristicamente acido resistentes,
aerobios, ndo esporulados, imoveis e que ndo apresentam capsula. Estdo largamente
distribuidas no solo e agua, algumas espécies sdo parasitas obrigatorios e patogénicas
para vertebrados. Por fim, sdo ricas em lipidios, incluindo acidos graxos, fosfolipideos
e ceras. Até 60% de sua parede celular é constituida de lipidios, em contraste com as
bactérias Gram-negativas, que apresentam em torno de 20% e as Gram-positivas de 1
a 4%. Podemos dizer que é a presenca dos acidos micolicos que interfere na resposta a
coloragdo de Gram (JORGE, 2010).

De uma maneira geral, as bactérias podem ser observadas de duas formas, a
primeira a fresco, através de observag¢ao de suspensao bacteriana entre lamina e laminula,
ou pela gota pendente, e a segunda através de um esfregaco fixado e corado.

Geralmente, a observagdo a fresco € utilizada para visualizagdo da mobilidade e
morfologia de bactérias espiraladas (que podem ficar distorcidas se fixadas), ou mesmo
em outras bactérias, para observar alteragbes na divisdo celular e formagéo de esporos.
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Neste caso, utiliza-se geralmente um microscopio de campo escuro, pois as bactérias ao
microscdpio de campo claro tendem a aparecer transparentes, sendo necesséria, muitas
vezes, a utilizacdo de filtros de densidade neutra para diminuir a intensidade luminosa e
facilitar a visualizagéo.

Todavia métodos automatizados e capazes de identificar maior nUmero de amostras,
com maior acuracia e com tempo otimizado sdo necessarios. No final da década de 70
O’ Farrel (1975) desenvolveu a inovadora técnica de eletroforese bidimensional (2D) que
separa as proteinas utilizando dois parametros diferentes, na primeira dimenséo por ponto
isoelétrico (ponto onde a carga liquida seja igual a zero) e na segunda por peso molecular.
Aplicando esta técnica pesquisadores deram inicio a bases de dados de proteinas,
desenvolvendo o que anos depois viria a ser a proteémica. E de acordo com Parker, Warren
e Mocanu (2010) e Weber (2013) no ano de 1994 o termo proteoma foi proposto por Marc
Wilkins para denominar todo contetdo de proteinas expressas por um genoma.

De acordo com Galdos-Riveros (et al., 2010) no inicio das analises protedmicas o
principal objetivo era apenas a identificacdo em larga escala de todas as proteinas presentes
em uma célula ou tecido. Contudo, este proposito foi modificado, sendo direcionado ao
estudo das diferentes caracteristicas funcionais das proteinas, tais como: interagdes de
proteina com proteina; existéncia de isoformas, isto é, formas distintas de uma proteina
que sdo produzidas a partir de genes diferentes ou por processo alternativo; diferenciacéo
da expressao proteica em estado patoldgico ou fisioldégico; modificagcdes p6s-traducionais;
atividades e estruturas.

A protedmica atua descrevendo e quantificando o conjunto de proteinas de uma
organela, assim como suas interagdes, variagdes populacionais e alteracbes em resposta
a uma modificagao patolégica ou fisioldgica em seu meio ambiente (Barbosa et al., 2012). E
segundo Emidio et al., (2015) A protedmica tem crescido e ampliado sua area de atuagéo,
abrangendo a descoberta de novas drogas, terapias e diagnésticos, inovando também
na microbiologia e na bioquimica. Assim, a protedmica tornou possivel a identificacdo e
caracterizacdo de moléculas endogenas ou exbdgenas especificas de um determinado
estado patolégico, denominadas de marcadores biolégicos. O que contribui imensamente
no diagnostico precoce, favorecendo também o prognéstico e o tratamento do paciente.
O procedimento aplicado nos ensaios protedmicos baseia-se na utilizagdo conjunta de
diferentes técnicas, tais como: eletroforese, cromatografia, espectrometria de massas e
as ferramentas da bioinformética, desta maneira executasse a separagéo e identificacdo
proteica (EMIDIO et al., 2015).

A técnica da espectrometria de massas baseia-se no fato de que cada composto
possui uma fragmentacgdo Unica, um padrdo de espectro de massa especifico. Consistindo
basicamente, na ionizacdo de um composto e na avaliagdo da razdo massa/carga (m/z)
dos ions, em fase gasosa. O equipamento utilizado compreende uma fonte de ionizagéo,

um ou mais analisadores de massas, um detector e um sistema de aquisicao de dados
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(BARBOSA et al., 2012).

Na espectrometria de massas a amostra proteica passa pela ionizagédo seja por
electrospray (ESI) ou por dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI), em seguida um
analisador ou multiplos analisadores irdo medir a massa dos ions, 0s mais utilizados séo o
analisador de massa quadrupolo e/ou o de tempo de voo (ToF), e podem ser empregados
em conjunto como instrumentos espectrométricos de massa em tandem QToF. As massas
obtidas formam uma espécie de impressao digital (fingerprinting) da proteina. Softwares
especiais permitem comparar o fingerprinting da proteina com os presentes nos bancos
de dados, identificando a mesma se estiver presente no banco (EL-ANEED et al., 2009).

O proteoma de um microrganismo é uma entidade dindmica que se altera
constantemente em resposta aos diversos fatores externos. Através das informacgbes
obtidas pela descricdo das proteinas encontradas em uma dada patologia é possivel
néo apenas estabelecer um diagnéstico mais rapido e seguro, mas também determinar o
melhor tratamento a ser prescrito e a eficacia do mesmo. Com os avangos nas técnicas
de protedbmica e com os sistemas de processamento de dados, desenvolvidos pela
bioinformatica, a protebmica em conjunto com a farmacogenémica poderdao nos conduzir a
novas formas de diagnoéstico e tratamento (MATA, 2004; WEBER, 2013).
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RESUMO: As doengas parasitarias representam
um sério problema de saude publica, estima-se
que mais de um bilh&o de pessoas no mundo sao
acometidas. Dentre essas, a doenca de Chagas
(DC), zoonose causada pelo Trypanosoma cruzi
(T. cruzi). Alguns estudos apontam a resisténcia e
a patogénese da DC aos microRNAs (miRNAs).
Os microRNAs sdo moléculas endbégenas de
RNAs de fita simples, nao codificantes (hcRNASs)
de proteinas que funcionam regulando a
expressdo génica e desempenham uma série de
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processos fisiologicos e patolégicos. Acredita-se que essas moléculas estejam envolvidas na
resposta inflamatoria e na modulagéo das respostas imunes inatas e adaptativas em doengas
infecciosas. Nesse contexto, esta revisdo se propbe a abordar o papel dos microRNAs
na DC, pois, evidéncias emergentes tém apontado para o direcionamento terapéutico de
ncRNAs, como miRNAs e RNAs ndo codificantes longos (IncRNAs), representando uma
abordagem atraente para o tratamento de varios tipos de doengas. No presente estudo,
foram reunidas as principais pesquisas realizadas com microRNAs em DC no mundo. Dentre
os microRNAs observados envolvidos na DC, destaca-se o miR-155, que demonstrou ser
um regulador principal de células hematopoiéticas, incluindo mondcitos, macréfagos, células
T e células B, afetando a expressao de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias. Além
deste, a superexpresséo de miR-21 e miR-146a foi observada no cora¢do e no plasma de
camundongos em ambas as fases da DC. De acordo com os dados, percebe-se que os
microRNAs desempenham diversas fungdes em um individuo acometido pela DC, desde a
resisténcia a infeccdo como também na regulagéo de processos patolégicos, principalmente
cardiacos. Desta forma, compreender os mecanismos de acdo dos microRNAs diante da
patologia é fundamental para o entendimento da DC a nivel molecular e consequentemente
para o manejo da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas parasitarias; ncRNAs; doenca de chagas.

CHAGAS DISEASE AND MICRONES

ABSTRACT: Parasitic diseases represent a serious public health problem, and it is estimated
that more than one billion people worldwide are affected. Among these is Chagas disease
(CD), a zoonosis caused by Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Some studies point the resistance
and pathogenesis of CD to microRNAs (miRNAs). MicroRNAs are endogenous single-
stranded, non-coding RNAs (ncRNAs) molecules of proteins that function by regulating gene
expression and play a number of physiological and pathological processes. These molecules
are believed to be involved in the inflammatory response and in the modulation of innate and
adaptive immune responses in infectious diseases. In this context, this review proposes
to address the role of microRNAs in CD, because, emerging evidence has pointed to the
therapeutic targeting of ncRNAs, such as miRNAs and long non-coding RNAs (IncRNAs),
representing an attractive approach for the treatment of various types of diseases. Among
the microRNAs observed to be involved in CD, miR-155 has been shown to be a key regulator
of hematopoietic cells, including monocytes, macrophages, T cells, and B cells, affecting the
expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. In addition, overexpression
of miR-21 and miR-146a was observed in the heart and plasma of mice in both phases of CD.
According to the data, microRNAs play several functions in an individual affected by CD, from
resistance to infection to the regulation of pathological processes, especially cardiac. Thus,
understanding the mechanisms of action of microRNAs in the face of pathology is fundamental
to the understanding of CD at the molecular level and consequently to the management of
the disease.

KEYWORDS: Parasitic diseases; ncRNAs; chagas disease.
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11 INTRODUGCAO

As doencgas parasitarias s&o um sério problema de saude publica. Estima-se que mais
de um bilhdo de pessoas no mundo estejam diretamente ligadas a uma parasitose. Entre
essas, tém-se a doencga de Chagas (DC), que tem como agente causador o Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) (Carlos Chaga, 1909); (MEDINA et al., 2020).

A DC é encontrada com mais frequéncia na América Central e do Sul, sendo uma
infeccéo transmissivel, que acomete o sangue e ataca o coragdo. Um dos meios mais comuns
€ a infecgao transmitida pelas fezes do inseto infectado, sendo este o Triatoma infestans,
conhecido popularmente como barbeiro, ndo sendo este a Unica espécie transmissora.
Também pode ser adquirida por meio da ingestédo de carnes e bebidas contaminadas pelo
parasita. A DC tem dois estagios, a fase aguda e a fase crbnica, sendo que na fase cronica,
cerca de sete a cada dez pessoas nao apresentam sintomas, e em média, de 20 a 30% dos
contaminados desenvolvem manifesta¢des crénicas (JHA et al., 2020).

Além disso, ainda ndo existe vacina para a DC, somente o tratamento durante a
fase aguda da doenca, que é feito com o uso do medicamento benzonidazol e nifurtimox,
para que assim nao evolua para a fase crénica. No entanto, o tratamento ndo tem grande
eficacia, necessitando assim de agentes quimioterapicos mais avangcados (FERREIRA et
al., 2019)

Alguns estudos apontam a resisténcia e a patogénese da DC aos microRNAs
(miRNAs) (FERREIRA, 2020). Essas sdo moléculas endbégenas curtas que funcionam
regulando a expressédo génica. Entende-se que os miRNAs sdo expressos diferencialmente
em diferentes tipos de doencas, além de desempenhar papéis fundamentais na patogénese
da doenca, que a caracterizacdo de miRNAs especificos associados & doenca pode levar
a aplicagdes clinicas (NONAKA, 2018). Nesse contexto, esta revisédo se propde a abordar
o papel dos microRNAs na DC.

21 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que 2021
aproximadamente 6 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi no mundo,
mais de 75 milhdes de pessoas em risco e 12.000 mortes por anos, sendo, uma doenga
endémica em 21 paises, ocorrendo principalmente na América Latina em paises como
o Brasil, Coldmbia, Chile e Argentina, estando também presente na América do Norte,
Europa, Japao e Australia devido a globalizagdo (OMS, 2022).

No Brasil, a DC é um grave problema de salde publica, sendo a quarta causa
de morte entre as doencas infecto-parasitarias, onde em 2021, estima-se que houvesse
pelo menos um milh&o de pessoas infectadas pelo parasita (BRASIL, 2021). Segundo o
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Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), no Brasil no ano de 2020 foram
notificados 180 casos da doenca de chagas aguda (DCA). Ainda, segundo esses dados,
das regibes brasileiras, o Norte do pais apresentou a maior incidéncia da doencga. Na
regido Norte do Brasil h4 predominio da transmissédo oral da DC, que ocorre pela ingestao
de alimentos contaminados, uma vez que o numero de infec¢bes esta relacionado ao
consumo de polpas de acgai infectadas pelo protozoério, e a regido Norte concentra a maior
produtividade e consumo da fruta (FARIAS & BRITO, 2020; MORAES et al., 2021).

E importante salientar, que no Brasil apenas os casos agudos sdo de notificagdo
obrigatéria no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo, e no pais, a maioria
dos individuos infectados estdo na fase crénica da doenga (SANTOS et al., 2020). Dessa
forma, os nUmeros de casos sdo bem mais expressivos, o que contribui para que a doenca
seja negligenciada no Brasil e o pais seja considerado um dos principais focos endémicos
da DC (FERNANDES et al., 2019).

2.2 Transmissao

A transmissdo do T. cruzi pode ocorrer de forma vetorial, oral, congénita e
transfusdes sanguineas, sendo a forma oral e vetorial as mais comuns (GERES, RABI &
BONATTI, 2022). A transmissdo oral possui um destaque epidemiol6gico expressivo no
Brasil, especialmente na Regido Amazonica, sendo o principal meio de infec¢do do agente
nos ultimos anos e ocorre através da ingestéo de alimento cru, mal-cozido e contaminado
pelas fezes ou urina dos triatomineos, popularmente conhecidos no Brasil como “barbeiros”
(LIDANI et al., 2019, SANTANA et al., 2019).

A transmisséo vetorial é a principal via de infeccdo por T. cruzi e ocorre quando
insetos (hematéfagos da ordem Heteroptera, familia Reduviidae, mais conhecidos como
triatomineos, infectados por T. cruzi), ao realizar o repasto sanguineo, defeca durante ou
logo apdés a hematofagia, eliminando os protozoarios sobre a pele do individuo. Entéo,
nesse momento as formas infectantes do parasita sdo transferidas para a circulagéo do
hospedeiro, via solugéo de continuidade, ou pelas mucosas, dando inicio a fase aguda da
doenca (WOLLSCHEID et al., 2016).

A forma de transmissao vertical ou congénita, ocorre quando a gestante infectada
transmite o protozoario para o filho por via transplacentaria, ou no momento do parto
(FREITAS, 2021). Caso a méae seja portadora da fase aguda da doenca o bebé pode ser
infectado durante a amamentagéo, ou caso seja portadora da fase cronica e haja presenga
de lesbes ou sangramentos durante a amamentacao também pode haver a transmisséao
(MATTOS, 2017).

A infecgcéo por transfusdes sanguineas e transplante de érgdo acontece quando o
paciente em estado saudavel, recebe um érgao de um doador infectado (BENJAMIN et al.,
2012). E importante ressaltar que em décadas passadas a Doenga de Chagas Transfusional
(DCT) foi muito comum, mas atualmente raramente ocorre, devido a iniciativa dos Paises
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do Cone Sul para a eliminacdo da doenca de Chagas, a partir de 1991, intensificando
as acoes de controle das atividades hemoterapicas, através da normatizacdo de regras,
procedimentos e de efetiva vigilancia epidemiolégica, a fim de reduzir o risco de DCT
(DIAS, 2006; ARRAIS et al., 2019).

2.3 Diagnoéstico e tratamento

O diagnéstico da infeccédo pelo T. cruzi deve ter suporte da epidemiologia, da clinica
e confirmacdo do agente etiolégico pelo diagnostico laboratorial. Este pode ser dividido,
didaticamente, em 3 categorias: parasitolégicos, soroldgicos e moleculares (LUQUETTI &
RASSI, 2000).

Os métodos parasitolégicos sao classificados em diretos e indiretos e baseiam-
se na demonstragdo do parasito sob a forma de tripomastigotas em amostras de sangue
e outros liquidos orgénicos diretamente ao exame microscépico e indireto. Os métodos
diretos sdo mais indicados para a doengca em fase aguda e incluem o exame de sangue
a fresco, esfregaco sanguineo, gota espessa e métodos de concentracdo. No exame de
sangue a fresco, esfregaco sanguineo e gota espessa, o sangue deve ser coletado nos
estagios iniciais de sintomas, sendo o teste direto a fresco o mais sensivel e deve ser o
método de escolha para a fase aguda. (BRASIL, 2013; ALVES et al., 2018; MALTA, 2022).

Os métodos de concentragao dos parasitos (micro-hematocrito ou Strout) aumentam
a probabilidade de deteccdo da parasitemia e sdo indicados quando a pessoa possui 0s
sintomas a mais de 30 dias e o teste direto a fresco der negativo, devendo ser os testes de
escolha, uma vez que a parasitemia comega a baixar (ALVES et al., 2018).

Ja os exames parasitologicos indiretos sdo os mais indicados para a doenga na fase
cronica, por apresentarem uma maior eficacia, visto que a doenga neste estagio apresenta
parasitemia baixa. Inclui, o xenodiagnostico e a hemocultura (TURCINSKI, FELIX & ITO,
2021).

Além dos métodos acima, existem os testes sorologicos, que tém como principio a
ligacéo antigeno -anticorpo e que sao utilizados na fase cronica, sendo essencial o uso de
um teste de elevada sensibilidade associado a outro de alta especificidade. Os testes de
Immunoenzyme Assay - ELISA, Imunofluorescéncia Indireta - IFI e Hemaglutinagdo Indireta
- HAI séo os indicados para determinar o diagnostico. A confirmagéo ocorre quando pelo
menos dois testes sdo reagentes (BRASIL, 2013; CARVALHO et al., 2022; MACEDO et al.,
2020).

Utiliza-se também a Reagdo em Cadeia de Polimerase ou PCR, onde todo o
processo de diagnéstico € baseado no uso de oligonucleotideos sintéticos que amplificam
sequéncias de DNA especificas para o patégeno alvo. Sendo este método importante para
0 prognéstico e diagnostico da doenga (CAVATAO, 2022).

Em caso de transmissé@o congénita, o teste mais indicado é o teste soroldgico. Caso
o teste soroldgico seja negativo, a crianga esta livre da doenca. Em caso positivo, faz-se
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necessario o tratamento etiologico imediato da crianga (LIMA et al., 2019).

Os tratamentos mais utilizados sédo baseados no uso de medicamentos destinados
ao controle da doenca e a eliminagéo do parasita (RIBEIRO et al., 2017). Em pessoas com
doencga aguda, o medicamento mais indicado é o benzonidazol, que deve ser indicado
especificamente por profissional habilitado assim que a patologia for confirmada (SANTOS
et al., 2022).

E necessario ressaltar que ndo existem tratamentos eficazes disponiveis para
combater a doenca de Chagas, isso decorre da auséncia de insights para a producéo de
novas terapias, portanto, novos medicamentos sdo necessarios com urgéncia (MARTIN-
ESCOLANO et al.,, 2020). Nesse contexto, evidéncias emergentes tém apontado para
o direcionamento terapéutico de RNAs né&o codificantes (ncRNAs), como microRNAs
(miRNAs) e RNAs nédo codificantes longos (IncRNAs), representando uma abordagem
atraente para o tratamento de varios tipos de doengas (WINKLE et al., 2021).

2.4 Micrornas

Os microRNAs sdo moléculas endégenas de RNAs de fita simples, ndo codificantes
de proteinas, e apresentam em sua estrutura cerca de 18-25 nucleotideos, os quais séo
capazes de regular a expressao a nivel pos-transcricional (LU & ROTHENBERG, 2017).
Essa classe de pequenos RNAs néo codificantes funciona como importantes reguladores
da expressao génica, além de serem poderosos reguladores de varias atividades celulares,
incluindo crescimento celular, diferenciagdo, desenvolvimento e apoptose (SALIMINEJAD
et al., 2019).

Essas biomoléculas desempenham um papel significativo na modulagdo de uma
série de processos fisiolégicos e patoldégicos (BAHSKARAN & MOHAN, 2014) e funcionam
principalmente ligando-se a sequéncias alvo complementares no RNA mensageiro (mMRNA)
e interferindo na maquinaria de traducdo, impedindo ou alterando a producgéo do produto
proteico (MOHR & MOTT, 2015). Acredita-se também que os microRNAs estao envolvidos
tanto na resposta inflamatéria quanto na modulagdo das respostas imunes inatas e
adaptativas em doencas infecciosas (MOHR & MOTT, 2015).

Abiogénese dos microRNAs inicia-se no ndcleo, com a sintese de um longo transcrito
chamado de pri-miRNA, sintetizado pela RNA-polimerase Il (ANNESE et al., 2020). Os pri-
miRNAs sado subsequentemente clivados por uma enzima DROSHA/DGCR8 formando os
pré-miRNAs. Logo, estes sdo exportados do nlcleo para o citoplasma por uma proteina de
membrana denominada Exportin-5, apos este processo a estrutura resultante, € designada
miRNA precursor (pré-miRNA) (PARDINI et al., 2018; NAHAND et al., 2019).

No citoplasma, os pré-miRNAs sao processados pela enzima DICER, que remove
a alca na estrutura stem-loop, resultando na formag¢é@o de um duplex de RNA. Este duplex
de RNA ¢ incorporado ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), no qual
as duas fitas de RNA sdo separadas. Uma destas fitas permanece associada ao RISC e
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constitui o miRNA maduro e a fita complementar sofre degradagéo (Figura 1) (PARDINI et
al., 2018; NAHAND et al., 2019).

Figura 01- Biogénese dos MicroRNAs.
Fonte: Autores, 2022.

Os microRNAs estao associados a diversas patologias, e participam ativamente dos
mecanismos fisiopatoldgicos da DC, atuando diretamente na relacdo parasita-hospedeiro
(IMPROTA & ARAS, 2021). A DC caracteriza-se por apresentar intensos processos
inflamatérios e fibroticos induzidos pela perpetuacédo do parasita nos tecidos e érgéaos
afetados. A resposta imune na DC é complexa e varias células imunes desempenham
diferentes papéis no estabelecimento e controle da infec¢do (CARDOSOS; REIS-CUNHA
& BARTHOLOMEU, 2015; JHA, et al., 2020).

Acredita-se que as respostas imunes diferenciais do hospedeiro contribuam para
a suscetibilidade ou resisténcia a infecgéo (JHA et al.,, 2020; CARDOSO et al., 2015). O
sucesso ou o fracasso da infeccdo depende destas interagbes complexas entre parasita-
hospedeiro nas quais os parasitas podem modular a expresséo génica da célula hospedeira,
por meio de microRNAs (miRNAs) que reprimem mRNAs de uma maneira especifica
(CASTILLO et al., 2018), como visto na tabela 01, onde encontra-se os principais trabalhos
realizados com microRNAs em doenca de Chagas (Tabela 01).
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microRNAs Caracteristica Gene alvo Relag:;::com Uso potencia ozgﬁ. n;:O Referéncias
. Super expresso Biomarcador
Envolvido nos durante a para DC NAVARRO et al.,
mecanismos de TRL* fase aguda e (regulador México/ 2015; BALLINAS-
miR-146a controle do receptor indeterminada positivo em Brasil VERDUGO et al.,
TRL (Toll-Like) ambas as 2021.
da doenca f
ases)
ZHANG et
Biomarcador al., 2017;
Regulador essencial PIBK/AKT/ | Super expressao da Fase China/ LINHARES-
miR-208a dos genes envolvidos mTOR**, durante a fase Crobnica da Brasil LACERDA et al.,
na hipertrofia e fibrose | GATA-4*** aguda Doenca de 2018;
cardiaca Chagas IMPROTA-CARIA
& JUNIOR, 2021
Regulador de . .
VAarios processos Eﬁ?f?b:\éz:'go NAVARRO et al.,
‘relacionAados hipertrofia Alyo . 2015;
) a patogénese SPRYL e cardiaca em terapéutico México/ NONAKA .et al.,
miR-21 de doencas CADML*** resposta & para a Brasil 2021;
cardiovasculares, infeccdo pelo cardiomiopatia BALLINAS-
(proliferagéo/apoptose T. cruzi (Super chagésica VERDUGO et al.,
/crescimento/morte de éxpresséo) 2021
células cardiacas) ’
Controla o fator de
miR-133b crescimento do tecido CTGF***** Biomarcador
conjuntivo (CTGF)7
e regula a expressao
de alguns fatores
transcricionais, como Superexpresso .
, o0 GATA-4, que esta em pacientes Biomarcador Brasil IMPROTA-CARIA
miR-208b | gagsociado & ativagdo | GATA-4™ com DC. e Alvo & JUNIOR, 2021;
de genes cardiacos terapéutico
pré-hipertréficos
Associacéo a fibrose e
miR-30a remodelagao cardiaca ) -
Diminuicéo
das taxas de
viabilidade celular | Alvo terapéutico
pela modulagéo para a Brasil MONTEIRO et al.,
miR-190b viabilidade celular PTEN****** negativa da cardiomiopatia 2015
expressao da chagasica

proteina PTEN
em células
infectadas

*-Toll-Like

*k

***. GATA Binding Protein 4

kkk_

**:***. Fator de crescimento do tecido conjuntivo
*xxk_ fosfatase e homoélogo de tensina

Fonte: Autores, 2022.

Tabela 01: microRNAs relacionados a DC.

Microbiologia: Avancos através dos séculos e constante atualizagdes tecnologicas 2 Capitulo 7




Dentre os microRNAs, o miR-155, demonstrou ser o regulador principal de células
hematopoiéticas, incluindo monécitos, macréfagos, células T e células B, afetando a
expressao de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias (VIGORITO et al., 2013). Este
também é conhecido por desempenhar um importante papel na modulagdo imune contra
algumas doencas parasitarias, na qual sua auséncia causou parasitemia e diminuicéo
da sobrevivéncia em camundongos infectados, sugerindo assim que este microRNA é
imunoregulador para o controle da infec¢éao pelo T. cruzi (JHA, 2020).

Além do miR-155, miR-21 e miR-146a também s&o considerados importantes
reguladores de diversos processos relacionados a patogénese de doencas cardiovasculares,
incluindo proliferagcao/apoptose de células musculares lisas vasculares, crescimento/morte
de células cardiacas e fungbes de fibroblastos cardiacos (CAO, SHI & G, 2017; DUYGU &
MARTINS, 2015).

A superexpressao de miR-21 e miR-146a foi observada no coracdo e no plasma de
camundongos em ambas as fases da DC. Na fase aguda da doencga foram encontrados
miR-21 e miR-146a, enquanto que na fase crénica foi encontrado apenas o miR-146a
supra regulado, sugerindo potenciais biomarcadores para DC. Neste mesmo estudo foram
identificados, através de analise funcional, onze genes alvos, os quais sdo membros
da familia SMAD5. Esta familia de genes é mediadora na via de sinalizacdo do TGF-
(NAVARRO et al., 2015).

Recentemente foi relatado que o mir-21 estéa associado com fibrose e resposta imune
em camundongos cronicamente infectados com T. cruzi, e que o bloqueio deste microRNA
em células com cardiomiopatia crdnica é uma abordagem terapéutica promissora para a
cardiomiopatia chagéasica (NONAKA et al., 2021).

Outro miRNA relacionado a DC, é o miR-208a, especifico do coragdo que
desempenha um papel critico na disfungdo cardiaca, levando a insuficiéncia cardiaca,
pois, este microRNA por si s6 é o suficiente para induzir arritmias, remodelagéo cardiaca
e regular a expressao de componentes da via de hipertrofia e do sistema de conducao
cardiaco (OLIVEIRA-CARVALHO, OLIVEIRA-CARVALHO & BOCCHI, 2013).

Além disso 0 miR- 208a é também considerado um importante regulador no sistema
de conducgéao cardiaco, auxiliando na regulagdo da expressdo de genes de miofibras de
contragéo rapida e lenta no coragdo. Alguns estudos envolvendo a DC relatam uma maior
expressao deste microRNA principalmente na fase cronica da doenca (LACERDA et al.,
2018; BALLINAS-VERDUGO et al., 2021; HUANG et al., 2021).

Quanto ao miR-190b, por sua vez, este contribui negativamente para a sobrevivéncia
de células infectadas pelo T. cruzi ao reprimir a expressdo da proteina PTEN, quando
comparado as células ndo infectadas, e demonstra também uma estreita conexao
modulatéria com o controle da expressdo de PTEN, o que colabora com a viabilidade de
células infectadas por T. cruzi MONTEIRO et al., 2015).
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Diante dos dados encontrados, percebe-se que os MicroRNAs desempenham
diversas fungbes em um individuo acometido pela DC, desde a resisténcia a infecgdo como
também na regulagéo de processos patoldgicos, principalmente cardiacos. Desta forma,
compreender os mecanismos de agdo dos MicroRNAs diante da patologia é fundamental
para o entendimento da DC a nivel molecular e consequentemente para o manejo da
doenca.
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