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Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias Biol6gicas da UFSC campus Florianépolis onde lidera
projetos de pesquisa e extensdo em vigilancia e controle sanitario e ambiental de patdégenos
humanos, animais e zoon6ticos no ambito de “Sadde Unica”, com foco em virologia e ambiente.
Se dedica a projetos, edicdes especiais e estudos que buscam o reaproveitamento seguro
de residuos agropecudrios e humanos, vigilancia microbiolégica / viral, bem como controle
biol6gico da bactérias usando bacteriéfagos. Desde 2019 atua como docente permanente do
Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias da UFSC, orientando em nivel
de mestrado e doutorado. E membro da Sociedade Brasileira de Virologia desde 2011, sendo
coordenadora da drea da Virologia Ambiental no biénio (2019-2020). Atualmente é Presidente
do Laboratério Multiusudrio de Estudos em Biologia (LAMEB-CCB-UFSC).



PREZADO(A) LEITOR(A),

Vocé tem em maos um livro que descreve algumas abordagens biotecnolégicas que
podem resolver certos problemas e, por conseguinte, melhorar nossa qualidade de vida
humana, animal e ambiental. Trata-se de um pequeno retrato do estad ocorrendo na area da
Biotecnologia, um ramo da biologia que utiliza organismos vivos, células e moléculas para criar
produtos e servicos Uteis a sociedade. Embora o termo “biotecnologia” tenha sido utilizado
pela primeira vezem 1919 pelo agronomo hingaro Karl Ereky, hd muito tempo os seres humanos
tém empregado ferramentas bioldégicas para criar produtos uteis. Exemplos embleméticos
sdo a producdo de alimentos fermentados, como paes, queijos e vinhos, que utilizam
microrganismos para transformar ingredientes brutos em produtos comestiveis. Também na
agricultura e pecudria se deu o melhoramento de diversas espécies, por meio do cruzamento
de individuos que possuiam as caracteristicas genéticas mais desejdveis. Dessa forma, o ser
humano foi capaz de manipular alguns organismos vivos para obter resultados desejados,
embora os processos biolégicos envolvidos ndo fossem totalmente compreendidos na época.
Somente apés a descoberta da estrutura e entendimento de como o cédigo genético, na forma
de DNA, era transmitido entre as células é que os cientistas passaram a ter um entendimento
mais profundo sobre o funcionamento e regulacao de diversos sistemas biolégicos e assim ter
um acesso menos empirico da manipulacdo genética. E geralmente aceito que a biotecnologia
moderna teve inicio na década de 1970, quando o cientista Paul Berg desenvolveu a primeira
técnica para a criagdo de microrganismos recombinantes, combinando o DNA de organismos
distintos em uma Unica célula. Essa técnica permitiu, por exemplo, a sintese de proteinas
humanas por bactérias e leveduras, abrindo caminho para o desenvolvimento de novos
tratamentos médicos. E o caso da insulina humana, produzida por bactérias geneticamente
modificadas e utilizada desde a década 1980. A partir de entdo, a biotecnologia tem evoluido
rapidamente, abrangendo diversas dreas, como a medicina, agricultura, indistria alimenticia,
meio ambiente e energia.

Um exemplo bastante recente de como a biotecnologia pode proporcionar solugdes
que ajudam os seres humanos foi o desenvolvimento de vacina por meio do uso da tecnologia
do DNA recombinante. Chama a atencdo ainda que as novas abordagens biotecnolégicas
para a producdo de vacinas permitem a producdao do imunizante em microrganismos nao
patogénicos, diferente de abordagens convencionais que requerem o cultivo e propagacao /7
vitro do agente infeccioso em laboratérios, incorrendo em um problema de biosseguranca.
Ainda na drea da saude, por meio da identificacdo de melhores marcadores moleculares e
combinando nanotecnologia e tecnologia da informacdo, tem sido possivel desenvolver
sistemas de diagnostico e prognéstico rapidos, precisos, personalizados e baratos.

Abiotecnologiatambém temsido aplicada na agricultura, permitindo o desenvolvimento
de culturas mais produtivas, resistentes a pragas e doencgas, além de produzir alimentos com
maior valor nutricional e mais sustentdveis. A biotecnologia ndo se limita a atuar somente
sobre as plantas, mas também pode ser aplicada sobre o solo ardvel, de forma a restaurar sua



vitalidade e viabilidade pormeiodareposi¢cdodos microrganismos existentes no solo, achamada
agriculturaregenerativa. Isso pode ser feito utilizando processos denominados biorremediacao,
que aproveitam os processos bioquimicos naturais de plantas ou microrganismos para limpar
o solo ou dgua contaminados. A biorremediacdo pode ainda ser utilizada para reduzir a
poluicdo ambiental gerada pela industria, incluindo derramamentos de 6leos, drenagem dcida
de minas e lixo radioativo.

Por fim, é grande a expectativa sobre o impacto das contribui¢cdes que a biotecnologia
pode aportar no enfrentamento das mudancas climaticas. As inovacdes em biotecnologia
podem mitigar o risco cada vez maior de niveis crescentes de CO2 atmosférico. Pesquisas
recentes neste campo tém explorado como os organismos vivos consomem e utilizam COs..
Ao aproveitar o poder dos sistemas biol6gicos naturais, os cientistas podem projetar diversas
abordagens para reduzir a emissao de gases de efeito estufa. A meta sustentavel de desperdicio
zero pode também se tornar uma realidade com a biotecnologia, uma vez que residuos gerados
em processos industriais podem ser processados em biorefinarias e transformados em fontes
de energia renovdvel, como biocombustiveis e biogds. O nimero de aplicagdes em que a
biotecnologia pode fazer a diferenca no sentido da sustentabilidade é praticamente ilimitado.

Esperamos ter demonstrado nessas poucas linhas como a biotecnologia tem
transformado de forma profunda a sociedade em que vivemos e certamente o continuard
fazendo. Os desafios para o futuro da biotecnologia e da inovacao biotecnolégica residem
na capacidade de analisar e integrar grandes volumes de dados biolégicos de forma répida e
precisa, proporcionando uma aceleragao no ritmo das descobertas e aplicagdes cientificas.
Para tanto, técnicas de aprendizagem automadtica e recursos de inteligéncia artificial devem ser
utilizados. Entretanto, dentre tantas aplicacdes benéficas, a biotecnologia também pode levar
a consequéncias gravissimas quando utilizada para fins questiondveis, como a manipulacdo de
embrides humanos saudaveis. Por isso € muito importante a continua discussao pela sociedade
de questdes éticas levantadas por certos estudos da drea da Biotecnologia, bem como o
constante aperfeicoamento da legislacdo pertinente.

Esse livro aborda temas relevantes para a saide humana, animal e ambiental, no ambito
de “Sadde Unica”. Em sete capitulos, ha abordagem das tendéncias de estudos para entender
e enfrentar patégenos e plantas indesejaveis, busca por moléculas bioativas, o uso de virus
como ferramentas tecnolégicas, para além de estudos /72 v7zrousando cultura celular animal e
tendéncias da vacinologia reversa.

Uma boa leitura!l

Conteudo elaborado por: Dra. Patricia H. Stoco e Dr. Aguinaldo R. Pinto
Apresentado e Editado por: Dra. Gislaine Fongaro
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RESUMO

Os virus entéricos, que afetam o sistema gastrointestinal humano, podem ser transmitidos
por meio da ingestdo de dgua e alimentos contaminados, bem como pelo contato direto com
superficies e pessoas infectadas. Esses virus interagem com diversos poluentes ambientais,
que podem ser originados de fontes industriais, agricolas ou domésticas, incluindo
contaminantes quimicos, metais pesados, microplasticos e residuos organicos presentes
no solo, ar e dguas superficiais e subterraneas. A presenca desses poluentes pode alterar a
sobrevivéncia, persisténcia, transporte e disseminagdo dos virus entéricos, aumentando o
risco de contaminacdo da dgua e dos alimentos. Além disso, os poluentes ambientais podem
resultar na bioacumulacdo de virus em plantas e animais aquaticos. Também é importante
destacar que esses poluentes tém o potencial de comprometer os processos de tratamento de
aguas residudrias utilizados atualmente, contribuindo para a ocorréncia de surtos de doencas
gastrointestinais e afetando a satde publica. Nesse contexto, a pesquisa sobre as interacdes

entre virus entéricos e poluentes ambientais desempenha um papel crucial na mitigacdo
desses riscos. E essencial implementar o monitoramento rigoroso da qualidade da dgua e
dos alimentos, bem como adotar medidas de reducdo da poluicdo ambiental e o uso de
tratamentos adequados para dgua e esgoto.

Palavras-chave: Rota feco-oral; Micropoluentes ambientais; Macropoluentes ambientais;
Persisténcia viral; Mitigacdo de poluentes.

INTRODUCAO AOS VIRUS ENTERICOS E POLUENTES AMBIENTAIS

A gastroenterite aguda é um dos problemas de satide mais comuns em todo o mundo.
Grupos diversificados de patégenos virais, bacterianos e parasitas podem causar sintomas
entéricos agudos, incluindo nduseas, vomitos, dor abdominal, febre e diarreia aguda (Stuempfig
& Seroy, 2023).

Os patdégenos virais responsdveis pelas gastroenterites virais permaneceram
desconhecidos até a década de 1970. Entretanto, estudos utilizando microscopia eletronica
do contetdo intestinal resultaram na descoberta de numerosos enteropatégenos virais, como
0s norovirus, rotavirus, astrovirus e adenovirus entéricos (Kirkwood, 2008).

O norovirus humano (HNoV) pertence a familia Ca/ic/virus e aos genogrupos I, 11, 1V,
XVIIl e XIX do género Norovrirus(Chhabra et al., 2019). Eles sdo responsdveis pela causa mais
significativa de gastroenterite aguda, causando cerca de 200.000 mortes em todo o mundo
(Brunette & Nemhauser, 2019). O rotavirus, por sua vez, pertence a familia Sedoreoviridae e
é¢ um virus de RNA de fita dupla nomeado devido a aparéncia de roda de seu capsideo viral
(ICTV, 2022). Embora o rotavirus tenha sido postulado como a principal causa de doengas
infantis ao redor do mundo, a introdugdo da vacina oral, em 2006, contribuiu para a queda
drastica no nimero e na gravidade dos casos de gastroenterites registrados que ja chegou a
causar cerca de 440.000 mortes em criancas com menos de cinco anos de idade no mundo
todo (Parashar et al., 2003). Os astrovirus foram identificados pela primeira vez em 1975 e
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receberam este nome com base na aparéncia caracteristica de 5 ou 6 pontas observada por
microscopia eletronica (Appleton et al., 1977; Madeley, 1975). Os astrovirus sdo virus esféricos,
sem envelope, com um genoma de RNA de fita simples e sentido positivo e classificados
dentro sua proépria familia, Aszroviridae, com oito sorotipos identificados (Meyer et al., 2021;
Monroe et al., 1993). Os casos de gastroenterites associados ao astrovirus ocorrem tanto em
paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento e sdo mais comuns entre criangas
com menos de dois anos de idade (Krishnan, 2014; Olortegui et al., 2018).

Visto que os adenovirus sao responsdveis, majoritariamente, por doencas do trato
respiratério, a suaidentificagdo em amostras fecais de criancas com diarreia levou a comunidade
cientifica a alguns questionamentos. Ao contrdrio dos adenovirus respiratérios, os adenovirus
entéricos eram fastidiosos e eventualmente foram classificados dentro de seu préprio grupo
(Bishop & Kirkwood, 2008). Os adenovirus sao membros da familia Adenoviridaee do género
Mastadenovirus. Os 90 gendtipos sorotipos identificados sao divididos em 9 subgrupos (A-
I), sendo que sorotipos 40 e 41 sdo os Unicos membros do subgrupo F e que agrupam os
adenovirus entéricos associados a gastroenterite em humanos (De Jong et al., 1983; Gary et
al., 1979), enquanto os demais subgrupos infectam o trato respiratério (Human Adenovirus
Working Group, 2018; ICTV, 2018). Os adenovirus entéricos possuem genoma de DNA de fita
dupla, ndo possuem envelope, sdo icosaédricos e possuem tamanho variando de 70 a 80 nm.

Os virus apresentados acima sdo predominantemente transmitidos via fecal-oral,
incluindo a contaminacdo de alimentos e dgua. Além disso, eles podem ser transmitidos
por féomites, vomito e possivelmente através de aerossois, especialmente no caso de virus
como o norovirus humano e o rotavirus (De Graaf et al., 2016; Kumthip et al., 2019; Roach &
Langlois, 2021; Stuempfig & Seroy, 2023). Portanto, é fundamental compreender as diferentes
interacOes estabelecidas entre os poluentes ambientais e os virus entéricos, que podem afetar
sua capacidade de sobrevivéncia, transmissdo e infecciosidade.

A caracteristica distintiva dos virus entéricos é a falta de um envelope lipidico, o que
lhes confere uma notdvel capacidade de sobrevivéncia no ambiente. No entanto, a presenca de
poluentes quimicos pode ter impacto na persisténcia desses virus, tornando-os potencialmente
mais resistentes aos processos de desinfec¢dao (Waldman et al., 2017). A presenca de poluentes
quimicos em animais marinhos também pode aumentar o tempo de sobrevivéncia dos virus
entéricos nos 6rgaos desses animais (Fiorito et al., 2019). Dessa forma, se estes animais forem
consumidos crus ou mal-cozidos, podem atuar como veiculos para virus entéricos, podendo
levar a infec¢des humanas. Além dos poluentes quimicos, superficies plasticas presentes no
solo, em dgua doce e em ambientes marinhos também podem contribuir na sobrevivéncia e
persisténcia de patégenos virais humanos (Moresco et al., 2021; Moresco et al., 2022).

A interacdo entre virus entéricos e poluentes ambientais tem implicacdes significativas
para a saude publica. Dessa forma, se torna imprescindivel o monitoramento e controle da
contaminacdo viral e da poluicdo ambiental a fim de prevenir surtos virais transmitidos pela
agua e pelos alimentos. Os estudos neste campo estdo em desenvolvimento, a medida que

os cientistas continuam a explorar as complexas interagdes entre virus entéricos e poluentes
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ambientais para o desenvolvimento de estratégias eficazes para mitigar os riscos associados
as infeccgdes virais transmitidas pela dgua e pelos alimentos.

Os virus entéricos demonstram uma notavel estabilidade em ambientes aquaticos,
especialmente quando se ligam a particulas sélidas, como discutido por outros artigos (Bosch,
1998, Okoh et al., 2010; Seitz et al., 2011). A adsorcdo a essas particulas sélidas desempenha
um papel crucial na dispersdo dos virus ao longo dos sistemas aquaticos e na subsequente
sedimentacdo e acumulo de particulas virais nos sedimentos, onde podem persistir por longos
periodos (Goyal et al., 1984; Hassard et al., 2016).

Vale ressaltar que os virus entéricos possuem doses infecciosas extremamente baixas,
sendo assim, a dose infecciosa para o NoV é de apenas 18 particulas virais, enquanto para o
RV, é necessdria apenas 1 unidade formadora de placa (UFP) para infectar 25% dos adultos
suscetiveis (Hall, 2012; Yezli & Otter, 2011). Devido a essas baixas doses infecciosas, o uso de
agua ndo tratada de fontes ambientais frequentemente resulta em surtos de doencas virais,
mesmo em situag¢des de contaminagdao minima, como enfatizado por Sinclair e colaboradores
em 2009. Além disso, o risco de transmissao de virus entéricos nao esta restrito ao contato
com dgua poluida. Também estd associado ao consumo de moluscos bivalves, mexilhdes,
ostras e vieiras, que sdo cultivados e colhidos em dguas contaminadas por virus (Bellou et al.,
2012; Lees, 2000).

PERSISTENCIA VIRAL EM AMBIENTES AQUATICOS CONTAMINADOS

A contaminagdo de ambientes aquaticos acarreta uma ampla gama de problemas que
afetam tanto os seres vivos quanto o meio ambiente. Um dos fenbmenos de maior urgéncia
nesse contexto é a persisténcia viral em ambientes aquéticos contaminados, uma preocupacao
critica nos dominios da sadde publica e da satde Unica. Virus patogénicos e bacteriéfagos tém
a capacidade de permanecer ativos e infecciosos durante periodos prolongados em corpos
d’agua poluidos (Crank et al., 2019; Upfold et al., 2021). A presenca e estabilidade dos virus
depende de fatores fisico-quimicos da dgua, como temperatura, teor de matéria organica e
salinidade (Skraber et al., 2009).

Sabe-se que os virus entéricos sao transportados ao longo dos corpos d’agua, e podem
adsorver em matéria sélida ou se acumular nos sedimentos (Hassard et al., 2016). Em ambientes
contaminados por esgoto, residuos industriais e agroindustriais, a persisténcia viral pode ser
ainda mais acentuada, aumentando os riscos para a saide humana e de animais de criagdo,
especialmente quando a dgua é utilizada para abastecimento e recreagao (Chatziprodromidou
et al., 2018).

No geral, os virus entéricos, incluindo os norovirus e outros membros das familias
Picornaviridae, Caliciviridae, Reoviridae e Adenoviridae, sao 0s principais grupos virais
associados as infeccdes transmitidas pela agua (Farkas et al., 2020). A principal via de
transmissao dos virus entéricos ocorre por meio de dgua e alimentos contaminados, através
da rota fecal-oral, especialmente quando o esgoto ndo tratado é liberado no meio ambiente,
resultando na poluicdo ambiental e, consequentemente, em uma maior prevaléncia desses
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virus (Upfold et al., 2021).

Sabe-se, por exemplo, que os virus entéricos podem aderir as particulas de biofilme
bacteriano presentes nos ambientes aquaticos. Esse fendmeno pode aumentar a persisténcia
dos virus no ambiente, uma vez que hd indicios de que o biofilme pode desempenhar um
papel na liberacdo dos virus em momentos em que o patégeno ndo estd mais presente na dgua
(Skraber et al., 2009). Além disso, a poluicdo por micropldsticos é uma ocorréncia comum em
diversos ambientes, incluindo os aquaticos, devido a ampla utilizacdo de materiais plasticos
em todo o mundo (Moresco et al., 2021).

Neste sentido, Moresco e colaboradores (2022) demonstraram que microplasticos
contaminantes de dguas superficiais podemsercolonizados porbiofilme microbiano, formando
comunidades de “plastisferas” que podem persistir por mais tempo no meio ambiente.
Virus associados aos pellets micropldsticos colonizados por biofilme eram mais estaveis em
comparacdo com aqueles que permaneciam na dgua. Os virus utilizados no estudo foram o
rotavirus (RV) e o bacteriéfago envelopado Phi6 e ambos apresentaram diferentes niveis de
estabilidade quando associados a pellets microplasticos colonizados por biofilme. Embora as
particulas infecciosas e as copias do genoma do RV tenham permanecido estdveis durante um
periodo de amostragem de 48 horas, a estabilidade do Phi6 foi altamente impactada, com
uma reducdo variando de 2,18 a 3,94 logo .

Além disso, a producdo de biofilmes por bactérias pode desempenhar um papel crucial
na protecdo de virus entéricos contra variagdes de temperatura e nos tratamentos comuns
usados na desinfeccao da dgua potavel. O estudo desenvolvido por Waldman e colaboradores
(2017) revelou que a adicao de compostos bacterianos, como lipopolissacarideo (LPS) ou
peptidoglicano (PG) presentes na parede celular bacteriana, estabilizam o capsideo viral a
partir do fornecimento da protegdo térmica. A protecdo, no entanto, ndo foi tdo eficiente
quando os testes foram direcionados ao genoma dos virus. Além disso, cada interacdo
mostrou ser especifica para o sorotipo viral, sugerindo que a sequéncia proteica do capsideo
viral desempenha um papel importante na determinacdo do nivel de protecdo conferido pelos
compostos bacterianos. Dessa forma, o estudo fornece informagdes sobre os mecanismos
potenciais pelos quais os virus entéricos podem persistir nas fontes de dgua e causar surtos de
doengas transmitidas pela dgua.

De modo similar, bacteriéfagos causadores de gastroenterites também se incorporam
em biofilmes, o que aumenta sua persisténcia. Em seus estudos, Storey e Ashbolt (2001)
descobriram que havia uma subpopulagdo mais persistente de fagos adsorvidos no biofilme
em teste, que pode ter persistido por um tempo considerdvel. A presenca de virions entéricos
associados ao biofilme em sistemas de distribuicdio de 4dgua podem representar riscos
potenciais a satde se grupos de biofilme se separarem e chegarem aos consumidores por
meio da ingestdo ou inalagdo de dgua contaminada.

Wasonga, Maingi e Omwoyo (2021) avaliaram a associacdo entre contaminantes quimicos
especificos das aguas superficiais e contaminagdo por virus entéricos, adenovirus (HAdV) e
enterovirus. O metal Cd teve uma relacao positiva fraca e significativa com a deteccdo de
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HAdV, enquanto os metais Pb e o Fe tiveram uma relacao positiva fraca e significativa com
a deteccao do genoma de enterovirus. Estes trés metais estdo envolvidos na manutencgdo da
estrutura e fungdes do virus, podendo, assim, influenciar a estabilidade e a sobrevivéncia das
particulas virais (Chaturvedi & Shrivastava, 2005). Por outro lado, houve uma relacao negativa
entre a presenca de fons fosfato e a deteccao de HEV. Estes trés metais pesados desempenham
um papel significativo na preservagdo da estrutura e das fungdes do virus, podendo, assim,
influenciar a estabilidade e a sobrevivéncia do virus. Os fosfatos desempenham um papel na
interacdo entre protefnas e acidos nucleicos, e, portanto, podem influenciar a estabilidade
viral no ambiente (Auffinger et al., 2004).

POLUENTES DO SOLO E SUA INFLUENCIA NA TRANSMISSAO DE VIiRUS
ENTERICOS

Dentre os recursos naturais mais importantes para a humanidade, o solo desempenha
um papel crucial na producdo de alimentos e na preservacao do ecossistema, fornecendo
nutrientes essenciais para o crescimento das plantas e interagindo com microrganismos.
Contudo, a crescente contaminacdo do solo por poluentes quimicos da industria e agricultura
representa um desafio, ja que os microrganismos presentes no solo podem interagir de forma
direta ou indireta com os nutrientes e residuos disponiveis, que podem ser favordveis ao
crescimento dos patégenos que geram infeccdes gastrointestinais. Essas infeccdes, causadas
por virus do solo, ndo apenas afetam a sadde global, mas também resultam em perdas na
producdo agricola e geram custos significativos para a economia e satde publica (Gauthier et
al., 2023; Revilla-Chavez et al., 2021).

A quantificacdo da presenca de virus nos solos é desafiadora devido a diversidade
dos solos, as limitacdes tecnoldgicas, escassez de informacdes em bancos de dados sobre
genes virais do solo, abordagens bioinformaticas limitadas e a complexa heterogeneidade das
matrizes encontradas. A metagenémica viral, conhecida como virémica, permite a andlise
do material genético viral, sendo uma ferramenta para compreender a diversidade e dinamica
viral em diferentes ambientes terrestres (Jansson & Wu, 2022; Roux & Emerson, 2022).

Os virus possuem grande importancia no controle de patégenos na forma de
bacteriéfagos, além de contribuir na liberacdo de carbono orgadnico durante os ciclos de
infeccao e lise. Contudo, alguns virus encontrados nos solos e cultivos podem apresentar
patogenicidade para as plantas e seres humanos (Bora et al., 2022). O uso de lodo ou dguas para
irrigacao contaminados podem ser fontes de transmissao de virus entéricos para o ambiente,
levando a transmissdo pela ingestdao de alimentos ndo higienizados adequadamente ou na
ineficiéncia da inativacdo viral durante o processamento. Os norovirus, adenovirus e o virus
da hepatite A tém sua transmissdo normalmente associada ao consumo de folhas verdes e
frutas frescas provenientes das lavouras propensas a contaminacdes ambientais. Outros virus
podem estar relacionados com doencgas provenientes da producgdo agricola como enterovirus,
sapovirus, rotavirus, astrovirus, adenovirus e virus da hepatite E (Bosch et al., 2018).

Dentre as problemdticas relacionadas a contaminacdo dos solos, a suinocultura
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possui um papel na disseminagdo de virus entéricos. Os dejetos dos suinos possuem diversos
microrganismos zoon6ticos presentes como bactérias patogénicas e virus, principalmente o
virus da hepatite E e rotavirus do grupo A. Estes patégenos podem penetrar no solo dos locais
de producgao, infiltrando e chegando a camadas mais profundas, sendo possivel alcancarem
aguas de drenagem e subterraneas. Além disso, o uso do esterco contaminado em lavouras
pode apresentar um potencial infeccioso a partir dos alimentos cultivados. Portanto, dguas e
alimentos contaminados com esses agentes zoondticos podem apresentar um potencial risco
para a saude publica e propagacao de doencas (Krog et al., 2017).

Os estudos sobre virus em ambientes terrestres sdao notavelmente escassos em
comparagdo com os ambientes aqudticos. Varios fatores influenciam a diversidade viral nesses
ecossistemas, incluindo o pH e a umidade do solo. Perturbagdes causadas por mudancas
climaticas, poluicdo quimica e desflorestacao podem exercer pressoes seletivas e desequilibrar
a microdiversidade viral. O setor agricola, em particular, estd sob grande estresse devido
as atividades humanas, como o uso de fertilizantes, herbicidas e alteragdes constantes na
vegetacdo (Liao et al., 2022).

Ainda, o descarte de dguas residuais, uso de fertilizantes e fundigdo de minerais pela
indUstria também provocam prejuizos significativos na dindmica e fungdes microbianas. A
presencga de pldsticos ou microplasticos poluentes pode também ser uma via secunddria na
transmissao, facilitando a sobrevivéncia e persisténcia do virus no ambiente, como ja discutido
neste capitulo (Moresco et al., 2021). Além disso, diferentes niveis de metais pesados podem
reduzir a abundancia de virus que simbioticamente interagem com a vegetagdo, acelerar a
disseminagdo de genes de resisténcia a antibi6ticos, alterar o equilibrio entre bactérias e virus
e disseminar genes de resisténcia e patogenicidade viral (Wu et al., 2023).

A principal fonte de poluicdo do solo com virus entéricos é o esgoto, e pequenas
quantidades podem contaminar vastas extensdes de dgua, representando um risco de infecgdes
em humanos, devido a sua baixa dose infecciosa (Gholipour et al., 2022). Esse desafio é
especialmente agravado em paises com baixa cobertura de tratamento de esgoto, como o
Brasil, onde aproximadamente 54% das dreas urbanas carecem de tratamento adequado
(Governo Federal, 2020). Nesses casos, a contaminagdo direta de rios e solo pelo esgoto
amplifica significativamente a poluicdo em dreas extensas.

A associagdo de particulas orgdnicas com virus entéricos desempenha um papel
crucial na redugao significativa do seu decaimento, proporcionando uma camada protetora
adicional ao capsideo viral. Essa ligagdao ocorre devido a interagdes eletroquimicas, resultando
na estabilizacdo da estrutura viral e na diminuicdo da interacdo com outros estressores
ambientais (Guo et al., 2022, Yang et al., 2022). Uma andlise de adenovirus humano (HAdV)
em esgoto revelou que esses virus podem persistir no ambiente por periodos prolongados,
especialmente em locais de pouca exposi¢do a luz ultravioleta (Schwarz et al., 2019). Além
disso, alguns virus entéricos podem se agrupar em vesiculas encapsuladas, tornando-os mais
resistentes aos desafios ambientais e a desinfeccao por UV 254 (Zhang et al., 2021). Outra via
de contaminagdo do solo por virus entéricos ocorre devido ao descarte inadequado de carcacas
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e visceras de animais, tanto por abatedouros industriais quanto familiares, representando
uma fonte de contaminacdo ndao apenas para seres humanos, por meio de virus zoonéticos,
mas também para outros animais (Franke-Whittle & Insam, 2012).

A composicao quimica varia consideravelmente entre diferentes tipos de solo, e esse
fator exerce influéncia significativa na afinidade dos virus por particulas do solo (Zhuang & Jin,
2003). Portanto, dependendo do solo em questdo e da cepa viral envolvida, esses patégenos
podem potencialmente atingir e contaminar as dguas subterraneas destinadas ao consumo
humano (Pang et al., 2021). E fundamental adotar precaucdes ao descartar componentes que
contenham virus entéricos, devido ao risco de contaminacdo ambiental e humana. Os estudos
nesta drea sdao limitados, tornando essencial uma melhor compreensdao do comportamento
dos virus entéricos no solo e de sua estabilidade em diversas condi¢des, como tipo de solo,
precipitacdo e temperatura. Essa compreensao mais profunda possibilitard o desenvolvimento
de tratamentos mais eficazes para esses poluentes e praticas de descarte mais seguras.

PERSISTENCIA E TRANSMISSAO AEREA DE VIRUS ENTERICOS

Devido ao tropismo gastrointestinal, os virus entéricos sdo excretados em grandes
concentracdes nas fezes de individuos infectados (105 - 1011), o que resulta em sua expressiva
presenca em efluentes domésticos (Prez et al., 2015). A tecnologia empregada nas estacdes de
tratamento esgoto (ETE) convencionais é ineficaz na completa remocdo das particulas virais,
tornando as aguas residuais tratadas uma potencial fonte de particulas virais vidveis, como
apresentado neste capitulo (Clarke et al., 2017; Moazeni et al., 2017). Uma vez no ambiente, os
virus entéricos podem ser transportados via dgua, solo e cultivos, mas, ainda hoje, sdao poucos
os estudos que objetivam avaliar a persisténcia de virus entéricos na atmosfera (Barker et al.,
2013; Santamaria & Toranzos, 2003).

Muitos virus sdo propagados via aerossol, que sdo gerados a partir de pequenas
goticulas de dgua (Molle et al., 2016). Estes estudos que avaliam a presenca e viabilidade de
virus entéricos em meios liquidos sdo Uteis para predi¢des sobre o destino dos virus entéricos
quando aerossolizados na atmosfera (Courault et al., 2017). A expressiva concentracao de
virus entéricos em ETE, aliado ao fato de que ndo sdo completamente removidos, torna a
aerossolizacdo emitida através da aeracdo mecanica e difusa um potencial risco para a saide
dos trabalhadores e residentes do entorno da ETE (Clarke et al., 2017; Moazeni et al., 2017;
Pasalari et al., 2019; Uhrbrand et al., 2017).

A infeccao por norovirus, também conhecida como “doenca do vémito do inverno”,
tem na aerossolizacao do vémito uma das principais fontes de transmissao, enquanto a limpeza
direta de evacuacdes liquidas ndo aumenta o risco do desenvolvimento de gastroenterite
(Nordgren & Svensson, 2019; Sanchez & Bosch, 2016). Os virus entéricos propagados por
goticulas respiratérias de individuos infectados podem permanecer vidveis por meses
no ambiente aqudtico, e tornar-se novamente presentes no ar dependendo das condigbes
meteorolégicas como temperatura, radiacdo solar, umidade e vento (Carducci et al., 2011;
Gerba & Smith, 2005; Wan et al., 2012).
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Entre os principais fatores que afetam a estabilidade das particulas virais em aerossois
estdo a temperatura, pH, umidade relativa e absoluta do ar, tamanho da particula de aerossol,
composicao da suspensdo, exposicao a luz solar, qualidade do ar e o tipo viral (Sdnchez &
Bosch, 2016). Sabe-se que a exposicao a radiagdo ultravioleta, assim como a altas concentragdes
de ozo6nio, pode danificar a estrutura viral (Lazarova et al., 2013; Nuanualsuwan et al., 2008).
A temperatura também representa um fator importante, pois, enquanto altas temperaturas
sdo eficazes na inativacdo viral, os virus entéricos sdo fortemente resistentes a temperaturas
ambientais mais baixas (Bertrand et al., 2012; Pint6 et al., 2010).

O mecanismo de inativagao viral em particulas em suspensdo no ar ainda é pouco
elucidado, mas sabe-se que a umidade relativa da atmosfera parece possuir um papel
significativo na persisténcia viral. Altas taxas de umidade relativa do ar conferem um efeito
protetor aos virions em particulas aerossolizadas (Yeargin et al., 2016). A baixa umidade
relativa degrada a particula viral ao passo em que remove moléculas de dgua necessdrias para
a integridade de componentes estruturais (Sdnchez & Bosch, 2016). O RNA infeccioso de
Picornavirus pode ser detectado em todos os niveis de umidade, sugerindo que a inativacao
viral é causada justamente pelo dano no capsideo (Sanchez & Bosch, 2016).

Dentre os virus entéricos, o virus da Hepatite A e o rotavirus sdo mais resistentes a
inativagao por desidratagdo do que adenovirus, astrovirus e poliovirus (Roos, 2020). Sanchez
e Bosch (2016) determinaram que o Poliovirus é mais estavel em particulas aerossolizadas
em atmosferas com uma alta umidade relativa do que com taxas mais baixas, em uma
mesma temperatura de 22°C. Quanto ao norovirus, estudos como o de Colas de la Noue
e colaboradores (2014) demonstraram que o modelo de estudo viral substituto (Norovirus
Murino) possui maior capacidade infecciosa, ou seja, as particulas virais realizam ligacao
forte com moléculas presentes nas células epiteliais do trato gastrointestinal quando estdo sob
umidades relativas extremas (10% e 100%). Em valores de umidade relativa média entre 25%
e 85% a infectividade do modelo viral murino é prejudicada.

No caso dos virus envelopados, a bicamada lipidica fornece protecdo através do
potencial hidrofilico das glicoproteinas de membrana, retendo moléculas de dgua que sao
essenciais para manter a estrutura da bicamada. Ao mesmo tempo, devido a necessidade de
hidratacdo da particula viral envelopada, a baixa umidade relativa da atmosfera é um fator
inativante para virus como o da influenza (Weber & Stilianakis, 2008). As glicoproteinas,
frequentemente encontradas no envelope, fornecem capacidade de ligagdo de hidrogénio,
aumentando a retencdo de moléculas de dgua e fornecendo protecao contra a perda de atividade
das particulas virais (Roos, 2020).

A atmosfera contém diversos materiais particulados, tanto organicos, como a
aerossolizacdo advinda de ETE, de evacuacdes liquidas intensas ou de goticulas respiratorias,
quanto inorganicos, como poeira de solo, particulas minerais e sais inorganicos (Ghio et al.,
2012). Os virus entéricos tendem a percorrer maiores distancias, e a permanecerem vidveis por
longos periodos, quando estdo aderidos a particulas suspensas na atmosfera (Rzezutka & Cook,
2004). Seu tamanho reduzido e a tendéncia a aderir-se a particulas mais finas garantem sua
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persisténcia contra fatores de inativagdo presentes no ambiente (Tseng & Li, 2005). O estudo
de Gonzalez-Martin e colaboradores (2018) em um conjunto de ilhas préximas ao continente
africano detectou a presenca de enterovirus e rotavirus em 154% e 36,9% das amostras de
ar coletadas. Apesar da detecgdo de virus entéricos como adenovirus, enterovirus e rotavirus
em particulas inorgdnicas na atmosfera, até o momento nao hd estudos que comprovem a
existéncia de casos ou surtos de gastroenterites que apontam a atmosfera como rota de
transmissao (Dennehy et al., 1998; Gonzalez-Martin et al., 2018; Lin et al., 2002).

Uma das principais dificuldades em avaliar a persisténcia de virus entéricos na atmosfera
€ realizar a coleta de amostras de particulas consideravelmente infimas (30 nm até 1 ym no
caso de agregados) (Verreault et al., 2008). Métodos para realizar a avaliacdo da contaminagdo
viral em matrizes aqudticas ou sélidas, como plantas ou solo, sdo bem difundidos e apresentam
resultados satisfatérios de recuperagdo viral (Bosch et al., 2008; Bosch et al., 2010). A captura
e caracterizagao de virus no ar ja é mais complexa. Dentre os métodos mais aplicados estdo
a precipitacdo eletrostdtica e a impactacdo em meio liquido e meio sélido (Zhao et al., 2011).

A precipitagdo eletrostdtica é uma metodologia de amostragem empregada para
capturar particulas em suspensao no ar, como poluentes atmosféricos, poeira fina, particulas
organicas e inorganicas e microrganismos (Nunes, 2005). Este método se baseia na utilizacao
de um campo elétrico gerado por meio de eletrodos (Wen et al., 2015). As particulas suspensas,
sob influéncia do campo elétrico, sdo atraidas em direcdo aos eletrodos, depositando-se
onde podem ser posteriormente coletadas. Este método, apesar de apresentar eficdcia, varia
dependendo da carga das particulas e da intensidade das condi¢cdes meteorolégicas locais
(EPA, 2016; Zukeran et al., 2018).

A metodologia de coleta por meio de impactagdo em meio liquido se baseia no
bombeamento do ar amostrado para o interior de um frasco, passando através de um liquido
no qual as particulas ficam suspensas. Este liquido pode ser entao utilizado para avaliagdo
de microrganismos (Nunes, 2005). Tanto a colisdao em meio liquido quanto a precipitagdo
eletrostatica possuem alguns inconvenientes, como a possivel degradagdo das particulas
virais, o que leva a problemas de andlise, e a grande variagdo na eficiéncia de captura de
particulas (Verreault et al., 2008; West & Kimber, 2015).

ESTRATEGIAS DE PREVENCAO E MITIGACAO

A preocupagdo em relagdo aos poluentes emergentes, como micropldsticos, poluentes
quimicos e metais pesados, juntamente com a presencade agentes virais em diversos ambientes,
esta crescendo devido a possivel associacdo entre esses fatores e o aumento da estabilidade,
infectividade e sobrevivéncia de virus. Esse cendrio levanta sérias preocupacdes, ja que a
liberacao desses virus pode impactar negativamente o ambiente natural e comprometer os
recursos de dgua potavel, por exemplo. Dessa forma, estratégias de mitigacdo e prevencao de
micro e macropoluentes devem ser adotadas a fim de evitar a persisténcia viral no ambiente.

Algumas pesquisas ja evidenciaram a mitigacdo de micropoluentes utilizando processos
descentralizados de tratamento de aguas residuais, como zonas Umidas construidas para a

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



remocao de antibiéticos (Avila et al., 2021) e produtos farmacéuticos (Sochacki et al., 2018),
processos biolégicos para a remocdo de propilparabeno (Song et al., 2017), biorreatores de
membrana (MBRs) para a remocdo de produtos farmacéuticos (Beier et al., 2011) e sorgao
(nanotubo magnético de carbono) para remocdo de polietileno, tereftalato de polietileno,
poliamida (Tang et al., 2021). Além de evidéncias de métodos de biorremediacdo, como
bioestimulagdo, atenuacdo natural e bioaumento eficientes na eliminacdo de pesticidas no
solo (Karimi et al., 2021).

Um estudo que buscou apresentar o papel mecanicista dos contaminantes associados
a poeira da estrada na propagacao de virus e outros microrganismos patogénicos, como
elementos potencialmente téxicos (metais pesados e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos),
micropldsticos, emissdes de escape, e emissdes de ndo escape, classificou, em medidas
tecnolégicas e ndo tecnoldgicas, estratégias para prevenir e mitigar poluentes da poeira da
estrada. Dentre as estratégias de prevencao de metais pesados ndo tecnolégicas, podem ser
citadas a educacgdo publica e gerenciamento e proibicdo do amianto nas pastilhas de freio e
como medida de mitigacdo, a supressdo de poeira. Dentre as estratégias de prevencao de metais
pesados tecnolégicas, estdo escavagdo (remocao fisica) e o uso de plantas (biorremediacdo) e
como medida de mitigacdo, o uso de biosensores, coagulagdo e floculacao (Alex et al., 2023;
Piscitello et al., 2021).

Diante dasindagacdes realizadas aolongo deste texto, consuma-se que a implementacao
de estratégias para mitigar e prevenir a presenga de contaminantes ambientais é crucial para
promover a harmonia e equilibrio nos ecossistemas. Além disso, compreender como micro
e macropoluentes influenciam a sobrevivéncia e disseminacao de patégenos virais relevantes

pode impulsionar a criacdo de novas abordagens para mitigar e prevenir essas questoes.
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RESUMO

Diversas espécies de helmintos e protozodrios estdo ligadas a parasitoses intestinais que
impactam milhoes de pessoas. No Brasil, destacam-se os parasitos Ascarrs lumbricoides,
Trichuris trichiura, ancilostomideos, Taeniasp., Schistosoma mansoni, Entamoeba histolytica,
Grardia lamblia e Cryptosporidium sp.. No cendrio de saldde Unica vdrias dessas espécies
assumem papel diferenciado devido a sua natureza zoondtica, aumentando a complexidade
e os desafios para o controle. O controle ambiental dessas parasitoses envolve um conjunto
de acoes e estratégias direcionadas a reducdo de infecgdes. As formas infectantes destes
parasitos sdo encontradas em ambiente variados como, dgua, solo, esgoto e residuos animais.
Este capitulo aborda questdes cruciais relacionadas ao controle ambiental dessas espécies,
destacando estratégias empregadas no Brasil e internacionalmente, incluindo iniciativas
de saneamento bdsico, educacdo em saude, controle de reservatérios e distribuicio de
medicamentos. Além disso, a conscientizagdo crescente sobre medidas preventivas, como
higiene pessoal e consumo de agua potavel, desempenha papel fundamental na mitigacao
dessas doencas. Contudo, os desafios enfrentados no controle de parasitos refletem a
influéncia de fatores como mudancas climaticas, rapida urbanizacdo e as migracdes, moldando
a distribuicao geografica e prevaléncia das parasitoses entéricas. Isso destaca a necessidade
constante de adaptacdo das estratégias de controle e a promocdo de uma saude Unica.
Palavras-chave: Enteroparasitoses; helmintos; protozodrios; populacdes vulneraveis;
diagndstico; saude Unica.

INTRODUCAO

As parasitoses intestinais sao doengas causadas por diversas espécies de helmintos e
protozodrios que afetam cerca de 1,5 bilhdes de pessoas no mundo (Khurana; Singh; Mewara,
2021). Sao consideradas doengas tropicais negligenciadas, sendo mais frequentes em dreas
rurais e comunidades com vulnerabilidade social, as quais vivem em condi¢es sanitdrias
inadequadas. Apesar de baixas taxas de letalidade, as infec¢des por parasitos entéricos
impactam negativamente o sistema de salde e a vida das pessoas infectadas. Sintomas como
desnutricdo, diarreia, anemia e prejuizo no desenvolvimento fisico e cognitivo sdo comuns,
embora muitos individuos infectados sejam assintomaticos. O impacto de cada doenca no
individuo depende de diversos fatores, entre eles: a espécie do parasito, a carga parasitaria,
a presencga de coinfeccdes, o estado nutricional e imunolégico e os fatores socioecondmicos
(Khurana; Singh; Mewara, 2021).

Destacam-se no Brasil os enteroparasitos Ascaris lumbricoides, Tiichuris trichiura, Taenia
Spp., Schistosoma mansoni, ancilostomideos, Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp (Quadro 1). Uma vez que no Brasil ndo é exigida a notificacao destas
parasitoses, exceto na ocorréncia de surtos, o nimero de casos é certamente subestimado. No
periodo de 2010 a 2015, um inquérito nacional estimou a prevaléncia de algumas helmintoses
em criancas de 7 a 17 anos utilizando exame parasitoldégico de fezes (EPF). As prevaléncias
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observadas foram de 6% para infeccao por A. /umbricoides, 58 % para 7. trichiura,
0,99% para .S. mansoni e 273% para ancilostomideos (Katz, 2018). Esses nimeros diferem
significativamente entre cidades e estados brasileiros. No Amazonas, por exemplo, 21,79%
e 19,14% das criangas foram positivas para 7. trichiura e A. lumbricoides, respectivamente.
Além disso, os nimeros também diferem entre diferentes populagdes. Ao analisar as fezes de
430 indigenas na Amazonia foi constatado 100% de infeccdao por protozodrios intestinais e
39,33% por helmintos (Vasconcelos et al., 2023). Isto evidencia a necessidade de considerar
aspectos regionais para definir estratégias de controle dessas parasitoses (Katz, 2018).

As espécies de parasitos intestinais possuem particularidades em seus ciclos de vida
e formas de transmissdao. Humanos se infectam pela ingestao de ovos, cistos ou oocistos ou
ainda por penetracdo ativa de larvas que estdao presentes no solo, dgua, esgoto ou residuo
animal (Quadro 1). Uma vez estabelecida a infeccdo, seja em seres humanos ou outros animais,
cada espécie passa por etapas de desenvolvimento no organismo até ocorrer a liberacdao
das formas parasitdrias transmissiveis, contaminando o ambiente. Nesse sentido, o manejo
ambiental é parte crucial para o controle e prevengdo dessas doencas e envolve um conjunto
de acdes direcionadas a reducdo da exposicdo aos parasitos presentes no ambiente, incluindo
as seguintes medidas: a) diretas: saneamento bdsico, tratamento da 4dgua, tratamento de
infectados e controle de vetores; b) indiretas: educagdao em sadde, promocao da higiene
pessoal, assisténcia médica e melhoria nas condigdes de vida.
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Quadro 1 - As parasitoses intestinais humanas sao causadas por diversas espécies de helmintos e protozoa-
rios. Classificacdo dos diferentes enteroparasitos, incluindo informagoes referentes a doencga relacionada, forma
infectante para humanos, fonte e forma de transmissdo para humanos e a fonte de contaminacdo ambiental.

S s Fonte de Forma de | Fonte de contami-
Classificacao Agente etiologico Doenca Forma Infectante . = .~ = .
infeccao transmissao | nacao ambiental
Ascaris lumbri- o
cordes Ascaridiase vo Solo, 4dgua, Fecal-oral
) o alimento Fezes humanas
Trichuris trichiura o . Fecal-oral
VO esgoto, residuo
Enterobius vermi- Tricuriase animal Fecal-oral
cularis ) ) } Fezes humanas
Ovo Solo, dgua, ali- | Penetracdo
Necator ameri- Enterobiase mento, esgoto na pele Fezes humanas
Nematel- canus Larva
mintos Penetragdo Fezes humanas
Ancylostoma duo- | Ancilostomiase na pele Fezes humanas
denale Larva P -
Solo enetragao Fezes humanas
Ancylostoma Estrongiloi- na pele
ceylanicum Larva ) Fezes humanas e
] ' d@ Penetracao de cies
Helmintos Strongyloides lase Larva na pele
stercoralls
Taenia spp. * Tenfase Cisticerco Carne bovina e | Ingestao de Fezes humanas
suina carne
Taenia soljum Cisticercose Ovo Agua e ali- Fezes humanas
; : mento Fecal-oral
Diphyllobothrium Difilobotri.
. ifilobotriase .
Platelmin- Carne de peixe Fezes humanas e
latum Larva Fecal-oral
tos Agua e ali-
) Himenolopiase 8 roedores
Hymenolepis spp. mento (ovos) Fecal-oral
Ovos ou larva ou artrépodes F h
Schistosoma man- | Esquistosso- (larva) Penetracio ezes humanas €
son/ mose Cercéria Agua na pele caramujos
Fecal-oral
Cryptosporidium | Criptospori- Oocisto Fecal-oral
Spp. diase Fezes humanas e de
Cisto Fecal-oral outros mamiferos
Grardia duodenalis .
. Agua e ali- Fecal-oral | Fezes humanas e de
Entamoeba his- Giardiase Cisto mento "
. Fecal-oral outros mamiferos
lolytica .
Amebiase Cisto Fezes humanas
Balantidium col/ . Fecal-oral
Balantidiose Oocisto Fezes humanas e de
i -
- Grclospora cayeta- ) . Ingestao de !
Protozoarios ’ . Ciclosporiase carne com suinos
nensis ;
Cistoisospo Oocisto cistos Fezes humanas
(ystoisospora belli riase P Carne bovina
Cisto . Ingestdo de Fezes humanas
Sarcocystis ho- Carne sufna carne com
mins Cisto Agua e ali- cistos Fezes humanas
. . Sarcocistose
Sarcocystis suiho- i mento Fecal-oral Fezes humanas
minis Oocisto/
Carne dev aves Ingestio de | Fezes de felideos
Toxoplasma gondji | Toxoplasmose Cisto tecidual e mamiferos | " o
cistos

AGUA

A contaminacdo da 4dgua por microrganismos patogénicos é ligada a higiene e ao
saneamento. Paises em desenvolvimento possuem condicdes sanitdrias precarias e o acesso a
agua potdavel ndo abrange toda a populagado. Vdrias espécies de parasitos podem ser veiculadas
pela dgua, no entanto (ryptosporidium spp. e Giardia spp. sao os mais encontrados tanto na
agua tratada quanto ndo tratada, devido a ampla distribuicao e alta capacidade de sobrevivéncia
(Efstratiou et al., 2017).

Na 4agua, a deteccdo dos parasitos é, frequentemente, feita a partir da concentracao
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dos microrganismos seguida de imunofluorescéncia ou métodos moleculares. Paises como os
Estados Unidos, o Japdo, o Reino Unido e a Australia realizam monitoramento de parasitos na
agua e diversas medidas de saneamento ambiental, ao contrdrio de paises da América Latina,
da Africa e da Asia, onde além da infraestrutura sanitdria precaria e ndo ha o monitoramento
de parasitos na dgua (Baldursson & Karanis, 2011).

No Brasil, a portaria emitida pelo Ministério da Saude que dispde sobre o controle e
vigilancia da qualidade da dgua tratada, prevé a avaliacdo da presenga desses parasitos apenas
quando a média geométrica anual de £scherichia coli for maior ou igual a 1.000/100 mL.
Quando a concentragdo de oocistos de (ryplosporidium spp. nos postos de captacao da dgua
for maior ou igual a trés oocistos por litro, recomenda-se realizar filtragcao rapida. Entretanto,
avaliar a qualidade geral da dgua apenas considerando a presenga de coliformes, ndo implica
na auséncia de protozodrios e de outros patégenos (Basualdo et al., 2000). Nos Estados Unidos
a lei da dgua potavel (LT2ESWTR- 2006) prevé que a concentragao de (ryplosporidium spp.
seja menor que 0,075 oocisto por litro, visando atingir a concentracdao de zero oocisto por litro
(EPA, 2023).

O tratamento da dgua envolve diferentes etapas como floculagdo, decantagao, filtragao,
desinfecgdo (por cloro) e fluoretacao. Essa sequéncia de tratamento € eficiente para eliminagao
dos patégenos mais comuns, como virus e bactérias, mas ndo é eficiente contra protozoarios
formadores de cistos. Isso se deve ao fato dos cistos de Grardia spp. (~8 um) e dos oocistos
Cryptosporidium spp. (~4 um) serem estruturas pequenas capazes de passar pelo sistema de
filtracao convencional, além de possuirem uma parede cistica espessa que 0s mantém vidveis
e tolerantes a desinfecgdo por cloro e outros desinfetantes (Omarova et al., 2018).

Para superar esses desafios, novas metodologias vém sendo propostas visando inativar
e/ou eliminar esses parasitos da dgua, sendo o custo o maior limitante para a implementacao.
Por exemplo, a utilizacdo do diéxido de cloro, um desinfetante alternativo mais eficaz que o
cloro, é capaz de inativar cistos e oocistos. Tratamentos com ozoénio e radiagao UV sdo de alta
eficiéncia para a inativacdo dos parasitos, gerando danos aos acidos nucleicos (DNA e RNA)
e morte celular. Métodos de filtracdo usando granulagdes menores ou membranas (micro,
ultra e nanofiltragdao) também sao estratégias eficazes (Omarova et al., 2018). Na Inglaterra,
a filtragdo de dgua para abastecimento publico utilizando membranas reduziu os casos de
criptosporidiose em torno de 79% (Goh et al., 2005).

A implementacdo de novas tecnologias para o tratamento de dgua em paises como o
Brasil se faz urgente. Além disso, deve-se investir esforcos no monitoramento constante de
corpos hidricos destinados ao abastecimento humano e animal, a fim de reduzir possiveis
impactos a saude.

ESGOTO

O tratamento de esgoto é um processo fundamental para preservar a saude publica
e 0 meio ambiente. Este processo engloba a eliminacdo de impurezas presentes nas aguas
residuais e lodo de esgoto, originados de residuos domésticos e industriais, com o proposito
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de produzir um efluente passivel de ser reintegrado ao ciclo hidrico. O contato direto com
esgoto ndo tratado implica na possibilidade de infeccdo por enteroparasitos, particularmente,
devido as doses infectantes minimas extremamente baixas, normalmente da ordem de
algumas unidades ou dezenas de unidades (DuPont et al., 1995).

As 4guas residuais, quando tratadas adequadamente, podem ser aplicadas,
eficientemente, em diversas operacdes urbanas (descarga sanitdria, irrigacdo e lavagem de
veiculos), agricolas (irrigacdo de culturas), uso doméstico (producao de agua potavel) e
uso industrial (resfriamento e reposicao de caldeiras) (Jasim et al., 2016). A reutilizacao do
lodo de esgoto também tem grande potencial na agricultura, possibilitando a reciclagem de
matéria organica e inorganica, reduzindo a necessidade de fertilizantes. Apesar das vantagens
apresentadas, um dos desafios reside na falta de um padrao eficaz de tratamento e na auséncia
de uma metodologia de deteccdo de parasitos nessas amostras (Singh & Agrawal, 2008).
Essa caréncia de informacdes impede o desenvolvimento de modelos para estimar os riscos
associados a exposicdo a parasitos durante os processos de reutilizagdo ou descarte de lodos.
Outro grande desafio é a falta de uma legislagao Unica e eficaz. A legislacdo brasileira para
o tratamento de esgoto é composta por vdrias normas e leis, além de legislacdes estaduais
e municipais especificas. No entanto, ndao existem normativas especificas relacionadas a
concentracdo de parasitos em sistemas de tratamento de esgoto. A norma ABNT NBR 12209
estabelece indicadores biol6gicos que devem ser monitorados em efluentes tratados, e inclui
apenas os coliformes fecais. O tratamento de esgoto compreende uma série de etapas, incluindo
peneiramento, decantacdo, biodegradagdo e desinfecgdo. Essa Ultima etapa tem o intuito de
eliminar patégenos, sendo realizada mediante a aplicagao de cloro, com possibilidade de uso
de ozo6nio ou UV (Jin et al., 2014).

A maioria dos métodos de tratamento de dguas residuais concentra-se na remocdo de
poluentes organicos e inorganicos, enquanto a parcela de saneamento bdsico é negligenciada.
A implementacao de processos adicionais para o controle de parasitos eleva o custo tornando-
se invidvel, especialmente para paises subdesenvolvidos. Dentre os métodos mais eficazes
para a inativagdo de parasitos na dgua residual e no lodo de esgoto incluidos na fase tercidria
de tratamento, estdo: tratamento térmico a 108 °C, pasteurizacdao a 70 °C ou tratamento
quimico por meio da adicdo de d4cido sulfdrico, cloridrico, propiénico, acético ou peracético
(Keller et al., 2004).

A pesquisa por métodos eficazes para a remocdo de parasitos de dguas residuais e
lodo de esgoto é um campo de estudo importante. Estudos utilizando algas em um sistema
de lagoa facultativa e filtragdo demonstraram eliminagdo de 100% dos ovos de helmintos, mas
incapacidade de remover (ryplosporidium spp. e Giardia sp. (Abd-Elmaksoud et al., 2021). A
secagem solar do lodo de esgoto conseguiu eliminar uma quantidade significativa de ovos de
helmintos, incluindo reducao de cerca de 90% de ovos de Ascaris spp. e a remogao completa
de ovos de Schistosoma spp., Capillaria spp., Tiichuris spp., Toxocara spp. e laenia spp. (An-
Nori et al., 2021). Além disso, técnicas de compostagem acopladas a métodos de desidratacao
demonstraram uma reducdo superior a 90% de ovos dos géneros Ancylostoma, Tiichuris,
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Capillariae Schistosoma (El Hayany et al., 2018).

A pesquisa de parasitos em sistemas de esgoto suscita interesse, ndao apenas devido
ao seu potencial patogénico, mas também em virtude da notavel resiliéncia demonstrada por
helmintos e protozodrios na maioria dos procedimentos de saneamento aplicados em estagdes
de tratamento. Dessa forma, esses microrganismos se tornam indicadores de extrema relevancia
na avaliacdo da eficdcia dos processos de tratamento. E importante ressaltar a necessidade
de se estabelecer limites legais para a presenca de cistos e oocistos de protozodrios e ovos
de helmintos em efluentes e lodos de esgoto, especialmente se o reuso apdés o tratamento ja
estiver delineado.

RESIDUOS ANIMAIS

Patégenos zoondticos podem estar presentes em residuos e dejetos animais e
representam uma preocupacdo a satde publica. Entre os parasitos zoondticos que apresentam
riscos a saide humana, devido a sua frequéncia e persisténcia em residuos animais, destacam-
se: Ascaris suum, Balantidium coli, Cryptosporidium sp., Gclospora sp., (ystoisospora belll,
G. duodenalise Toxoplasma gondi/ (Sobsey et al., 2006).

Diversos surtos de doencas transmitidas pela dgua devido a contaminacdo fecal de
origem animal estdo documentados. Um exemplo cldssico ocorreu em Milwaukee, EUA em
1993. Nessa ocasidao, o departamento de salde recebeu varios relatos de individuos com
sintomas gastrointestinais e, posteriormente, estimou-se que cerca de 403 mil pessoas foram
infectadas por (ryptosporidium spp. (Mac Kenzie et al., 1994).

A gestdo de residuos animais engloba uma variedade de processos visando a sua
eliminacdo ou reuso, como na agricultura. Para tratamento dos residuos destacam-se métodos
térmicos, como a incineracao, processos quimicos, como a hidrélise, e abordagens biolégicas,
como a digestdo anaerdbica (Samoraj et al., 2022). A biodigestdo anaerdbia constitui uma
alternativa para utilizacdo de dejetos da suinocultura como biofertilizantes e producdo de
biocombustiveis (Rogovski et al., 2022). No entanto, pouco é abordado em relacdo a qualidade
sanitdria do digestato, havendo estudos com aditivos que melhoram a eliminacdo viral e
bacteriana, mas que ndo foram capazes de eliminar ovos de A. /umbricordes, por exemplo
(Fongaro et al., 2016).

O processamento por biodigestores anaerébios termofilicos é, atualmente, a melhor
alternativa para o tratamento de residuo animal, embora ndo seja eficiente para a completa
inativacao dos oocistos de (7yprosporidium spp. As elevadas temperaturas potencializam a
reducdo dos oocistos, e o armazenamento e tratamento do residuo em lotes, ao invés de ser
constantemente adicionado ao biodigestor, tende melhorar a inativacao (Vermeulen et al.,
2017). Além disso, a utilizacdo de sistemas de compostagem de biosecagem, o qual associa
elevadas temperaturas e desidratacdo do composto, mostrou-se eficaz na inativacdo de ovos
de A. suum (Collick et al., 2017).

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



SOLO

De todos os ambientes potencialmente contaminados, o solo é o mais negligenciado,
ndo havendo qualquer normativa que considere a deteccdao ou controle de patégenos no solo. A
deteccdo de ovos e larvas de geo-helmintos no solo é realizada em pesquisas epidemiol6gicas
eventuais em parques e pracgas publicas (Santos et al., 2006) e ndo de forma periédica como
fazem as companhias de tratamento de dgua e esgoto. Os poucos métodos descritos para
controle nesse ambiente baseiam-se no fato de que a maturacao de ovos (A. umbricoidese 7.
trichiura) e a sobrevivéncia de larvas (Ancylostomasp. e Strongyloides stercoralis) necessitam
de fatores quimicos, bioldgicos e fisicos especificos. Nesse sentido, utilizar abordagens que
atuam diretamente nestes fatores, como altas temperaturas, poderia ser uma forma de controle
de parasitos no ambiente.

Os ovos de A. /umbricoides apresentam alta resisténcia aos estresses ambientais,
mas sdo inativados quando submetidos ao tratamento por microondas por curtos periodos
(Mun et al., 2009). Larvas de Ancylostoma sp. podem ser eliminadas revolvendo o solo e
permitindo a exposicdo a maior incidéncia solar e menor umidade. Outra alternativa é a
técnica de compostagem que, durante o seu processamento oxidativo biolégico, atinge altas
temperaturas e produz metabdlitos téxicos, como a amoénia e o sulfureto, que alteram o pH
do meio e contribuem para a inativacdo dos patégenos. Ela ja tem sido usada no tratamento de
residuos agricolas, industriais e urbanos, e, pode ser aprimorada e adaptada para a eliminacao
dos ovos e larvas presentes no solo sensiveis a altas temperaturas.

ALTERACOES ANTROPICAS, CLIMATICAS E O IMPACTO NAS PARASITO-
SES INTESTINAIS

As acdes humanas impactam as parasitoses intestinais de diferentes formas. A
urbanizacdo e a miséria fazem com que inUmeras pessoas vivam em dreas sem condigoes
sanitdrias adequadas, com alto risco de infeccdo (Pozio, 2020). Mudancas em ambientes
aquaticos, como acidentes e inundacdo de barragens, ja foram associados a disseminagdo
de doencgas pois provocam dispersdo de parasitos pela dgua, elevando o risco de parasitoses
intestinais. Devido ao peso e tamanho dos oocistos e cistos de protozodrios, a ocorréncia de
enchentes possibilita que estes sejam carregados pela d4gua e que contaminem fontes de dgua
utilizadas para o consumo (Poglayen et al., 2023). Este fenOmeno ndo € restrito a pafses com
problemas de infraestrutura sanitaria, e epidemias de criptosporidiase associadas a enchentes
tém sido registradas na Europa e nos Estados Unidos.

Além de enchentes, outros desequilibrios sdo causados pelo aquecimento global,
incluindo altas temperaturas, periodos de estiagem e secas, ventos extremos, entre outros. O
aumento da temperatura pode levar a uma aceleragdao no desenvolvimento dos parasitos em
seus hospedeiros e no ambiente, contribuindo para um aumento das parasitoses intestinais.
Entretanto, embora temperaturas altas favorecam o desenvolvimento das larvas de helmintos,
este é reduzido em temperaturas superiores a 37 °C (Okulewicz, 2017). O aumento da umidade
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do solo é associado a um aumento nos casos de ancilostomiase. Por outro lado, a seca pode
fazer com que humanos e outros animais se sujeitem a ingestao de d4gua contaminada. Ao passo
que, queimadas tendem a diminuir a propagacao de oocistos, larvas e vetores intermedidrios
(Poglayen et al., 2023).

Os efeitos do aquecimento global impactam, de forma direta e indireta, na ocorréncia,
abundancia e distribuicdo geografica dos parasitos e, consequentemente, o risco de infeccao.
Portanto, é urgente a necessidade de esforcos para controlar o rapido aumento das temperaturas
no planeta.

CONTRIBUICOES BIOTECNOLOGICAS PARA O CONTROLE DAS ENTERO-
PARASITOSES

Estudos biotecnoldgicos sdo essenciais para o desenvolvimento de novos métodos de
diagnoéstico humano e ambiental, desenvolvimento de vacinas e medicamentos e o emprego
de praticas sustentaveis, como o controle biolégico de parasitos.

As técnicas usuais de diagnéstico, baseadas em microscopia, sao eficazes na detecgdo
de infeccdes humanas para a maioria dos enteroparasitos. No entanto, a necessidade de recurso
humano capacitado e as limitacdes em diagnosticar individuos com baixa carga parasitaria,
suscitam a busca por métodos mais sensiveis. Técnicas com alta sensibilidade, baseadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido descritas, e no geral demandam tempo e
possuem custo elevado para serem aplicadas globalmente (Khurana; Singh; Mewara, 2021).
Dito isto, o desenvolvimento de métodos de rapida execucdo, alta sensibilidade e baixo custo
sdo de grande necessidade. Um exemplo é o desenvolvimento da técnica de LAMP (do inglés
Loop-mediated isothermal amplification), altamente especifica e sensivel sem a necessidade
de equipamentos de alto custo. O método consiste na amplificacdo de regides alvo do DNA
do parasito acoplado a um método de deteccdo colorimétrico. Baseado neste principio, foi
desenvolvido o teste SmartAmp2, capaz de diagnosticar infec¢des por N. americanus, 7.
trichiurae A. lumbricordes (Rashwan et al., 2017).

A deteccdo de parasitos entéricos no ambiente, por sua vez, tem como principais
desafios a baixa concentracdo, a presenca de outros organismos e de contaminantes que
podem interferir na especificidade e sensibilidade do método utilizado (Hassan et al., 2021).
Dentre as recentes inovagoes, destacam-se o uso de aptameros e inteligéncia artificial para a
deteccdo dos parasitos (Waindok et al., 2022). Os aptameros sdo sondas moleculares formadas
por moléculas fita-simples de DNA ou RNA, que formam uma estrutura tridimensional
altamente especifica para o reconhecimento do patdégeno de interesse. Possuem diversas
vantagens quanto ao custo de producdo e estabilidade durante o armazenamento, tornando-
se um método promissor para a deteccdo de parasitos entéricos em escala global (Hassan et
al., 2021). Por outro lado, com o objetivo de diminuir o esforco humano de observacao de
parasitos por microscopia, diferentes algoritmos vém sendo desenvolvidos para a deteccao
automatica de parasitos na microscopia, ja existindo algoritmos capazes de diferenciar sete
espécies de helmintos presentes em diferentes amostras (Waindok et al., 2022).
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Diversos esforcos tém sido realizados visando o desenvolvimento de vacinas para
enteroparasitoses, porém, ainda nao hda uma formulagdo com os critérios necessdrios
para producdo em larga escala e administracdo em humanos. Dentre as buscas recentes
de alternativas vacinais, destaca-se a abordagem realizada por Gazzinelli-Guimaraes e
colaboradores (2021). O grupo utilizou dados de proteoma de 17 espécies de helmintos para
selecionar epitopos imunogénicos compartilhados entre elas. Os resultados dos testes em
camundongos desafiados com A. suum foram promissores, e novos testes serao necessarios
para avaliar seu potencial uso como uma vacina eficaz contra diversas espécies de helmintos.

No contexto de medicamentos, os disponiveis para o tratamento de doencgas parasitdrias
tém sido os mesmos por décadas, resultando na selecdo de parasitos resistentes. Os recursos
para o desenvolvimento de fdrmacos para tratar doencas negligenciadas sao limitados.
Nesse ambito, o reposicionamento de farmacos ja disponiveis tem sido uma estratégia
com economia significativa de tempo e custo (Andrews et al., 2014). As andlises /72 s//ico
podem auxiliar no direcionamento de novos farmacos e no reposicionamento por meio de
bibliotecas de potenciais compostos bioativos e banco de dados. Os bancos de dados como o
Drugbank e PubChem sao muito Uteis, e o 7DR 7argets, além de integrar informacgdes dos dois
Gltimos e apresentar informagdes gendmicas, foi desenvolvido especialmente para doencas
negligenciadas (Andrews et al., 2014). O 7DR 7argels, ao integrar os dados funcionais dos
genes com a bioatividade quimica, por similaridade, identifica alvos de medicamentos com
genes de patdgenos. A disponibilidade de dados gendmicos e protedmicos, juntamente com
os bancos de dados, possibilitam a construcdo de bibliotecas de triagens mais robustas,
direcionadas e baratas para as andlises 777 vstro (Sateriale et al., 2014).

O uso de organismos vivos para o controle biolégico de parasitos tem emergido como
uma prdtica mais sustentdvel e de longa duragdo. Isso é possivel com o uso de organismos
predadores, competidores ou microrganismos que infectam o parasito ou seu hospedeiro
intermedidrio, como no caso da esquistossomose. Dentre as espécies utilizadas, estdo peixes,
moluscos, crustaceos, lesmas, helmintos, fungos, bactérias e virus. Os fungos apresentam
um grande potencial pois, além de serem eficazes na redugao de parasitos e do hospedeiro
invertebrado da esquistossomose, também produzem metabdlitos secundarios que podem
posteriormente ser explorados pela industria quimica (Fonseca et al., 2023).

CONSIDERACOES FINAIS

As parasitoses intestinais sdo um problema de satide que afeta mais de 18% da populagao
mundial, especialmente, populagdes em situacdo de vulnerabilidade socioeconémica.
Iniciativas biotecnolégicas sdo potenciais fontes de inovacao para o controle destas doencas,
o qual envolve a associacao de diversas medidas. A escolha das abordagens deve levar em
conta aspectos ecolégicos e sociais especificos de cada regido. O incentivo por parte de
organizacdes e programas globais é crucial para o desenvolvimento de insumos, métodos e
recursos humanos mais eficientes para fomentar a¢des voltadas para a reducao da morbidade
em regides endémicas.

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



CONFLITO DE INTERESSE
Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a CAPES e FAPESC pelas bolsas de pesquisa de mestrado e doutorado
das autoras de Liz, L. V., Martins, C., Rosar, A. S. e Bastiani, A. P.

REFERENCIAS

Abd-Elmaksoud, S., Abdo, S. M., Gad, M., Hu, A., El-Liethy, M. A, Rizk, N., ... &
Doma, H. S. (2021). Pathogens removal in a sustainable and economic high-rate algal pond
wastewater treatment system. Sustainability, 13(23), 13232. doi: 10.3390/sul32313232

An-Nori, A., El Fels, L., Ezzariai, A., El Hayani, B., El Mejahed, K., El Gharous, M.,
& Hafidi, M. (2021). Effectiveness of helminth egg reduction by solar drying and liming
of sewage sludge. Environmental Science and Pollution Research, 28(11), 14080-14091. doi:
10.1007/s11356-020-11619-w

Andrews, K. T., Fisher, G., & Skinner-Adams, T. S. (2014). Drug repurposing and
human parasitic protozoan diseases. International Journal for Parasitology, Drugs and Drug
Resistance, 4(2), 95-111. doi: 10.1016/}.ijpddr.2014.02.002

Baldursson, S., & Karanis, P. (2011). Waterborne transmission of protozoan parasites:
review of worldwide outbreaks - an update 2004-2010. Water Research, 45(20), 6603-6614.
doi: 10.1016/jwatres.2011.10.013

Basualdo, J., Pezzani, B., De Luca, M., Cérdoba, A., & Apezteguia, M. (2000).
Screening of the municipal water system of La Plata, Argentina, for human intestinal parasites.
International journal of hygiene and environmental health, 203(2), 177-182. doi: 10.1078/s1438-
4639(04)700255

Collick, A. S., Inglis, S., Wright, P., Steenhuis, T. S., & Bowman, D. D. (2007). Inactivation
of Ascaris suum in a biodrying compost system. Journal of environmental quality, 36(5), 1528-
1533. doi: 10.2134/jeq2006.0523

DuPont, H. L., Chappell, C. L., Sterling, C. R., Okhuysen, P. C., Rose, J. B., & Jakubowski,
W. (1995). The infectivity of Cryptosporidium parvum in healthy volunteers. New England
Journal of Medicine, 332(13), 855-859. doi: 10.1056/NEJM199503303321304

Efstratiou, A., Ongerth, J. E. & Karanis, P. (2017). Waterborne transmission of protozoan
parasites: review of worldwide outbreaks-an update 2011-2016. Water Research, 114, 14-22.
doi: 10.1016/jwatres.2017.01.036

El Hayany, B., El Glaoui, G. E. M., Rihanni, M., Ezzariai, A., El Faiz, A., El Gharous, M.,
... & El Fels, L. (2018). Effect of dewatering and composting on helminth eggs removal from
lagooning sludge under semi-arid climate. Environmental Science and Pollution Research,
25(11), 10988-10996. doi: 10.1007/s11356-017-1066-z

EPA. Safe Drinking Water Act (SDWA). 2023. Disponivel em: https://www.epa.gov/

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



sdwa. Acesso em: 15 out. 2023.

Fongaro, G., Kunz, A., Magri, M. E., Schissi, C. D., Viancelli, A., Philippi, L. S., &
Barardi, C. R. M. (2016). Settling and survival profile of enteric pathogens in the swine effluent
for water reuse purpose. International Journal of Hygiene and Environmental Health, 219(8),
883-889. doi: 10.1016/j.ijheh.2016.07.004

Fonseca, J. dos S., Altoé, L. S. C., de Carvalho, L. M., de Freitas Soares, F. E., Braga,
F. R., & de Araujo, J. V. (2023). Nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia to control
parasitic diseases in animals. Applied Microbiology and Biotechnology, 107(12), 1-10. doi:
10.1007/s00253-023-12525-0

Gazzinelli-Guimaraes, A. C., Nogueira, D. S., Amorim, C. C. O., Oliveira, F. M. S.,
Coqueiro-DosSantos, A., Carvalho, S. A. P., ... & Fujiwara, R. T. (2021). ASCVac-1, amulti-peptide
chimeric vaccine, protects mice against Ascaris suum infection. Frontiers in Immunology, 12,
788185. doi: 10.3389/fimmu.2021788185

Goh, S., Reacher, M., Casemore, D. P., Verlander, N. Q., Charlett, A., Chalmers, R.
M., Knowles, M., Pennington, A., Williams, J., Osborn, K., & Richards, S. (2005). Sporadic
cryptosporidiosis decline after membrane filtration of public water supplies, England, 1996-
2002. Emerging Infectious Diseases, 11(2), 251-259. doi: 10.3201/eid1102.040274

Hassan, E. M., Ormeci, B., DeRosa, M. C., Dixon, B. R, Sattar, S. A, & Igbal, A. (2021).
A review of Cryptosporidium spp. and their detection in water. Water Science and Technology,
83(1), 1-25. doi: 10.2166/wst.2020.515

Jasim, S. Y., Saththasivam, J., Loganathan, K., Ogunbiyi, O. O., & Sarp, S. (2016). Reuse
of treated sewage effluent (TSE) in Qatar. Journal of Water Process Engineering, 11, 174-182.
doi: 10.1016/jjwpe.2016.05.003

Jin, L., Zhang, G., & Tian, H. (2014). Current state of sewage treatment in China. Water
research, 66, 85-98. doi: 10.1016/jwatres.2014.08.014

Katz, N. (2018). Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-
helmintoses. Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR): Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Keller, R., Passamani-Franca, R. F., Cassini, S. T., & Goncalves, F. R. (2004). Disinfection
of sludge using lime stabilisation and pasteurisation in a small wastewater treatment plant.
Water science and technology, 50(1), 13-17. doi: 10.2166/wst.2004.0005

Khurana, S., Singh, S., & Mewara, A. (2021). Diagnostic techniques for soil-transmitted
helminths — Recent advances. Research and Reports in Tropical Medicine, 12, 181-196. doi:
10.2147/RRTM.S278140

Mac Kenzie, W. R., Hoxie, N. J., Proctor, M. E., Gradus, M. S., Blair, K. A., Peterson,
D. E., Kazmierczak, J. J., Addiss, D. G., Fox, K. R., & Rose, J. B. (1994). A massive outbreak
in Milwaukee of cryptosporidium infection transmitted through the public water supply. The
New England Journal of Medicine, 331(3), 161-167. doi: 10.1056/NEJM199407213310304

Mun, S., Cho, S.-H., Kim, T.S., Oh, B.-T. & Yoon, J. (2009). Inactivation of Ascaris eggs
in soil by microwave treatment compared to UV and ozone treatment. Chemosphere, 77(2),
285-290. doi: 10.1016/j.chemosphere.2009.07.030

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



Okulewicz, A. (2017). The impact of global climate change on the spread of parasitic
nematodes. Annals of parasitology, 63(1), 15-20. doi: 10.17420/ap630179

Omarova, A., Tussupova, K., Berndtsson, R., Kalishev, M., & Sharapatova, K. (2018).
Protozoan parasites in drinking water: A system approach for improved water, sanitation and
hygiene in developing countries. International journal of environmental research and public
health, 15(3), 495. doi: 10.3390/ijerph15030495

Poglayen, G., Gelati, A., Scala, A., Naitana, S., Musella, V., Nocerino, M., ... &
Habluetzel, A. (2023). Do natural catastrophic events and extreme climatic conditions also
affect parasites?. Parasitology, 15, 137. doi: 10.1017/S0031182023000471

Pozio, E. (2020). How globalization and climate change could affect foodborne parasites.
Experimental Parasitology, 208, 107807. doi: 10.1016/j.exppara.2019.107807

Rashwan, N., Diawara, A., Scott, M. E., & Prichard, R. K. (2017). Isothermal diagnostic
assays for the detection of soil-transmitted helminths based on the SmartAmp2 method.
Parasites & vectors, 10(1), 1-12. doi: 10.1186/s13071-017-2420-1

Rogovski, P., Cadamuro, R. D., Souza, D. S. M., Savi, B. P., Razzzolini, M. T. P,
de Souza Lauretto, M., ... & Fongaro, G. (2022). Animal residues use and application for
sustainable agriculture on one health approach. In New and Future Developments in Microbial
Biotechnology and Bioengineering (pp. 131-158). Elsevier.

Samoraj, M., Mironiuk, M., Izydorczyk, G., Witek-Krowiak, A., Szopa, D., Moustakas,
K., & Chojnacka, K. (2022). The challenges and perspectives for anaerobic digestion of animal
waste and fertilizer application of the digestate. Chemosphere, 295, 133799. doi: 10.1016/j.
chemosphere.2022.133799

Santos, N. M., Silva, V. M. G da, Thé, T. S., Santos, A. B. dos & Souza, T. P. de. (2006)
Contaminacgdo das praias por parasitos caninos de importancia zoonética na orla da parte alta
da cidade de Salvador-BA. Revista das Ciéncias Médicas e Bioldgicas, 5(1), 40-47.

Sateriale, A., Bessoff, K., Sarkar, I. N., & Huston, C. D. (2014). Drug repurposing: mining
protozoan proteomes for targets of known bioactive compounds. Journal of the American
Medical Informatics Association: JAMIA, 21(2), 238-244. doi: 10.1136/amiajnl-2013-001700

Singh, R. P., & Agrawal, M. (2008). Potential benefits and risks of land application of
sewage sludge. Waste management, 28(2), 347358. doi: 10.1016/jwasman.2006.12.010

Sobsey, M. D., Khatib, L. A., Hill, V. R., Alocilja, E., & Pillai, S. (2006). Pathogens in
animal wastes and the impacts of waste management practices on their survival, transport
and fate (pp. 609-666). doi:10.13031/2013.20268

Vasconcelos, M. P. A., Sanchez-Arcila, J. C., Peres, L., de Sousa, P. S. F., dos Santos
Alvarenga, M. A., Castro-Alves, J., ... & Oliveira-Ferreira, J. (2023). Malarial and intestinal
parasitic co-infections in indigenous populations of the Brazilian Amazon rainforest. Journal
of Infection and Public Health, 16(4), 603-610. doi: 10.1016/jjiph.2023.02.012

Vermeulen, L. C., Benders, J., Medema, G., & Hofstra, N. (2017). Global Cryptosporidium
loads from livestock manure. Environmental science & technology, 51(15), 8663-8671. doi:
10.1021/acs.est7b00452

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



Waindok, P., Raulf, M. K., & Strube, C. (2022). Potentials and challenges in the isolation
and detection of ascarid eggs in complex environmental matrices. Food and Waterborne
Parasitology, 28, e00174. doi: 10.1016/j.fawpar.2022.e00174

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



Capitulo 03

Controle de plantas espontaneas mediado pelo
uso de bioherbicidas

DOI: 10.56041/9786599841859-3

CAMARGO, Aline F.

Programa de Pés-graduacao em Biotecnologia e Biociéncias.

Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.
Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/0000-0003-4760-6221

KUBENECK, Simone

Programa de Pés-graduacao em Ciéncia e Tecnologia Ambiental.
Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/0000-00025787-2825

NERLING, Julia P.

Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/0009-0000-15625802

BIENIEK, Caué B.

Laboratério de Agroecologia.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/ 0009-0004-9610-6703

ROMANI, Larissa C.

Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/0009-0001-0228-812X




MOSSI, Altemir J.

Laboratério de Agroecologia.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/0000-0002-7917-450X

FONGARO, Gislaine

Programa de Pés-graduacao em Biotecnologia e Biociéncias.
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.
https://orcid.org/0000-000155963320

TREICHEL, Helen"

Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos.

Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil.
Programa de Pés-graduacdo em Biotecnologia e Biociéncias.

Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.
https://orcid.org/0000-000238103000

‘Autor Correspondente: helentreichelegmail.com



RESUMO

O estabelecimento de metas globais que visam o uso de sistemas de cultivo sustentaveis
juntamente com objetivo de proporcionar o bem-estar do meio ambiente, tornou os insumos
de base biolégica uma alternativa atrativa e bastante procurada nos Gltimos anos. As plantas
espontaneas, também chamadas de plantas daninhas, sdo consideradas um problema nos
sistemas de cultivo, devido a competicdo com a cultura por nutrientes. Sua presenca acarreta
elevadas perdas na colheita, além de causar impactos negativos no ecossistema, por serem
usados os herbicidas sintéticos em seu controle. Diante disso, os herbicidas de base bioldgica
possibilitam o controle destas plantas, sem que haja consequéncias negativas ao meio ambiente.
O uso de microrganismos, como fungos e bactérias, bem como as enzimas produzidas pelos
mesmos, possibilita interacdes na parede celular das plantas espontaneas controlando-as nos
sistemas de cultivo, sem causar impactos negativos aos recursos naturais e a saide humana.
Nesse sentido, este capitulo visa realizar uma revisdo abrangente sobre o uso de bioherbicidas,
discutindo métodos de obtencao e interagao entre bioherbicidas e as plantas alvo, bem como a
andlise de como esses bioprodutos estao atrelados ao contexto de satde Unica.
Palavras-chave: Microrganismos; Cultivo sustentavel, Meio Ambiente; Controle Biol6gico.

USO DE BIOHERBICIDAS NO CONTROLE DE PLANTAS ESPONTANEAS

As plantas espontaneas possuem grande interferéncia no desenvolvimento das culturas,
ocasionando uma reduc¢do drdstica na produtividade, devido a competi¢cdo agressiva com
outras culturas por dgua, luz, nutrientes e espago (Zagonel et al., 2000). Sendo assim, buscam-
se estratégias de controle dessas plantas espontaneas, com o objetivo de inibir ou reduzir
seu desenvolvimento, a fim de chegar a niveis aceitdveis para a convivéncia entre as espécies
envolvidas, sem danos para as mesmas ou prejuizos econdmicos (Sardana et al., 2017).

A agricultura sustentdvel simboliza um dos objetivos primordiais no ambito global.
Assim, a adesdo de prdticas agricolas economicamente vidveis e ecologicamente conscientes
resulta em uma producdo agricola efetiva, e na promocao da estabilidade dos ecossistemas.
Desse modo, aconjunturaatual é caracterizada pelo adventode tecnologiasemergentes, avangos
no controle de invasores vegetais e na utilizacdo de bioherbicidas para a implementagdo do
controle biol6gico de plantas espontaneas. Entretanto, é inegdvel a permanéncia de desafios e
fronteiras que precisam ser superadas para a efetiva implementagao dessa tecnologia. Dentre
esses obstdculos, destacam-se a variabilidade dos hospedeiros, as restrigcdes impostas pelo
ambiente e a necessidade de assegurar a confiabilidade no desenvolvimento das formulacdes,
que sdo questdes cruciais para o caminho da agricultura sustentdvel (Ramesh & Abinaya,
2022).

Os bioherbicidas ou herbicidas biolégicos sdo baseados em principios ativos naturais
como extratos, plantas ou microrganismos patogénicos sendo em muitos casos, fungos
isolados da proépria planta alvo de controle (Bailey et al., 2011; Klaic et al., 2015; Mishra et
al., 2018). Inimeros estudos de bioherbicidas a base de fungos vém sendo desenvolvidos e
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demonstram potencial para aplicagdo em processos de controle biolégico, provocando danos
foliares diminuindo a taxa fotossintética, e consequentemente dificultando e inibindo o seu
crescimento (Bordin et al., 2018; Reichert Junior et al., 2019).

Sem duvida o mercado de produtos fitossanitdrios para a agricultura é de ampla
concorréncia, entretanto os bioherbicidas apresentam pontos positivos fortes, por exemplo:
acdo especifica; dificil aquisicdo de resisténcia pela planta alvo; efetivo em menores doses
quando comparados a herbicidas, ocasionando um menor impacto no ecossistema; por ser um
produto biodegradavel, diminui o risco de contaminagdo ambiental; potencializa o controle
quando aplicado de maneira integrada com outras técnicas de manejo (Ash, 2010).

Apesar de promissor, o uso de bioherbicidas ainda enfrenta muitas limitagoes, dentre
elas estd adificuldade de mensurar os resultados obtidos em condi¢des a campo e a diversidade
genética dos hospedeiros, pois em muitos casos os patégenos de plantas apresentam alta
especificidade, restringindo o uso do microrganismo a apenas uma espécie de planta (Camargo
et al., 2023b; Soltys et al., 2013).

BIOHERBICIDAS: METODOS E OBTENCAO

A obtencdo de bioherbicidas possui diversas etapas para que ao final se tenha um
produto de qualidade, que cause o efeito desejado nas plantas espontaneas e principalmente
que nado agrida o meio ambiente e a satde humana, em especial os agricultores que aplicam
o tratamento nas culturas. Os bioherbicidas de base biol6gica, seguem de maneira resumida
as seguintes etapas de producao: i) escolha do microrganismo; ii) escolha do substrato e
iii) avaliacdo e determinacdo do método fermentativo de obtencdo, conforme o fluxograma
apresentado na Figura 1.

O uso de microrganismos para a obtencao de herbicidas vem sendo bastante explorado
nos ultimos anos, por serem de procedéncia natural e, portanto, possuem um ciclo de vida curto
no meio ambiente diminuindo os impactos negativos, em comparagdo ao uso de agroquimicos
(Bordin et al., 2018, 2021; Camargo et al., 2023b).
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Figura 1 - Etapas envolvidas na producdo de herbicidas de base bioldgica.
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Diante disso, a escolha de microrganismos conhecidos, por serem agentes de controle
biol6gico, sdo ideais para serem utilizados neste processo devido aos seus mecanismos de acao
e a liberacdo de substancias que agem na estrutura das plantas (Adetunji et al., 2019). Dentre
0s microrganismos reconhecidos por possuirem esses mecanismos destaca-se o 7/choderma
Sp., Fusariumsp., Rhizopus stoloniter, e o Phoma armoria(Camargo, et al., 2023a,b; Cavalcante
et al., 2021; Chaves Neto et al., 2021; Portela et al., 2022; Saldana-Mendoza et al., 2023).

A partir da escolha do microrganismo, se tem a etapa de escolha do substrato. E
importante que esse substrato possua componentes que o microrganismo utilize para excretar
substancias como acidos e metabdlitos de interesse, além de fornecer carbono e nitrogénio
para o seu desenvolvimento (Camargo et al., 2023a; Sala et al., 2021). Ha diversos tipos de
substrato que podem ser utilizados, desde solu¢des compostas principalmente por minerais
até biomassas provenientes de residuos ricas em compostos bioativos, acicares, aminodcidos
e proteinas (Matthiensen & Michelon, 2022).

A terceira etapa é a determinagdo do método fermentativo mais adequado. Os processos
fermentativos microbianos podem ocorrer em dois diferentes estados, sélido e submerso.
As fermentacdes em estado sélido recebem destaque por possuirem vantagens econdmicas
no seu processo como o uso de um Unico substrato sélido, sem a necessidade da adicao
de outros componentes quimicos. Além disso, este processo também é considerado viavel
principalmente por reproduzir as condi¢des de crescimento em um ecossistema natural e real.
Neste tipo de fermentacao, para que se tenha éxito na producdo do composto de interesse €
importante controlar algumas varidveis como o teor de umidade do meio e a temperatura do
processo, para que assim o microrganismo utilize o meio fermentativo de maneira eficiente
possibilitando a producao e a excrecao de metabdlitos e substancias que causem o efeito
desejado (Camargo et al., 2023 a,b; Singhania et al., 2009).
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J& a fermentacao submersa é a mais utilizada atualmente devido a sua facilidade de
reproducdo em grande escala. Para que a fermentacdo submersa ocorra de maneira eficiente,
se tem o acompanhamento de diversas varidveis durante sua execuc¢do. A temperatura,
agitacao, pH e teor de oxigénio do meio devem ser monitoradas e ajustadas para que assim o
microrganismo consiga se reproduzir no meio liquido e consequentemente, ter a producdo dos
compostos de interesse (Camargo et al., 2023b; Intasit et al., 2021; Portela et al., 2022; Ulrich
et al., 2021).

FUNCIONALIDADES DOS BIOHERBICIDAS

As mudancgas causadas pelo homem vém impactando cada vez mais o meio ambiente,
e um dos impactos que notamos € a presenca de plantas mais persistentes e resistentes aos
herbicidas tradicionais (Christoffoleti & Lépez-Ovejero, 2003). Neste cendrio, os bioherbicidas
surgem no como uma proposta de menor impacto para a viabilidade das produgdes agricolas,
e ao contrario dos compostos quimicos tradicionais, ele traz diversas funcionalidades e
beneficios pela sua aplicacao.

O poo/enzimatico presente na composicao de um bioherbicida detém grande parte dos
mecanismos de acdo desse composto, dando destaque principalmente a classe de enzimas
que atuam na degradacdo da parede celular das plantas. Enzimas como pectinases, celulases
e ligninases atuam diretamente na parede celular da planta-alvo realizando a sua degradacao,
ja enzimas como proteases, amilases e peptidases atuam diretamente na proteina e membrana
lipidica, facilitando a acdo dos agentes de biocontrole na planta alvo (Cordeau et al., 2016;
Ghorbani et al., 2005). Além destas, as enzimas antioxidantes sdo de extrema importancia
para que haja o efeito fitotéxico na planta alvo, as quais incluem as peroxidases, catalases,
superoxido dismutases e ascorbato peroxidases que atuam na estrutura dos polissacarideos
da parede celular por meio de processos como a peroxidacdo lipidica, criando um ambiente
de estresse e consequentemente resultando em dano foliar (Stefanski et al., 2020; Ulrich et
al., 2021).

Outros metabdlitos como a cumarina e demais compostos fenélicos, tendem a prejudicar
significativamente a germinacdo e o crescimento inicial das plantas, pois ao serem absorvidos
pelas sementes, logo comecam a gerar danos a membrana celular, DNA, mitose, processos
bioquimicos bem como a atividade da amilase, inibindo a germinacao das mesmas. Entretanto,
vale ressaltar que estes compostos ndo afetam os organismos que auxiliam na manutencao
do solo, como é o caso das minhocas (Portela et al., 2022). Desta forma, os metabdlitos
fitotoxicos provenientes de microrganismos, mostram uma potencialidade para bioherbicidas
mais seguros, e que otimizem a producdo e cultivo das culturas vegetais desejadas.

De forma geral, as plantas espontdneas ao serem submetidas a presenca do bioherbicida
rico em enzimas, se encontram em um ambiente de estresse e consequentemente produzem
espécies reativas de oxigénio e que por serem altamente tdxicas, aumentam o estresse
oxidativo da planta e ocasionam danos as proteinas, lipidios carboidratos e DNA, afetando a
producdo de clorofila da planta e causando o surgimento de clorose nas folhas (Hasan et al.,
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2022). Vale ressaltar que por ser um composto de formulagdo diferenciada, sem a presenca
de substancias quimicas nocivas ao meio ambiente e ao agricultor que faz a aplicacdo na
cultura, os seus mecanismos de agdo sao baseados nas atividades fitotoxicas realizadas por
um poo/enzimatico e de metabdlitos excretados pelos microrganismos durante o processo de
obtengao do composto.

BIOHERBICIDAS EM UM CONTEXTO DE SAUDE UNICA

A agricultura convencional baseada em praticas industriais e intensificadas, justificada
pela crescente demanda por alimentos, enfrenta o paradoxo de alimentar uma populacao
em constante crescimento, com recursos finitos e degradados. O emprego de herbicidas
para o aumento da produtividade, pode estar associado a perda da biodiversidade, incitando
desequilibrios entre as interacdes dos ecossistemas (Camargo et al., 2023).

O conceito de Satde Unica (One Health, em inglés) nos auxilia no entendimento das
interacdes entre animais, seres humanos e ambiente, ou seja, fornece uma visao de como
esses ambitos se entrelacam com o intuito de melhorar questdes relacionadas a saide humana.
Para a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO), “Sadde Unica
€ uma forca unificadora para salvaguardar a saide humana e animal, para reduzir ameacas
de doencas e para garantir um abastecimento alimentar seguro através de uma gestao eficaz
e responsdavel dos recursos naturais” (Lombi et al.,, 2019). Essa abordagem é importante
devido a busca por métodos agricolas alternativos, que promovam a seguranca alimentar e a
manutencao sauddvel dos agroecossistemas.

Os sistemas de base agroecolégica oferecem uma alternativa para alcancar a
sustentabilidade e garantir maior seguranca alimentar, através de interacdes biol6gicas naturais
e da resiliéncia socioambiental. Com o uso de bioherbicidas, espera-se restabelecer o equilibrio
da microbiota local, estimulando a biodiversidade do ecossistema, e reduzindo o uso de
insumos agroquimicos nos sistemas produtivos. A baixa toxicidade dos bioherbicidas aliada ao
desenvolvimento da biodiversidade poderao resultar no controle de vetores e na disseminagao
de doencas e patégenos, atuando como uma frente na aplicacdo microbiolégica em satide
Unica. Apesar dos bioherbicidas ainda apresentarem rendimento inferior, se comparado ao
método convencional, eles representam uma alternativa emergente para solucionar questoes
de reducdo da fome e otimizacgdo de recursos naturais, por intermédio da implementacdo de
padroes de producdo e de consumo sustentaveis (Yan et al., 2022).

CONSIDERACOES FINAIS

Os bioherbicidas se tornam uma tecnologia verde, que ao ser aplicada em sistemas
produtivos agroecolégicos, atuam dentro do contexto de economia circular, encerrando
ciclos dentro das propriedades. Com o uso dessa ferramenta biolégica espera-se diminuigdo
de entrada e safda de insumos e do uso de produtos téxicos. Por outro lado, estimulam o
aumento da biodiversidade, estabelecendo ambientes mais sauddveis, tendendo ao equilibrio
ecolégico. Essas acdes impulsionam a possibilidade de diminuir potenciais patégenos, vetores
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de doencas e contaminagdes ambientais. Apresentando-se como uma frente na sadde Unica,
os bioherbicidas estimulam a producdo de alimentos mais sauddveis e diversificados.

REFERENCIAS

Adetunji, C. O., Oloke, J. K., Bello, O. M., Pradeep, M. & Jolly, R. S. (2019). Isolation,
structural elucidation and bioherbicidal activity of an eco-friendly bioactive 2-(hydroxymethyl)
phenol, from Pseudomonas aeruginosa (C1501) and its ecotoxicological evaluation on soil.
Environmental Technology & Innovation, 13, 304-317. https://doi.org/10.1016/].eti.2018.12.006

Ash, G. J. (2010). The science, art and business of successful bioherbicides. Biological
Control, 52(3), 230-240. https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2009.08.007

Bailey, K. L., Pitt, W. M., Falk, S. & Derby, J. (2011). The effects of Phoma macrostoma
on nontarget plant and target weed species. Biological Control, 58(3), 379-386. https://doi.
org/10.1016/j.biocontrol.2011.06.001

Bordin, E. R., Frumi Camargo, A., Rossetto, V., Scapini, T., Modkovski, T. A., Weirich,
S., Carezia, C., Barretta Franceschetti, M., Balem, A., Golunski, S. M., Galon, L., Funghetto
Fuzinatto, C., Reichert Junior, F. W., Fongaro, G., Mossi, A. J. & Treichel, H. (2018). Non-Toxic
Bioherbicides Obtained from Trichoderma koningiopsis Can Be Applied to the Control of
Weeds in Agriculture Crops. Industrial Biotechnology, 14(3), 157-163. https://doi.org/10.1089/
ind.2018.0007

Bordin, E. R., Frumi Camargo, A., Stefanski, F. S., Scapini, T., Bonatto, C., Zanivan,
J., Preczeski, K., Modkovski, T. A., Reichert Janior, F., Mossi, A. J., Fongaro, G., Ramsdorf,
W. A. & Treichel, H. (2021). Current production of bioherbicides: mechanisms of action and
technical and scientific challenges to improve food and environmental security. Biocatalysis
and Biotransformation, 39(5), 346-359. https://doi.org/10.1080/10242422.2020.1833864

Camargo, A. F., Bonatto, C., Scapini, T., Klanovicz, N., Tadioto, V., Cadamuro, R. D.,
Bazoti, S. F., Kubeneck, S., Michelon, W., Reichert Janior, F. W., Mossi, A. J., Alves Junior,
S. L., Fongaro, G. & Treichel, H. (2023b). Fungus-based bioherbicides on circular economy.
Bioprocess and Biosystems Engineering. https://doi.org/10.1007/s00449-023-02926-w

Camargo, A. F., Dalastra, C., Ulrich, A., Scapini, T., Bonatto, C., Klanovicz, N.,
Michelon, W., Lerin, L., Janior, S. L. A., Mossi, A. J., Tramontin, M. A., Bernardi, O., Paudel, S.
R., Fongaro, G. & Treichel, H. (2023a). The bioherbicidal potential of isolated fungi cultivated
in microalgal biomass. Bioprocess and Biosystems Engineering, 46(5), 665-679. https://doi.
org/10.1007/s00449-023-02852-x

Cavalcante, B. D. M., Scapini, T., Camargo, A. F., Ulrich, A., Bonatto, C., Dalastra, C.,
Mossi, A. J., Fongaro, G., Di Piero, R. M. & Treichel, H. (2021). Orange peels and shrimp shell
used in a fermentation process to produce an aqueous extract with bioherbicide potential to
weed control. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 32, 101947. https://doi.org/10.1016/j.
bcab.2021.101947

Chaves Neto, J. R., Nascimento dos Santos, M. S., Mazutti, M. A., Zabot, G. L. &
Tres, M. V. (2021). Phoma dimorpha phytotoxic activity potentialization for bioherbicide

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica @7



production. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 33, 101986. https://doi.org/10.1016/j.
bcab.2021.101986

Christoffoleti, P. J. & Loépez-Ovejero, R. (2003). Principais aspectos da resisténcia
de plantas daninhas ao herbicida glyphosate. Planta Daninha, 21(3), 507-515. https://doi.
org/10.1590/S0100-83582003000300020

Cordeau, S., Triolet, M., Wayman, S., Steinberg, C. & Guillemin, J.-P. (2016). Bioherbicides:
Dead in the water? A review of the existing products for integrated weed management. Crop
Protection, 87, 44-49. https://doi.org/10.1016/j.cropro.2016.04.016

Ghorbani, R, Leifert, C. & Seel, W. (2005). Biological Control of Weeds with Antagonistic
Plant Pathogens (pp. 191-225). https://doi.org/10.1016/S0065-2113(05)860043

Hasan, M., Mokhtar, A. S., Mahmud, K., Berahim, Z., Rosli, A. M., Hamdan, H.,
Motmainna, Mst. & Ahmad-Hamdani, M. S. (2022). Physiological and biochemical responses
of selected weed and crop species to the plant-based bioherbicide WeedLock. Scientific
Reports, 12(1), 19602. https://doi.org/10.1038/s41598-022-24144-2

Intasit, R., Cheirsilp, B., Suyotha, W. & Boonsawang, P. (2021). Synergistic production
of highly active enzymatic cocktails from lignocellulosic palm wastes by sequential solid
state-submerged fermentation and co-cultivation of different filamentous fungi. Biochemical
Engineering Journal, 173, 108086. https://doi.org/10.1016/j.bej.2021.108086

Klaic, R., Kuhn, R. C., Foletto, E. L., Dal Pr4, V., Jacques, R. J. S., Guedes, J. V. C.,
Treichel, H., Mossi, A. J., Oliveira, D., Oliveira, J. V., Jahn, S. L. & Mazutti, M. A. (2015). An
overview regarding bioherbicide and their production methods by fermentation. In Fungal
Biomolecules (pp. 183-199). John Wiley & Sons, Ltd. https://doi.org/10.1002/9781118958308.
chl4

Lombi, E., Donner, E., Dusinska, M. & Wickson, F. (2019). A One Health approach
to managing the applications and implications of nanotechnologies in agriculture. Nature
Nanotechnology, 14(6), 523-531. https://doi.org/10.1038/s41565-019-0460-8

Matthiensen, A. & Michelon, W. (2022). Producao de microalgas em sistema semiaberto:
estrutura e funcionamento de tanques semicirculares (raceway tanks). Embrapa Suinos e Aves.
Comunicado Técnico, 601., 17.

Mishra, R. K., Bohra, A., Kamaal, N., Kumar, K., Gandhi, K., GK, S., Saabale, P. R., SJ,
S.N., Sarma, B. K., Kumar, D., Mishra, M., Srivastava, D. K. & Singh, N. P. (2018). Utilization of
biopesticides as sustainable solutions for management of pests in legume crops: achievements
and prospects. Egyptian Journal of Biological Pest Control, 28(1), 3. https:/doi.org/10.1186/
s41938-017-0004-1

Portela, V. O., Santana, N. A., Balbinot, M. L., Antoniolli, Z. I., de Oliveira Silveira,
A. & Jacques, R. J. S. (2022). Phytotoxicity Optimization of Fungal Metabolites Produced by
Solid and Submerged Fermentation and its Ecotoxicological Effects. Applied Biochemistry
and Biotechnology, 194(7), 2980-3000. https://doi.org/10.1007/s12010-022-03884-x

Ramesh, M. & Abinaya, S. (2022). Synergistic effect of biosurfactant with bioherbicides
and their effectiveness in the management of weeds. In Applications of Biosurfactant in

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica @7



Agriculture (pp. 227-244). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-822921-7.00005-2

Reichert Janior, F. W., Scariot, M. A., Forte, C. T., Pandolfi, L., Dil, J. M., Weirich,
S., Carezia, C., Mulinari, J., Mazutti, M. A., Fongaro, G., Galon, L., Treichel, H. & Mossi,
A. J. (2019). New perspectives for weeds control using autochthonous fungi with selective
bioherbicide potential. Heliyon, 5(5), e01676. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.e01676

Sala, A., Vittone, S., Barrena, R., Sadnchez, A. & Artola, A. (2021). Scanning agro-
industrial wastes as substrates for fungal biopesticide production: Use of Beauveria bassiana
and Trichodermaharzianumin solid-state fermentation. Journal of Environmental Management,
295, 113113. https://doi.org/10.1016/jjenvman.2021.113113

Saldana-Mendoza, S. A., Pacios-Michelena, S., Palacios-Ponce, A. S., Chavez-Gonzalez,
M. L. & Aguilar, C. N. (2023). Trichoderma as a biological control agent: mechanisms of
action, benefits for crops and development of formulations. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, 39(10), 269. https://doi.org/10.1007/s11274-023-03695-0

Sardana, V., Mahajan, G., Jabran, K. & Chauhan, B. S. (2017). Role of competition in
managing weeds: An introduction to the special issue. Crop Protection, 95, 1-7. https://doi.
org/10.1016/j.cropro.2016.09.011

Singhania, R. R., Patel, A. K., Soccol, C. R. & Pandey, A. (2009). Recent advances in solid-
state fermentation. Biochemical Engineering Journal, 44(1), 13-18. https://doi.org/10.1016/j.
bej.2008.10.019

Soltys, D., Krasuska, U., Bogatek, R. & Gniazdowsk, A. (2013). Allelochemicals as
Bioherbicides — Present and Perspectives. In Herbicides - Current Research and Case Studies
in Use. InTech. https://doi.org/10.5772/56185

Stefanski, F. S., Camargo, A. F., Scapini, T., Bonatto, C., Venturin, B., Weirich, S. N.,
Ulkovski, C., Carezia, C., Ulrich, A., Michelon, W., Soares, H. M., Mathiensen, A., Fongaro,
G., Mossi, A. J. & Treichel, H. (2020). Potential Use of Biological Herbicides in a Circular
Economy Context: A Sustainable Approach. Frontiers in Sustainable Food Systems, 4. https://
doi.org/10.3389/fsufs.2020.521102

Ulrich, A., Lerin, L. A., Camargo, A. F., Scapini, T., Diering, N. L., Bonafin, F., Gasparetto,
. G., Confortin, T. C., Sansonovicz, P. F., Fabian, R. L., Reichert Junior, F. W., Treichel, H.,
Miller, C. & Mossi, A. J. (2021). Alternative bioherbicide based on Trichoderma koningiopsis:
Enzymatic characterization and its effect on cucumber plants and soil organism. Biocatalysis
and Agricultural Biotechnology, 36, 102127. https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102127

Yan, Z., Xiong, C., Liu, H. & Singh, B. K. (2022). Sustainable agricultural practices
contribute significantly to One Health. Journal of Sustainable Agriculture and Environment,
1(3), 165—176. https://doi.org/10.1002/sae2.12019

Zagonel, J., Venancio, W. S. & Kunz, R. P. (2000). Efeitos de métodos e épocas de
controle das plantas daninhas na cultura do milho. Planta Daninha, 18(1), 143—150. https://doi.
org/10.1590/S0100-83582000000100014

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica @7



Capitulo 04

Ensaios de citotoxicidade /2 vitro
como alternativa ao uso de animais no
desenvolvimento biotecnologico de produtos
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RESUMO

Muitos experimentos 777 vitro podem ser conduzidos para determinar a inocuidade de
substancias e biomateriais para serem empregados como agentes terapéuticos e cosméticos,
lembrando que estes idealmente ndo podem apresentar citotoxicidade para desempenharem
suas fungdes no organismo humano. Assim, novos farmacos, cosméticos, aditivos alimentares
e biomateriais devem ter seu efeito citotoxico testado antes de serem liberados para uso
humano. Historicamente, estes testes incluiam um grande nimero de experimentacdao em
animais; porém, atualmente ha varios métodos alternativos elaborados pela Organizacdo para
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) que foram reconhecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil. Adicionalmente, a comunidade cientifica internacional
continua se esforcando para seguir o principio dos 3Rs em relacdo ao uso de animais, ao mesmo
tempo que instituicdes publicas e privadas vém alocando recursos humanos e financeiros para
desenvolver novas metodologias /777 v/tro. Deste modo, no presente capitulo serdo abordados os
principais métodos destinados a avaliacdo de citotoxicidade 772 v/izro. Acredita-se que a adogao
destes métodos alternativos possa contribuir para a aceleracdo do processo de avaliacao de
novos produtos, com potencial reducdao de tempo e de custos para que sejam colocados a
disposicdo da populacao.

Palavras-Chave: Biocompatibilidade; Ensaios /72 vizro, 1SO 10993, 3Rs; Biotecnologia

INTRODUCAO

A avaliagdo da citotoxicidade € um passo crucial no desenvolvimento biotecnolégico
de produtos, sendo essencial para garantir a seguranca e eficacia de novas formulacdes. O
desenvolvimento de novos farmacos, cosméticos e biomateriais € um processo complexo
que demanda uma série de avaliagdes rigorosas para obter a aprovacdo regulatéria. Dentro
deste contexto, os ensaios de citotoxicidade /7 vstro emergem como uma técnica de suma
importancia. Estes ensaios sao empregados para a detecgdo de potenciais efeitos toxicos,
tendo como objetivo primordial a avaliagdo da seguranca dos produtos em questdo, em uma
fase inicial do processo de desenvolvimento. Além disso, eles desempenham um papel crucial
na antecipacao e mitigacao de potenciais riscos a satude dos individuos, a0 mesmo tempo em
que asseguram a eficacia destes produtos (Jiang et al., 2022).

Em 1959, William Russel e Rex Bursch publicaram 77%e Principles of Humane
Experimental 1échnigue, e, a partir desta publicacdo, surge o principio dos 3Rs do inglés
Reduction, Refinement e Replacement, o qual visa a protecao do uso de animais na pesquisa
cientifica e nas diferentes etapas de desenvolvimento de produtos. O primeiro principio
referente a redugdo almeja a obtencdo da mesma quantidade de informacgdes utilizando o
menor nimero de animais possiveis; o segundo principio, chamado de refinamento, considera
aredugdo e minimizacao da dor, sofrimento e estresse do animal, aprimorando as técnicas de

manuseios destes animais; enquanto o terceiro principio, a substituicdo, aponta que se deve
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buscar métodos alternativos, sempre que possivel, substituindo por completo a utilizacao
de animais. A substituicdo é atribuida a qualquer método que substitui o uso de vertebrados
conscientes por material ndo sensivel e vem sendo amplamente investigada nas ultimas
décadas, podendo ser subdividida em substituicdo relativa, onde animais sdo utilizados, mas
ndo expostos a nenhum sofrimento, ou absoluta, onde nenhum animal é utilizado em qualquer
fase experimental (Balls, 2002; Doke & Dhawale, 2015).

A utilizagao de culturas de células e de tecidos /72 v/zro, que consistem no crescimento
de células em um ambiente controlado fora do organismo de origem, apresenta uma alternativa
valiosa aos experimentos em animais. Assim, é possivel retirar células e tecidos de diferentes
orgdos e animais, mantendo-os em um meio de crescimento apropriado por periodos que
variam de dias, meses, e até mesmo anos. Adicionalmente, as culturas de células animais 772
vitroenvolvem o isolamento e o crescimento destas em ambientes artificiais, tais como placas
ou frascos de cultura, podendo ser empregadas para diversas finalidades. Assim, a cultura
celular é uma ferramenta com vadrias vantagens, como facilidade de aplicagdao, economia
de tempo e reducao de custos, sendo frequentemente empregada na avaliacao preliminar
da toxicidade e da eficacia de substancias com potencial atividade biotecnolégica (Doke &
Dhawale, 2015).

Diante do exposto, os ensaios de citotoxicidade 777 vs7¢zro representam uma abordagem
promissora e uma alternativa ética e precisa ao uso de animais em experimentos laboratoriais
e, este capitulo, aborda as técnicas mais utilizadas para avaliar a citotoxicidade, trazendo

informacdes detalhadas sobre os ensaios mais relevantes dentro das normativas.

PRINCIPAIS TECNICAS EMPREGADAS PARA AVALIACAO DA CITOTOXICI-
DADE /N VITRO

MTT

Oensaiode MTT (Brometode 3-|4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) introduzido
por Mosmann em 1983, estd entre os ensaios de viabilidade celular mais versdteis e populares
no mundo. Isto devido ao fato de ser um método rdpido, simples, sensivel e com excelente
linearidade em diferentes densidades celulares, sendo possivel realiza-lo em células aderentes
e ndo aderentes (Kumar et al., 2018; Prdbst et al., 2017). Pequenas modificagdes na atividade
metabdlica celular podem resultar em mudancgas substanciais nos resultados do método de
MTT, permitindo a detecgao do estresse celular quando exposto a agentes citotéxicos, mesmo
na auséncia de morte celular (Kumar et al., 2018).

Este ensaio tem como principio a reducdo do sal de tetrazélio, o qual é amarelo e soltvel
em dgua, pelas mitocondrias de células metabolicamente ativas onde ocorre a formacdo de
cristais de formazana que possuem coloracdo roxa e sao insolGveis em dgua (Berridge et al.,
2005; Ghasemi et al., 2021). A intensidade da cor dos cristais de formazana esta diretamente
relacionada a quantidade de células vidveis. Convém ressaltar que, ap6s a dissolu¢do dos
cristais, ocorre a lise celular (Gonzalez & Tarloff, 2001). Consequentemente, a formagdo do
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formazana é interrompida e o ponto final da reagdo é empregado para a avaliacdo da viabilidade
das culturas celulares por meio da medicao da densidade 6ptica.

MTS

O método de MTS (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio) combina todas as caracteristicas de um bom sistema de medicdo em termos de
facilidade de uso, precisdo e rapida indicacdo de toxicidade (Berg et al., 1994). Neste ensaio,
o reagente é reduzido por células viaveis, na presenca de metossulfato de fenazina (PMS) ou
sulfato de etilfenazina (PES), também pelas desidrogenases mitocondriais, gerando cristais de
formazana (Barltrop et al., 1991). O método de MTS surgiu como uma alternativa ao MTT,
contornando alguns problemas que este ultimo apresentava (Buttke et al., 1993). O MTS, assim
como outros reagentes de tetrazélio (XTT e WST), permite a formacdo direta de produtos
soltveis, eliminando a etapa de solubilizacdo dos precipitados intracelulares produzidos pela
conversao do MTT (Ishiyama et al., 1993; Roehm et al., 1991).

Cabe ressaltar que o reagente MTS apresenta carga negativa o que contribui para a
solubilidade no meio de cultura aquoso, porém, tal propriedade limita a sua permeabilidade
celular, sendo assim, é necessdrio a intermediacdao de um aceptor de elétrons, como o PMS
ou PES, conforme ja citado. Isto permite a sua penetracao nas células vidveis e conversao do
tetrazolio no produto soltvel de formazana (Berridge et al., 2005). O uso do MTS também
permite a leitura continua da absorbancia, desde estagios iniciais do experimento (Riss et al.,
2004).

O ensaio MTS é frequentemente descrito como um “ensaio de MTT de um passo”,
o que oferece a facilidade de adicionar o reagente diretamente a cultura de células, sem os
passos intermitentes necessarios no método MTT. A vantagem do MTS em relacdo ao MTT
€ que o primeiro é mais sollvel e ndo téxico, permitindo que as células sejam devolvidas a
cultura para posteriores avaliacdes ou ensaios adicionais. A desvantagem é que ele requer a
presenca de PMS ou PES para uma reducao eficiente (Cory et al., 1991).

Sulforrodamina B (SRB)

O ensaio de citotoxicidade 777 vstro utilizando a Sulforrodamina B (SRB), inicialmente
proposto por Skehanetal.em 1990, representa uma técnicaamplamente empregada na avaliagao
da viabilidade em culturas celulares. O método se baseia na capacidade da Sulforrodamina
B de se ligar a residuos de aminodcidos bdsicos presentes em proteinas celulares fixadas,
permitindo a quantificacdo do conteddo de proteinas celulares e, consequentemente, a
estimativa da quantidade de material celular viavel (Shakil et al., 2022).

O protocolo padrdo para o ensaio de SRB consiste na etapa inicial de tratamento das
células, seguida pela fixacdo das mesmas com dacido tricloroacético (TCA) para assegurar a
preservacdo das protefnas celulares. Posteriormente, a adicdo de Sulforrodamina B resulta na
coloracdo das proteinas celulares, possibilitando a mensuracao subsequente da absorbancia,
a qual reflete a quantidade de Sulforrodamina B ligada e, por conseguinte, o contetido de
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material celular presente na cultura (Vichai & Kirtikara, 2006).

Apesardesuaamplaaplicabilidade eeficiéncianaavaliacdode tratamentosexperimentais
em culturas celulares, é necessdrio destacar que o ensaio de SRB apresenta limitacdes
importantes. A avaliacdo da viabilidade celular é indireta e dependente da quantidade de
material celular ao invés de refletir diretamente a viabilidade celular intrinseca (Shakil et al.,
2022). Além disso, fatores experimentais, incluindo fixacdo inadequada das células, a presenca
de contaminantes ou amostras com coloracdo, podem afetar a ligacao da Sulforrodamina B e,
portanto, distorcer os resultados do ensaio (Vichai & Kirtikara, 2006).

Porém, apesar das limitacdes mencionadas, o ensaio de Sulforrodamina B é uma
ferramenta amplamente empregada na avaliagdo de citotoxicidade 777 vstro, proporcionando

informacdes valiosas sobre a viabilidade celular (Orellana & Kasinski, 2016).
Alamar Blue

O Alamar Blue, também conhecido como resazurina, é um reagente utilizado na
avaliacao da viabilidade celular (Gonzalez & Tarloff, 2001). Além da viabilidade, esta substancia
possui aplicacdes destinadas a analise de apoptose, funcao e controle do ciclo celular em uma
variedade de sistemas biolégicos e ambientais (O’Brien et al., 2000). A resazurina destaca-se
por sua auséncia de toxicidade e capacidade de atravessar as membranas celulares. A utilizacao
deste composto se baseia no fato que, inicialmente, 0 mesmo apresenta uma coloracao azul
desprovida de propriedades fluorescentes (White et al., 1996). No entanto, quando incorporada
nas células, sofre reducao, transformando-se em resorufina, uma substancia de coloracao
vermelha e com notével fluorescéncia (Rampersad, 2012). Esta transicdo de estado, da forma
oxidada para a forma reduzida, oferece flexibilidade nas medicbes, permitindo avaliacdes
quantitativas por meio de leituras colorimétricas e fluorimétricas em dois comprimentos de
onda distintos (Page et al., 1993).

A eficiéncia do ensaio de citotoxicidade empregando a resazurina € influenciada por
diversos fatores incluindo a composicdo do meio de cultura, a capacidade de tampao, o pH, a
densidade celular, a temperatura de incubacdo, as interagdes quimicas entre os componentes
do meio, bem como a concentragdo e o tempo de exposicdo ao composto-teste (O'Brien et al.,
2000). Adicionalmente, é importante conduzir os ensaios em condicdes de auséncia de luz
uma vez que o Alamar Blue é sensivel a luz (Longhin et al., 2022). Além disso, é recomendavel
que as células estejam na fase exponencial de crescimento, uma vez que a intensidade da cor
vermelha reflete a extensao da proliferacao celular (Ansar Ahmed et al., 1994).

Vermelho neutro (VN)

O ensaio de retencao de Vermelho Neutro (VN) tem como fundamento avaliar e
quantificar a capacidade das células vidveis de reter o corante vermelho neutro em seus
lisossomos intracelulares (Repetto et al., 2008; Rodrigues et al., 2023). Apés a lavagem, o
corante é extraido das células utilizando etanol acidificado e a sua concentracdo é determinada
por espectrofotometria (Repetto et al., 2008). Dado que somente as células vidveis possuem
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esta capacidade, a quantidade de corante medida estd diretamente relacionada ao nimero de
células vivas (Rodrigues et al., 2023).

Este ensaio é aplicdvel a uma ampla variedade de linhagens celulares, tanto as
aderentes quanto as ndo aderentes, desde que protocolos estabelecidos sejam estritamente
seguidos (Repetto et al., 2008). O ensaio de captacdo de VN é um procedimento sensivel e de
facil quantificagdo, exigindo menos equipamentos e sendo economicamente mais viavel em
comparagdo aos outros testes de viabilidade amplamente utilizados. Além disso, ele € menos
suscetivel a interferéncias e possui uma sensibilidade superior. No entanto, é importante
observar que, uma vez iniciado, o ensaio deve ser concluido imediatamente, j& que nao é
possivel fixar ou congelar as células tendo em vista que o ensaio se baseia na determinacao do
conteudo total de lisossomos de células vidveis (Repetto et al., 2008).

Lactato desidrogenase (LDH)

O ensaio de liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) é uma técnica amplamente
utilizada para avaliar a citotoxicidade de substdncias em culturas celulares. Ele mede a
liberacao da enzima LDH, que esta presente no citoplasma das células, quando a membrana
celular é danificada, indicando morte celular ou lesdao (Decker & Lohmann-Matthes, 1988). O
ensaio de LDH se baseia na conversao do substrato tetrazélio em um produto colorido soldvel
em agua. A quantidade de produto formado é diretamente proporcional a concentracdo de
LDH liberada no meio de cultura (Decker & Lohmann-Matthes, 1988; P. Kumar et al., 2018;
Parhamifar et al., 2019).

O método de LDH é uma técnica simples e rapida, onde as células em cultura sao
expostas a substancia ou ao farmaco em teste. Apds o periodo de exposicdo, uma aliquota
do meio de cultura é coletada. A reacdo enzimatica € iniciada pela adicdo de substrato e co-
fatores enzimaticos. Apds o tempo de incubacgdo, a reacdo é interrompida e a absorbancia é
medida em um espectrofotdmetro (Kumar et al., 2018; Parhamifar et al., 2019). A absorbancia
medida é diretamente proporcional a quantidade de LDH liberada, ou seja, quanto maior a
absorbancia, maior a citotoxicidade avaliada.

O ensaio de LDH oferece diversos beneficios na avaliacdo da citotoxicidade em culturas
celulares e na pesquisa biotecnolégica. Alguns dos principais beneficios incluem simplicidade
e facilidade de execucao, sensibilidade, reprodutibilidade, avaliacdo quantitativa e baixo custo
(Decker & Lohmann-Matthes, 1988).

Na Figura 1 estdo representadas as principais técnicas empregadas para avaliar a
citotoxicidade de amostras /72 v/tro, enquanto no Quadro 1 é possivel encontrar um compilado
das vantagens e desvantagens das principais técnicas.
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Figura 1 - Principais métodos empregados para avaliagdo da citotoxicidade /7 vitro.
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NAD+ NADH
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O \Diaforesﬁ tetrazélico

A Figura 2 descreve a metodologia resumida das técnicas empregadas para determinagao
da citotoxicidade celular.

Figura 2 - Metodologia resumida das técnicas para determinagao da citotoxicidade 77 vizro.
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Quadro 1 - Vantagens e desvantagens dos principais métodos de avaliacdo de citotoxicidade in vitro.

TECNICA VANTAGENS DESVANTAGENS
i R.apldo. - Causa lise celular.
i Slmples.. - Longo tempo longo de incubacao.
MTT ° [SEIIIEe: - Necessidade de equipamento para leitura.
- Sensivel a mudangas metabdlicas Inclui -
das células. - Incluiu componentes toxicos.
_ Utilizacio em diversos modelos - Compostos-testes podem interferir na rea-
celularesg cao afetando os resultados.
- Rapido.
- Simples.
- Econdmico.
- Alta sensibilidade. - Demanda equipamento para leitura.
MTS - Elevada taxa de reprodutibilidade. |- Ndo fornece informagdes detalhadas sobre
) N os mecanismos de toxicidade.
- Tempo de incubagdo curto.
- Ndo causa lise ou toxicidade celu-
lar.
- Pode ser realizado com culturas
celulares em andamento.
- Avaliacao da viabilidade celular é indireta.
SRB - Heril e pansas ente a5 erapes. | _ presenca de contaminantes ou amostras
- Ndo téxico. com coloracao podem afetar a ligagdo da
Sulforrodamina B.
- Técnica rapida e simples, alta sen- | Falta de especificidade, limitagdes na de-
LDH sibilidade, reprodutibilidade e baixo [teccdo de citotoxicidade, falta de detalhes
custo. sobre mecanismos de agao.
- Nao téxico.
- Alta sensibilidade. - Compostos testes podem interferir na sen-
- Ndo ocorre lise celular. siloikle € fisgnice
Alamar Blue |- Pode ser usado em diferentes mo- ) Der{la}{lda de equipamentos especificos
delos celulares. para feitura.
_E escalonavel - Sensivel a luminosidade.
- Leitura pode ser realizada por meio
de fluorescéncia e/ou absorbancia.
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RESUMO

As leveduras, fungos unicelulares amplamente empregados na indudstria de alimentos e
bebidas, estdo desempenhando um papel cada vez mais relevante na sintese de metabdlitos
naturais para fins biotecnoldgicos. Esses metabdlitos, de natureza diversificada, encontram
aplicacdes em diversos setores, particularmente na drea da saide, e abrangem uma variedade
de moléculas com atividades biol6gicas vantajosas, tais como antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatéria e antineopldsica. Nesse contexto, este capitulo visa explorar as leveduras
que ocorrem naturalmente como produtoras de metabdlitos bioativos, explanando os tipos
de compostos que elas produzem e destacando suas potenciais aplicacdes em beneficio da
satde humana. Também sdo discutidas as abordagens biotecnolégicas mais promissoras para
a producao de metabdlitos terapéuticos a partir de leveduras, que incluem (1) o isolamento
de leveduras e a otimizacdo de processos de fermentacdo e extracdao dos compostos, (2) a
engenharia genética de leveduras para melhorar a producdo desses compostos, e (3) testes
de citotoxicidade e avaliacdo do potencial terapéutico dos metabdlitos de leveduras. Em
sintese, as leveduras desempenham um papel crucial na producdo de metabdlitos naturais
com multiplas propriedades benéficas para a saude, e este capitulo investiga as estratégias e
avancos biotecnolégicos que estdao impulsionando o potencial terapéutico desses compostos.
Palavras-chave: Compostos bioativos; antimicrobianos; antioxidantes; anticancer;
biotecnologia.

INTRODUCAO

Asleveduras tém papel fundamental na histéria da humanidade, sobretudo na produgao
de alimentos e bebidas (Rani et al., 2021). Com o avango da ciéncia, esses microrganismos
encontraram novas aplicacdes na pesquisa genética e na industria farmacéutica, contribuindo
também para a producao de medicamentos e enzimas (Kulagina et al., 2021). No entanto,
para além dessas aplicacdes, as leveduras representam também uma rica fonte de metabdlitos
bioativos — substancias com diversas funcdes biolégicas. Entre esses compostos, alguns
apresentam propriedades antibacterianas, antifungicas, antioxidantes, anti-inflamatorias
e antineopldsicas, o que se traduz em oportunidades para o desenvolvimento de novos
medicamentos, com a perspectiva de maior eficdcia e menores efeitos colaterais em comparagao
as opgoes de tratamento existentes (Rahmat & Kang, 2020). Metabdlitos antibacterianos, por
exemplo, podem assumir uma importancia ainda maior em um cendrio onde o aumento das
cepas bacterianas resistentes a antibidticos se tornou um desafio global (Muccilli & Restuccia,
2015).

Considerando este campo promissor, as secdes a seguir apresentam metabdlitos
produzidos por leveduras que possuem propriedades terapéuticas, bem como os ambientes
naturais dos quais essas leveduras vém sendo isoladas. Ao final, algumas formas de isolar
leveduras e extrairtais compostos, o papel daengenharia genéticano aumento da produtividade
e, ainda, como sdo realizados os testes de citotoxicidade desses metabdlitos também sdo
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abordados.

LEVEDURAS COMO FONTES DE METABOLITOS NATURAIS COM PRO-
PRIEDADES TERAPEUTICAS

As leveduras sdo eucariotos unicelulares encontrados na natureza em diferentes
condicdes de crescimento, incluindo ambientes extremos. Essa caracteristica pode proporcionar
a aplicacdo desses organismos na preservacdo ambiental e em distintos setores da industria.
Além do uso tradicional na fermentacdo de paes e bebidas, as leveduras podem contribuir para
o biocontrole de organismos indesejados (Muccilli & Restuccia, 2015) através da competicdo
por ambiente e nutrientes (Liu et al., 2013) e, entre outros fatores, pela sintese de compostos
que atenuam, e até mesmo impedem, a sobrevivéncia de outros organismos (Schmitt & Breinig,
2006).

Diversas leveduras podem sintetizar, por exemplo, toxinas A7//es; que sdo de grande
aplicabilidade no controle de organismos patogénicos (incluindo organismos resistentes aos
antibiéticos usados atualmente), e na biopreservacdo de alimentos pela acdo antifingica
(Marquinaetal., 2002; Muccilli & Restuccia, 2015). A levedura Pichia kudriavzevii, por exemplo,
secreta a toxina k7//er RY55, que apresenta atividade antibacteriana diante de £scherichia
coll, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeryginosa
e Pseudomonas alcaljgenes (Bajaj et al., 2013). De forma similar, a levedura Prichia anomala
apresenta atividade antifingica, além de poder atuar em processos de biorremediacao (Walker,
2011).

Outra caracteristica importante das leveduras é o metabolismo fermentativo, isto €,
esses organismos podem converter carboidratos em dlcool ou acido, eliminando diéxido de
carbono, para obtencao de energia (Maicas, 2020). Nesse sentido, as leveduras sdo organismos
potenciais para melhoria da nutricdo humana. Brettanomyces claussensi, por exemplo, pode
utilizar a lactose durante o processo fermentativo do leite permeado, gerando produtos com
baixo teor de glicose e ricos em galactose (Rivera Flores et al., 2023). Por meio da capacidade
fermentativa, leveduras podem ser usadas, ainda, na biossintese de produtos naturais que
substituem o actcar, como oligossacarideos (2’-fucosilactose e trealose), alcoois de aglcar
(como eritritol e xilitol), glicosideos (rubusosideos e glicirrizina), além de monossacarideos
raros como D-psicose e D-tagatose (Li et al., 2023).

Microrganismos extreméfilos, adaptados a ambientes de condicdes extremas,
desempenhamum papelcrucial napesquisacientifica, e a Antarticatemsidoumfocoimportante
nesse contexto. Leveduras encontradas no solo ou até mesmo na dgua em regides polares
desenvolveram notdaveis estratégias de sobrevivéncia e tolerancia ao estresse, e demonstram
potencial na producao de novas enzimas e metabdlitos secundarios, como compostos bioativos
(Zucconi et al., 2020). De maneira similar, leveduras isoladas em altas altitudes, expostas
constantemente a radiacdo ultravioleta, desenvolveram como estratégias de sobrevivéncia a
producdo compostos com capacidade fotoprotetora como a micosporina. Leveduras do clado
Erythrobasidium e Tiemellales, por exemplo, isoladas da Patagdnia (Argentina) apresentam
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micosporinas absorventes de ultravioleta (310320 nm) (Libkind et al., 2005). Além disso,
leveduras encontradas em lagos com alta atitude na Antdrtica como (ryplococcus antarcticus,
Rhodotorula laryngis e Exophiala xenobioticatambém sao produtoras de micosporinas (Vaz
et al., 2011).

Algumas leveduras também podem produzir e liberar exopolissacarideos (EPS),
polimerosde carboidratocomalto peso molecularque podem apresentaratividade antioxidante.
Nesse sentido, a cepa Rhodotorula mucilaginosa GOMASI6 demonstrou liberar EPS com
maior atividade antioxidante do que a de biopolimeros como acido hialurénico (Hamidi et al.,
2020). Leveduras isoladas na Ilha Livigston, (ryptococcus laurentiir AL65, Sporobolomyces
salmonicolor AL36, Debaryomyces hanseni, Leucosporidium scottii e Rhodotorula glutinis,
também se mostram produtoras de EPS. Essas leveduras sdao também grandes produtoras
de aminodacidos como leucina, alanina e valina, com aplicagdes em tratamentos médicos
(Rusinova-Videva et al., 2019). O Quadro 1 destaca outros metabdlitos gerados por leveduras,
bem como suas propriedades terapéuticas, evidenciando a diversidade de compostos com
atividade biolégica que podem ser produzidos por esses microrganismos.

Quadro 1 - Exemplos de metabdlitos produzidos por leveduras e suas propriedades terapéuticas

Levedura Composto Propriedade terapéutica Referéncia

Sporobolomyces salmo-
nicolor

Coenzima QI10 e B-caro-

Barreira contra radiacao

(Dimitrova et al., 2010)

5 teno ultravioleta
Cryptococcus laurentii
.. . Kiyama, 2017; Worland
Yarrowia ljpolytica Anti-inflamatoérios, anti- (Kiy et al., 2020)
Terpenos cancerigenos e neuropro- :

Saccharomyces cerevisiae

tetores

(Liang et al., 2021)

Saccharomyces cerevisiae

Hiosciamina e escopola-
mina

Atividade anticolinérgica

(Cardillo et al., 2009)

Saccharomyces cerevisiae

Antocianinas e flavondi-
des

Saccharomyces pasto-
r7anus

Acido gdlico e catequina

Atividade

antioxidante

(Martin-Goémez et al.,
2021)

(Vieira et al., 2016)

Os carotendides — compostos organicos secunddrios, soltveis em gordura e facilmente
encontrados na natureza — também podem ser produzidos por leveduras. Estes compostos
sdo responsdveis pelos pigmentos avermelhados, alaranjados ou amarelados presentes nas
frutas, vegetais e 6leos (Li et al., 2022). Além de sua fungdo como pigmentos naturais, essas
moléculas possuem alta atividade antioxidante, previnem doencgas cardiovasculares e oculares,
sdo capazes de aumentar a imunidade e sdao também a principal fonte de vitamina A (Johra et
al., 2020; Kot et al., 2018; Krinsky & Johnson, 2005).

Apesardosinimerosbeneficiosque oferecem, oscarotendidesndaopodemsersintetizados
pelo corpo humano e, portanto, precisam ser suplementados. Atualmente, mais de 90% dos
carotendides necessdrios em aplicagdes industriais sdo produzidos por métodos quimicos.
Entretanto, a producao quimica poderia ser facilmente substituida por microrganismos (Kot
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et al., 2018; Tang et al., 2019). Nesse sentido, leveduras pigmentadas do género R/odotorula,
além de leveduras da classe Tremellomycetes, como {stofilobasidium infirmomiiatum e
C. capitatum, e outras da classe Microbotryomycetes, como Rhodosporidium babjevae e
Sporobolomyces ruberrimus, sao capazes de produzir carotenéides como [3-caroteno, toruleno
e torularodina, compostos que apresentam fungdes antimicrobianas e antioxidantes, além de
propriedades antitumorais (Burton et al., 2021; Kot et al., 2018; Z. Li et al., 2022).

USO DE METABOLITOS DE LEVEDURAS NO TRATAMENTO DO CANCER

Os estudos sobre compostos produzidos por leveduras com potencial antitumoral estao
em constante evolucao. Alguns compostos, como os 3-D-glucanos, apresentam propriedades
antitumorais promissoras. Estudos iniciais sugerem que os B-D-glucanos — polissacarideos
encontrados em diversas fontes, incluindo algumas leveduras, fungos e cereais, como a cevada
e a aveia — tém propriedades imunomoduladoras e atividade antitumorais, estimulando
o sistema imunolégico, especialmente os macréfagos, na defesa contra o cancer (Abreu et
al., 2015). No entanto, mais pesquisas clinicas sdo necessdrias para confirmar sua eficacia
e seguranca. Além disso, o B-D-glucano pode induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio, resultando na morte celular, embora o mecanismo exato ainda nao sejacompletamente
compreendido (Abreu et al., 2015).

Ainda no contexto de metabdlitos de leveduras com atividade antitumoral, o potencial
terapéutico da enzima L-asparaginase, produzida por leveduras como Candida utilis,
/ssatchenkia orientalis e Rhodotorula glutinis, também é digno de nota (Arima et al., 1972,
Soler, 2016). Essa enzima possui propriedades antitumorais, onde sua acao envolve a hidrélise
da L-asparagina, um aminodcido essencial para o crescimento de certas células tumorais
(Killander et al., 1976). A reducdo da L-asparagina impede a sintese de proteinas, inibindo a
multiplicacdo das células tumorais (Soler, 2016). Essa molécula pode, portanto, ser utilizada
no tratamento de leucemias linfoblasticas agudas e linfomas, geralmente em combinacdo com
outros agentes quimioterdpicos, variando de acordo com o tipo e o estagio do cancer e as
condicdes dos pacientes (EI-Nagga et al., 2014).

ABORDAGENS BIOTECNOLOGICAS PARA PRODUCAO DE METABOLITOS
TERAPEUTICOS A PARTIR DE LEVEDURAS

Como ja visto nas secdes anteriores, a biodiversidade de leveduras existente no planeta
se torna uma fonte de novos produtos ou mesmo de moléculas jé conhecidas, além de auxiliar
na resolucao de problemas ainda ndo resolvidos na medicina atual, e trazer uma forma mais
sustentavel na sintese de farmacos, bem como uma economia que valoriza a importancia
da existéncia da biodiversidade (Tadioto et al., 2023). Para realizar essa bioprospeccao,
sdo necessdrias abordagens integradas que vao desde o isolamento das leveduras até o
escalonamento do produto de interesse, por meio de vdrias técnicas e processos laboratoriais,
farmacolégicos e industriais (Figura 1).
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Figura 1 - Métodos integrados para a bioprospecc¢do de metabdlitos de leveduras: técnicas de coleta seletiva e
isolamento sdo essenciais, juntamente com testes fenotipicos e abordagens 777 s//ico, in vitro, in vivo, e clini-
cas. Uma vez identificados os compostos de interesse, o escalonamento da produgdo requer um conhecimento
aprofundado das variaveis envolvidas, com métodos como o Design de Experimentos (DOE) e biologia molecu-
lar. Podem ser requeridas, ainda, extracoes e purificacdes dos produtos, variando de processos unitarios con-
vencionais a técnicas de cromatografia, dependendo das concentracdes e natureza dos metabdlitos ou proteinas
produzidos.

Prospeccao Escalomnamento

™

Engenharia
genética

E_Produga

Teste clinico Extragdo e purificagdo  Produto final

ISOLAMENTO, PRODUCAO E EXTRACAO DOS METABOLITOS TERAPEU-
TICOS

No contexto da prospeccdao de leveduras naturalmente produtoras de compostos
terapéuticos, inicialmente, é necessdrio isolar essas leveduras do ambiente. Nesse sentido,
devem ser consideradas as caracteristicas adaptativas tanto para a escolha do tipo de amostra,
quanto no processo de isolamento, e € importante a utilizacao de meios e condi¢des de cultivo
seletivos, de modo a propiciar condi¢des que evidenciem as caracteristicas fenotipicas das
linhagens que serdo isoladas (de Souza et al., 2023; Tadioto et al., 2022).

Apés a obtencao das culturas puras, sdo necessdrios testes fenotipicos que avaliem a
capacidade de producao de compostos antitumorais, antibacterianos, virucidas, ou até mesmo
do potencial probiético e nutracéutico dos metabdlitos. Concomitantemente, as abordagens
/n sifico(Atanasov et al., 2021) podem auxiliar na busca de genes que conferem o metabolismo
da producao dos compostos de interesse, no screening de possiveis proteinas e metabdlitos
secunddrios que possam ser aplicadas em testes posteriores 777 vitro, /17 vivoe clinicos, apés o
conhecimento da molécula contendo o principio ativo (Saeidnia et al., 2016).
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Assim que comprovado o potencial terapéutico ou nutricional, o escalonamento para
a producgdo do bioproduto é necessdrio. Em vista da pouca exigéncia das leveduras quanto
as fontes de carbono (Parapouli et al., 2020), é necessdrio conhecer as demais varidveis que
influenciam na maior producao dos metabdlitos e proteinas de interesse a fim de otimizar a
producao. Metodologias como o Design de Experimentos (DOE) (Knight, 2010) e de biologia
molecular auxiliam no aumento da produtividade ou rendimento (Lebozec et al., 2018; Martinez
et al., 2012), assim como facilitam o processo de escalonamento ao auxiliar na compreensao
em nivel bioquimico da reacao de conversdo de substrato em produto.

Por fim, os métodos de extracdao e purificagdo do produto final dependem das
concentracdes de produto geradas, ja compreendidas pelas abordagens prévias descritas nesta
secao. Quando produzida em quantidades maiores, processos unitdrios convencionais podem
ser empregados, como a destilacdo, filtracdo, adsorgdo e separacdo por fase (He et al., 2016;
Ventura et al., 2017). Contudo, como alguns desses metabdlitos ou proteinas sao produzidos
em pequenas quantidades, técnicas de cromatografia se tornam necessdrias para a separacao
e purificacao do produto (Gurramkonda et al., 2010).

PRODUCAO DE METABOLITOS TERAPEUTICOS UTILIZANDO LEVEDU-
RAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

As leveduras tém sido microrganismos valiosos na industria biotecnolégica, servindo
como biofdbricas no desenvolvimento de vérios bioprodutos, principalmente biocombustiveis
e proteinas e, mais recentemente, metabdlitos terapéuticos. O desenvolvimento e o
aperfeicoamento da tecnologia do DNA recombinante e das ferramentas de biologia sintética
vém permitindo a modificacdo genética de varias espécies de leveduras, fornecendo vias
otimizadas para a sintese de diversas moléculas (Wagner & Alper, 2016). Técnicas mais recentes,
como a edicdo de genoma utilizando CRISPR/Cas9, ampliaram ainda mais a engenharia desses
microrganismos, proporcionando modificagdes mais precisas e direcionadas (Jinek et al., 2012;
Raschmanova et al., 2018).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, além de sua histérica aplicacao na
industria de bebidas, alimentos e biocombustiveis, ja é empregada também na producdo de
biofarmacos comerciais, que incluem hormoénios recombinantes, vacinas e anticorpos (Kulagina
et al., 2021). Além disso, pesquisas utilizando 5. cerevisiae recombinantes também exploram
a producdo de compostos naturais com atividade bioativa; metabdlitos, estes, encontrados
em plantas, bactérias, fungos e outras leveduras (Figura 2). Muitas vezes, os organismos
que originalmente sintetizam os compostos bioativos de interesse o fazem com baixo
rendimento ou sdo dificeis de ser empregados na sintese de nivel industrial; é ai que entram as
“fabricas microbianas”, com microrganismos, como 5. cerevisiae, que podem ser manipulados
geneticamente para produzir o composto alvo e que suportam ambientes industriais (Madhavan
et al.,, 2021). Nesse sentido, S. cerevisiae ja foi utilizada como hospedeiro heterélogo para
aumentar a bioproducdo de alcaldides, terpendides e fenilpropandides naturais de plantas,
como o opioide tebaina (Galanie et al., 2015), o triterpeno ginsenosideo Rh2 (Zhuang et al.,
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2017) e o flavondide escutelarina (Liu et al., 2018).

A engenharia genética de leveduras para permitir e/ou aumentar a produgdo compostos
bioativos ndo estd limitada a 5. cerevisiae. Outras leveduras, como Pichia pastorise Yarrowia
/ipolytica, vém ganhando destaque por apresentarem uma capacidade biossintética alta,
conhecimento genético disponivel, e ainda serem capazes de consumir fontes de carbono de
baixo custo, como hidrolisados lignocelulésicos (Patra et al., 2021; Rebello et al., 2018). Além
disso, leveduras naturalmente produtoras de bioativos também tém sido objeto de pesquisas
envolvendo a engenharia genética, como algumas espécies do género Rhodotorula, que podem
acumular carotendides (Lee et al., 2016; Pi et al., 2018). RAodotorula glutinis, por exemplo,
foi modificada geneticamente por Pi e colaboradores (2018) para aumentar a producdo de
B-caroteno, e, simultaneamente, produzir celulases heterélogas, visando a aplicacdo da
levedura em hidrolisados lignocelulésicos no contexto das biorrefinarias.

Figura 2 — Estratégias de engenharia genética para permitir e/ou aumentar a producdo de metabdlitos bioativos
utilizando leveduras.
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Em suma, conforme ilustrado na Figura 2, as atuais ferramentas de engenharia genética
oferecem uma valiosa contribuigdo para a producao de metabdlitos bioativos em leveduras. Isso
pode ser alcangado de duas maneiras principais: possibilitando a producao de compostos de
outros organismos (como plantas, fungos, bactérias e outras leveduras) por meio de expressao
heteréloga e utilizacdo de leveduras como biofdbricas; ou, ainda, permitindo a otimizagao das
vias metabdlicas intrinsecas em leveduras que ja sdo capazes de produzir os compostos de
interesse.
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TESTES DE CITOTOXICIDADE E AVALIACAO DO POTENCIAL TERAPEUTI-
CcO

A bioprospeccdo de metabdlitos secundarios com potencial terapéutico requer uma
triagem inicial que inclui a avaliacdo da citotoxicidade, essencial para identificar moléculas
bioativas (Kulagina et al., 2021; Rahmat & Kang, 2020; Upreti et al., 2022). Esse processo
permite identificar compostos que podem afetar negativamente a viabilidade e a integridade
celular, fornecendo informagdes fundamentais sobre a seguranca e a eficacia de candidatos a
novos produtos farmacéuticos (Madorran et al., 2022; Tabana et al., 2023). Para esse tipo de
avaliacao, sdo utilizados os testes de citotoxicidade, os quais sao procedimentos laboratoriais
delineados para determinar a capacidade de uma substancia em afetar a sobrevivéncia e/ou a
funcdo celular (Garcia-Hernando et al., 2020; Li et al., 2015). Esses ensaios sdo conduzidos em
diversas linhagens celulares e podem envolver uma variedade de parametros, como viabilidade,
proliferacdo, apoptose e genotoxicidade (Banfalvi, 2017; Luan & Honma, 2022; Madorran et
al., 2022).

De maneira geral, os testes citotoxicolégicos podem ser classificados em dois principais
tipos: /n vitroe n vivo(Greco et al., 2020; Hirsch & Schildknecht, 2019). Os testes 772 v/trosao
conduzidos em culturas de células isoladas, permitindo uma andlise controlada e detalhada
dos efeitos da substancia em teste (Chapman et al., 2021; Kitaeva et al., 2020). Entre as técnicas
metodolégicas utilizadas estdo ensaios de sal de tetrazolium (MTT), sulforrodamina B (SRB),
exclusdo do corante azul tripan e a avaliacdo da atividade enzimatica lactato desidrogenase
(LDH) (Coyle et al., 2023; Mani & Swargiary, 2023; Mosmann, 1983; Skehan et al., 1990; Smith
et al., 2011; Vajrabhaya & Korsuwannawong, 2018; Van den Bossche et al., 2020). Os resultados
obtidos nos testes /77 v/tro sdo valiosos para a triagem inicial dos compostos com potenciais
terapéuticos, assim como para a compreensao dos mecanismos subjacentes a toxicidade
celular (Kitaeva et al., 2020; Pan et al., 2020). J4 os testes /7 v/vo envolvem a avaliacdo da
citotoxicidade sistémica, a toxicocinética e a toxicodindmica de substancias em um ambiente
mais complexo, o que implica a administracdao da substancia em organismos vivos, ou seja,
modelos animais de laboratério, como ratos e camundongos (Ahmed et al., 2023; Greco et al.,
2020).

Posteriormente aos testes iniciais, ja na etapa pré-clinica, as substancias promissoras
passam por avaliagdes terapéuticas detalhadas, incluindo a andlise da farmacocinética,
farmacodinamica, eficdcia pré-clinica e toxicologia (Hirsch & Schildknecht, 2019; Salehi et
al., 2019). Esses testes visam determinar a seguranca, eficdcia e potencial toxicidade das
substancias, bem como seus efeitos a longo prazo (Crandon & Nicolau, 2012; Huang et al.,
2019; Shahid et al., 2020; Tanner et al., 2019; Tubau-Juni et al., 2018).

A integracdo dos testes de citotoxicidade e a avaliacdo do potencial terapéutico
desempenham um papel essencial na aplicacdo dos metabdlitos para o avanco das novas
terapias; esses procedimentos fornecem informagdes experienciais para garantir a seguranga e
eficacia de novos compostos, contribuindo para orientar as decisdes na pesquisa farmacéutica
e biomédica (Espindola et al., 2022; Garcia-Hernando et al., 2020). A medida que ocorre a
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progressao no desenvolvimento de terapias mais avangadas e personalizadas, a aplicagdo
dessas técnicas continua sendo fundamental para impulsionar a inovagdo nas areas das

ciéncias da saude.
CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa e a aplicacdo de metabdlitos produzidos por leveduras tém grande potencial
na biotecnologia, com muitos destes compostos apresentando atividades bioldgicas, tais
como antibacteriana, antifiingica, antioxidante, anti-inflamatéria e antineopldsica. Nesse
contexto, estudos que visam aprimorar a producdo e a extracdo desses metabdlitos a partir de
leveduras estdo impulsionando sua aplicabilidade. Ainda neste campo, a engenharia genética
vem permitindo a producdo de metabdlitos especificos por meio das biofdbricas microbianas,
auxiliando no ajuste das vias metabdlicas e da produtividade. No entanto, é crucial a
realizacdo de testes de citotoxicidade e a avaliacdo terapéutica, para garantir a seguranca e
eficacia clinica desses metabdlitos. Em suma, a bioprospeccdo de metabdlitos produzidos
por leveduras desempenha um papel fundamental na descoberta de novos compostos com
atividade biolégica, o que pode ampliar a gama de produtos terapéuticos, incluindo, por
exemplo, compostos para o tratamento de doencas complexas como o cancer.
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RESUMO

Osbacteriéfagos, entidades replicativas dependentes de bactérias, realizam seu ciclo replicativo
dentro dessas células hospedeiras. Desde sua descoberta, a utilizacao dos bacteriéfagos
foi inicialmente incentivada, porém, posteriormente, desestimulado, sobretudo devido a
predominancia do uso e comércio de biocontroladores quimicos. Nos ultimos anos, novas
pesquisas tém demonstrado as aplicacdes biotecnolégicas promissoras dos bacteriéfagos,
particularmente em relacdo ao biocontrole de bactérias patogénicas. A capacidade litica
de certos bacteriéfagos, revela um potencial no biocontrole de bactérias patogénicas em
diferentes matrizes. Por outro lado, a transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre
diferentes grupos bacterianos, mediada por bacteriéfagos com capacidade lisogénica,
enfatiza a necessidade da compreensao acerca dos fagos envolvidos e dos genes de resisténcia
predominantes em diversas matrizes ambientais. A resisténcia bacteriana, quando nao
controlada adequadamente, pode ter repercussdes significativas no ambito de saude Unica,
afetando a saide animal e humana e potencialmente circulando e contaminando o ambiente.
Este capitulo oferece uma andlise aprofundada desses tépicos, destacando aimportancia critica
da pesquisa e aplicacdo responsavel dos bacteriéfagos na busca por solugdes biotecnolégicas.
Palavras-chave: Ferramentas biotecnoldgicas. Biocontrole bacteriano. Genes de resisténcia a
antimicrobianos. Transferéncia horizontal de genes.

INTRODUCAO

Os bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam bactérias, sendo os organismos
mais abundantes do mundo, com aproximadamente 103' particulas existentes. Apesar de sua
descoberta em 1917 por Félix d’Herelle, os bacteriéfagos tém grande potencial em diversas
aplicacdes, como terapia fagica, quebra de biofilmes, transporte de genes, desenvolvimento
de vacinas, biocontrole alimentar e tratamento ambiental (Hussain et al., 2023; Strathdee et
al., 2023).

Abiotecnologiaem constante evolucdo trazinovagdes promissoras, com os bacteriéfagos
se destacando como ferramentas versateis na promocdo da salde Unica, sendo um campo de
amplo interesse para pesquisa e desenvolvimento (Rogovski et al., 2021; Schenberg, 2010).

Assim, os bacteriéfagos podem ser utilizados para o biocontrole de bactérias patogénicas
em infec¢des nosocomiais, podendo ser utilizado em diversas vias e superficies bidticas ou
abidticas, sendo de extrema importancia em situagdes que as terapias convencionais possuem
pouca eficdcia. Além do desenvolvimento de métodos de diagndstico bacteriano, ja que
possuem especificidade e sensibilidade na deteccdao de bactérias patogénicas, agilizando o
diagnosticos e tratamentos eficazes (D’Accolti et al., 2021; Poluri et al., 2021).

Os bacteriéfagos tém potencial na producdo de antigenos e vacinas, na biorremediagao
ambiental para melhorar a qualidade da dgua e do solo, e na regulacdo de microbiomas
humanos e ambientais. Seu extenso potencial destaca a importancia de estudos, abordagens
e regulamentagdes para otimizar sua utilizacao biotecnolégica (Guerin & Hill, 2020).
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Além disso, os bacteriéfagos sdo relevantes na produgdo de antigenos e vacinas mais
especificas, na biorremediacao para melhorar a qualidade da dgua e do solo, e na regulagcdo
dos microbiomas humanos e ambientais. Seu potencial terapéutico se destaca na luta contra
patégenos resistentes a antibiéticos, oferecendo alternativas eficazes de tratamento (Gordillo
Altamirano et al., 2022; Oduor et al., 2020).

Outra aplicacdo promissora envolve o uso de fagos-display, que permite a identificacao
de farmacos peptidicos eficientes, com afinidade e especificidade para alvos especificos,
sendo Uteis no diagndéstico de tumores e doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer (Saw
& Song, 2019; Zhang et al., 2022).

Os bacteriéfagos possuem a capacidade de serem facilmente conjugados ou
geneticamente modificados (Peltomaa et al., 2016). A padronizagao do cultivo e purificagdo de
bacteriéfagos em laboratérios envolvidos na produgdo de bacteriéfagos para a terapia fagica de
acesso expandido pode desempenhar um papel fundamental na reintroducao da terapia fagica
na medicina ocidental (Luong et al., 2020). No entanto, o uso de bacteriéfagos no controle
de doencas demanda um conhecimento minucioso de sua composicdo genética, devido a
necessidade de compreender a estrutura gendmica dos bacteriéfagos, o que é essencial para
garantir sua eficdcia terapéutica e evitar potenciais efeitos adversos (Castillo & Middelboe,
2016).

Bactérias resistentes encontradas em reservatérios humanos, animais e ambientes tém
o potencial de se espalhar local e globalmente. O resistoma, que representa a colecdo de
genes de resisténcia antimicrobiana (ARGs) em um ambiente especifico, desempenha um
papel crucial na disseminacdo da resisténcia. Muitos estudos se concentraram em patégenos
altamente resistentes a medicamentos, como K/ebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
outros, que foram identificados em diferentes reservatérios microbianos. A disseminagdo da
resisténcia pode ocorrer de vdrias maneiras, incluindo a transmissdo de ARGs em diferentes
matrizes. Animais de produgdo também desempenham um papel na disseminacao de ARGs,
principalmente devido ao uso de antibiéticos na agricultura. Ambientes poluidos, como aqueles
contaminados com metais pesados, também contribuem para a resisténcia antimicrobiana.
A interacdo entre diferentes ambientes, como hospitais e esta¢cdes de tratamento de dguas
residuais, é crucial na disseminacdo de ARGs. Portanto, a compreensdo dessas dinamicas é
essencial na gestdo da resisténcia antimicrobiana, considerando a abordagem de Sadde Unica,
com os bacteriéfagos desempenhando um papel fundamental na distribuicdo de genes de
resisténcia entre diferentes grupos bacterianos e ambientes, afetando potencialmente a satde
humana e animal (Despotovic et al., 2023; Ngoi et al., 2021).

Este capitulo consiste em uma revisao abrangente da literatura, abordando o papel da
bioprospeccdo de bacteriéfagos, explorando suas interagdes no contexto do controle efetivo

de microrganismos e no desenvolvimento da resisténcia bacteriana.
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ATIVIDADES BIOTECNOLOGICAS DE BACTERIOFAGOS EM BIOCONTRO-
LE

Os bacteriéfagos tém grande potencial biotecnolégico, em grande parte devido a
sua notavel especificidade na infeccdo de patdgenos bacterianos. Caracteristicas adicionais
como coevolugcdo com os hospedeiros, onde esses ajudam a preservar linhagens bacterianas,
enquanto fagos resistentes ameacam essas novas cepas bacterianas evidenciam esse potencial
(Labrie et al., 2010). Os fagos também possuem enzimas capazes de remover componentes
importantes e fatores de viruléncia das paredes celulares bacterianas (Klumpp et al., 2023).

O potencial biotecnolégico dos fagos é observado a partir destas caracteristicas do
seu mecanismo de acdo frente as bactérias hospedeiras. Neste sentido, a adsor¢do a bactéria
é um dos eventos mais bem estudados, ja que existem proteinas especificas originadas da
cauda dos fagos que se ligam aos receptores presentes nas células bacterianas, denominadas
Recepror Binding Proteins (RBPs), identificadas como fibras da cauda (TFs) ou espiculas da
cauda (TSPs) (Klumpp et al., 2023).

Inicialmente, a adsorcao do fago ocorre através da ligacdo da RBP ao receptor bacteriano
por um processo reversivel. Como exemplo, o fago Enterobacteria T4 utiliza sua proteina de
fibra da cauda denominada gp37, a qual tem sua conformacdo modificada para se ligar aos
receptores da superficie bacteriana de £scherichia coli. Na segunda etapa, a ligacdo passa a
ser irreversivel, onde para o fago T4, a proteina gpl2 liga-se aos lipopolissacarideos da parede
celular de £ co/ie a contracdo da cauda injeta o material genético viral (Elois et al., 2023).

A aplicacdo dos fagos demonstra potencial em uma variedade de areas, destacando-se
os setores alimentar, agricola e clinico, conforme sera detalhadamente explorado nas secdes
subsequentes e ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Potenciais aplicacdes de bacteriéfagos em biocontrole, nos setores de industria agricola, alimenticia e
na clinica humana e veterindria.
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Alimentos
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A atividade antibacteriana inerente aos bacteri6fagos é aplicada no controle da
contaminacdo bacteriana em cultivos alimentares, superficies (fomites), plantas, dgua e
em diversas outras areas (Bai et al., 2016; Jensen et al., 2015; Jones et al., 2007; Jun et al.,
2016). Devido a crescente preocupagdo com a seguranca alimentar e o desenvolvimento de
resisténcia aos antibidticos, os bacteriéfagos estao se tornando cada vez mais uma opgao
vidvel na preservacao de alimentos (Kumar et al., 2020).

Com base nisso, diversos produtos baseados em bacteriéfagos tém recebido aprovacao
na inddstria de alimentos. Entre esses produtos estdo o ListShield (Intralytix, Inc., Baltimore,
MD, EUA), EcoShield (Intralytix), Listex P100 (Micreos Food Safety, Wageningen, Paises Baixos)
e SalmoFresh (Intralytix). Estes, consistem em coquetéis de bacteriéfagos ou bacteriéfagos
de espécies individuais que visam bactérias especificas, como Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7, L. monocytogenes e Salmonella sp., respectivamente (Sharma,
2013). Tais produtos a base de fagos sdo destinados a aplicacdo direta em alimentos, em
especial queijos e carnes, devido aos riscos minimos a satde humana associados ao produto
e efetividade como controladores de infeccao bacteriana nos produtos (Sharma, 2013).

O reconhecimento da eficécia do uso de bacteriéfagos como biocontroladores rendeu-
lhes a possibilidade de aplicacdo em outros setores da industria, como a agricultura. Assim,
jd sdo encontrados produtos disponiveis comercialmente, como formulacdes da Agriphage
para infeccdes de Xanthomonas campestris em tomates, CUSTUS®YRS para o controle de
Yersinia ruckersna aquicultura, Biolyse®-PB para FPectobacterium sp. em batatas e Staphage
Lysate (SPL)® para infeccdes de Staphy/ococcus aureus em caes (Liu et al., 2022; Obradovic
et al., 2005; Solomon et al., 2016; Wagemans et al., 2022). No entanto, a disponibilidade e
aprovacao desses produtos variam conforme as regulamentagdes de cada pais, o que significa
que seu uso como agentes de biocontrole reconhecidos pode ndo necessariamente resultar em
aprovagao para comercializacao em todas as nacdes.

Além do uso de bacteriéfagos integros, o uso de endolisinas provenientes dos mesmos
pode ser aplicado no controle de espécies bacterianas inibindo o crescimento bacteriano, tém
apresentado resultados promissores na preservagdo de (Garcia et al., 2010; H. Zhang et al.,
2012). O uso de endolisinas possui vantagens em relacdo ao uso de bacteriéfagos integros,
como a dificuldade da regulagao de produtos a base de virus, potencial transferéncia de genes
de resisténcia bacteriana, incertezas da atuacao do sistema imune no produto e potencial
adaptacao bacteriana ao produto (Murray et al., 2021). Além disso, bactérias possuem maior
dificuldade de adquirir resisténcia a endolisinas, jd que estas atuam em alvos conservados do
envoltério bacteriano (Fischetti, 2010). As endolisinas, tém capacidade de hidrolizar a parede
bacteriana, facilitando a exposi¢do do virus no interior bacteriano, assim como holinas (/#o//n
protern), enzimas que realizam a formagao de poros na membrana (Drulis-Kawa et al., 2012;
Fan et al., 2013).

Porém, endolisinas possuem desvantagens em relacdo a caracteristica proteica desses
compostos, como baixa estabilidade a proteases e sensibilidade a alteracdes de pH (Murray et
al., 2021). Apesar de contrapontos da farmacocinética, produtos a base de endolisinas ja sao
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aprovados e comercializados para o biocontrole de infecgdes bacterianas, como Staphefekt™
(Micreos), produto a base de gel ou pomada contendo endolisinas de fagos contra infeccdes
de Staphylococcus aureus (Totté et al., 2017).

O uso de bacteriéfagos como agentes terapéuticos para tratar infec¢des bacterianas
iniciou imediatamente ap6s a descoberta dos fagos em 1915 por Twork e 1917 por d’Herelle e
ganhou destaque nas primeiras décadas do século XX, mas gradualmente perdeu visibilidade
com o advento dos antibiéticos, especialmente a penicilina, até meados dos anos 40 (Egido et
al., 2022). Por muitas décadas, a crenga predominante era que os antibiéticos eram preferiveis
devido a sua capacidade de acdo de amplo espectro, uma perspectiva que recebeu o respaldo
das inddstrias farmacéuticas, visto que criar um Unico produto eficaz contra multiplos
patégenos infecciosos era considerado vantajoso (Murray et al., 2021).

Porém, atualmente, com o crescente desafio da resisténcia bacteriana a antibiéticos
devido a mutagdes adquiridas por meio da transferéncia de genes, como a transducao e
conjugacao, e o papel de elementos genéticos méveis, o uso de bacteriéfagos no tratamento
de infeccdes ganhou destaque novamente (Aranaga et al., 2022).

Atualmente, um grupo de bactérias multirresistentes tém sido popularmente designado
como ESKAPE e engloba os microrganismos £nterococcus /aecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp.. Dessa forma, o uso de bacteriéfagos poderia fornecer um efeito sinérgico aos tratamentos
com antibidticos existentes para combater infeccdes desses patégenos (Moelling et al., 2018).

Bacteriéfagos tém sido usados no tratamento de infeccdes, incluindo aquelas causadas
por patégenos resistentes como Pseuvdomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. No entanto,
os resultados variam em ensaios clinicos, e existem desafios, como a potencial liberagdo de
toxinas bacterianas ap6s a lise do patégeno e a falta de conhecimento sobre a diversidade dos
bacteriéfagos, sua seguranga e critérios de selecao adequados (Elois et al., 2023).

Com base na crescente utilizacdo dos bacteriéfagos para biocontrole nas dreas
anteriormente apresentadas no capitulo, surge anecessidade do desenvolvimento de legislacdes
para controle e qualidade dos bioprodutos. Geralmente, as regulamentagdes variam conforme
o pafs e a finalidade do produto, sendo majoritariamente relacionadas a seguranca alimentar
e a protecdo da satide humana (Q. Yang et al., 2023).

Em casos de bioprodutos relacionados a drea alimentar, as agéncias regulatérias, como
a food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos ou a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) na Unido Europeia, realizam esse tipo de regulamentagao
(Sharma, 2013). A terapia fagica foi regulamentada como medicamento pela Agéncia Europeia
de Medicamentos em 2011, em paises como Reino Unido, Franga e Bélgica; enquanto no caso
da China, por exemplo, ocorre um processo de formacao da regulamentacdo com base em
tratamentos com regulamentacdes semelhantes, como aqueles relacionados a vacinas com
vetores virais (Q. Yang et al., 2023).

Dessa forma, com base na crescente utilizacdo dos fagos, incluindo a terapia fagica
frente infeccdes por bactérias multirresistentes, o desenvolvimento de regulamentagdes
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prezando a bioética é imprescindivel para manter a seguranca, equidade, transparéncia e
protecao do meio ambiente, dos seres humanos e outros animais (Broncano-Lavado et al.,
2021).

RESISTENCIA BACTERIANA E TRANSFERENCIA HORIZONTAL CARREADA
POR FAGOS NO AMBITO DE SAUDE UNICA

Estima-se que cerca de 75% das doencgas infecciosas humanas que emergiram ou re-
emergiram nas Ultimas décadas sdo zoondticas, ou seja, tiveram sua origem nos animais
(McEwen & Collignon, 2018). O compartilhamento de doencas infecciosas entre humanos,
animais e o ambiente impulsionou a colaboragdo na busca da satde ideal para todos (Collignon,
2012). Baseado no conceito que a satide humana é também a sadde animal e ambiental, a
Satide Unica apresenta-se como uma abordagem interdisciplinar que reconhece a interconexao
entre essas areas e busca promover a prevencao e o controle de doenca (McEwen & Collignon,
2018; Zinsstag et al., 2012).

Doencas zoonéticas podem ser causadas por vérios agentes, incluindo virus, bactérias,
parasitas e fungos. Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas podem ser zoondéticas (Rahman
et al., 2020). O uso de antibiéticos tem sido uma estratégia fundamental ao longo das décadas
para o tratamento e controle de infeccdes bacterianas (Kittler et al., 2017).

A descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, no inicio do século XX foi por
muito tempo pensada como a solucdo para o combate as doencas bacterianas na sociedade
(Fleming, 1980). A descoberta do DNA como cédigo genético teve um impacto significativo
na comunidade cientifica. As variacdes genéticas nas populacdes, resultado de mutacdes,
permitem que certos individuos ou cepas sobrevivam as mudangas ambientais. A introducao
de antibidticos nas populacdes bacterianas aumenta a frequéncia de genes de resisténcia e a
aptidao biolégica (Kaplan, 2014).

Bactérias podem adquirir material genético por transferéncia horizontal, gerando novas
variantes. Isso ocorre por transformacao, conjugacao ou transducao, na qual um bacteriéfago
transfere DNA ndo viral entre células hospedeiras bacterianas (Borodovich et al., 2022; von
Wintersdorff et al., 2016).

Os bacteriofagos desempenham um papel importante na evolucdo e patogénese
bacteriana, transferindo material genético entre diferentes cepas ou espécies bacterianas,
por meio da transferéncia de material genético entre distintas cepas ou espécies bacterianas
(Brissow et al.,, 2004; Canchaya et al.,, 2003). Apd6s a infeccdo de um hospedeiro, os
bacteridfagos temperados apresentam a capacidade de integrar-se ao cromossomo do
hospedeiro, permanecendo na forma de profagos até que sejam reativados sob condi¢bes
especificas. Profagos que abrigam genes responsaveis pela codificacdo de toxinas e outros
fatores de viruléncia tém a capacidade de induzir a chamada conversao lisogénica, que se
configura como o meio mais evidente de contribuicdo para a patogénese bacteriana (Meng et
al., 2022; Penadés et al., 2015)

A resisténcia antimicrobiana é um importante problema de saide e o seu surgimento
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e propagacao sao o resultado de uma interacdao complexa de mdltiplos fatores interligados.

Nesse contexto, diversos estudos foram conduzidos com o intuito de analisar o genoma de

fagos isolados a partir de distintas matrizes (Quadro 1). Tais pesquisas evidenciaram que o
papel dos bacteriéfagos na disseminagdo de genes de resisténcia.

Quadro 1 - Genes de resisténcia a antimicrobianos veiculados por fagos em diferentes espécies bacterianas e

matrizes.

Genes de resisténcia

Bactérias hospedeiras

Matriz

Referéncia

Genes de resisténcia a betalacta-
micos (blaTEM, blaCTX-M9)

Escherichia coli

mecA

Staphylococcus aureus

Esgoto urbano e
amostras de rio

(Colomer-Lluch,
Jofre, et al., 2011)

Genes de resisténcia a betalac-
tamicos (blaTEM, blaOXA-I,

Escherichia colr

Amostras fecais

(Al-Mustapha et

Genes de resisténcia a sulfonami-
das (sull, sul2)

vanA

tetM

ntll

blaCTX-M-1, blaCTX-M3, blaCTX- coletadas de aves al., 2023)
-M-15, blaCTX-M-I4)
Genes de resisténcia a aminogli-
cosideos (@ac®)-1b-cr, aph(3)-
-/11a)
blaCTX-M
Genes de resisténcia a macroli-
deos (ermB, ermF) o
- Amostras fecais
oR de granjas de (Y. Yang et al
mer-1 N/A frangos de corte : 2020) v
e galinhas poe-
qgnr§ deiras

(Colomer-Lluch, Imamovic, et al.,
2011)

mecA

Escherichia coli

Residuos fecais
de suinos, aves e
bovinos

(Colomer-Lluch et
al., 2011)

Genes de resisténcia a tetracicli-

nas (tetd4), tet(M), tet(W), tet(y).

tet(Q), tet(O), tet(36), tet(40), te-

HG), tel(C), tet(32), tet(X), tetA(P),
tet(A), tet(H))

Genes de resisténcia a amino-
glicosideos @ph(3)-111, aadA6,
aadAl, ant6)-1a, aadE, aac(6’)-11a,
StrB, aac6’)aph2”), strA, aadA5,
ant@©)lb, aadA8b, aadAl7, aph(3’)-
lc)

N/A

Aguas residuais

(Wang et al., 2018)
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Genes de resisténcia a macroli-
deos (mef(A), mel(B), erm(F),
msr(D), Inu(C), Inu(B), ere(A),

erm(B), erm(G), srm(B), erm(42),
car(A), erm(X), msr(E), Inu(F))

Genes de resisténcia a fenicois
(tIoR, cat, optrA, catQ, cmiAl,
cmx, catB3, fexA, cml, catBS,
catP, cfr, catB2, cat(pCl94),
catA2)

Genes de resisténcia a sulfonami-
das (sull, sul2, sul3)

qnrs

blaSHV

Escherichia coli

Estagbes de tra-
tamento de dguas
residuais

(Marti et al., 2014)

Genes de resisténcia a tetracicli-
nas (tetA , tetW)

Genes de resisténcia a betalacta-

Bacillus spp., Aero-

monas hydrophila,

Escherichia coli, Pseu-

domonas spp., Ste-

notrophomonas spp.,

Solo, dgua, cama
de aves, esgoto,

(Anand et al.,
2016)

Salmonella Gallinarum, lagoa

micos (blaOXA-2, blaTEM) / / )
Shigella sonnei e Citro-

bacter sedlakii
tet(A)
aphAl
P Escherichia coli Carne de frango (Shousha et al.,
blaTEM 2015)
floR

A natureza ecoldgica da resisténcia antimicrobiana é um reflexo e uma consequéncia
da interconectividade e da diversidade da vida no planeta (Robinson et al., 2016). Portanto,
qualquer medida para combater esse problema precisa considerar ndo apenas a saide humana
e animal, mas também o meio ambiente. A abordagem conhecida como Saude Unica, oriunda
do inglés One Health, reconhece as interconexdes estabelecidas entre meio ambiente, bem
como da saide humana e animal e, portanto, se torna crucial para o enfrentamento da
resisténcia antimicrobiana (Ryu et al., 2017).

As estratégias de mitigacdo voltadas as resisténcias antimicrobianas e ancoradas na
abordagem de Satde Unica foram desenvolvidas pela OMS e outras agéncias internacionais
como a FAO (Organizacgdo para a Alimentacdo e Agricultura) e a OIE (Organizacdao Mundial
da Saide Animal), juntamente com outros paises (WHO, 2015). Dentre estas estratégias, esta
o fortalecimento dos conhecimentos e evidéncias por meio de vigilancia e pesquisa que se
alinha integralmente com os trabalhos que buscam avaliar o papel dos fagos e a transferéncia
horizontal de genes. Conforme discutido acima, a HGT mediada por fagos desempenha um
papel crucial na disseminacao de genes de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas.
Portanto, a vigilancia e a investigacdo desses eventos sdo essenciais para identificacao
e prevencdo da resisténcia antimicrobiana. Além de permitir a identificacdo de padrdes
emergentes de resisténcia antimicrobiana relevantes para humanos e animais, a vigilancia
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auxilia na avaliacdo da eficdcia das estratégias adotadas para controlar esse problema (McEwen
& Collignon, 2018).
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RESUMO

A universalizacdo da vacinacao constitui uma das politicas de saude publica mais bem-
sucedidas da histéria da humanidade, diminuindo sobremaneira a incidéncia, a morbidade e
a mortalidade de doencas imunopreveniveis. Para tanto, a primeira geracdo de imunizantes
se baseou na atenuacdo ou inativacdo do respectivo patégeno-alvo para induzir uma resposta
imune protetora. Tal abordagem possui a desvantagem de demandar o cultivo e propagacado /7
vitro do agente infeccioso em laboratérios de elevado nivel de biosseguranca e complexidade
operacional. Alternativamente, avancos na darea da biotecnologia vém possibilitando o
desenvolvimento de novas vacinas por meio da integracdo das ciéncias 6micas, permitindo uma
maior compreensdo a nivel molecular da fisiologia do patégeno-alvo. Diante desse panorama,
a vacinologia reversa emerge como uma abordagem promissora ao prospectar antigenos sem
a necessidade do cultivo 77 vizro de patdgenos, utilizando ferramentas computacionais para
o reconhecimento e triagem de potenciais alvos vacinais. O presente capitulo ird transcorrer
sobre as principais etapas aplicadas na vacinologia reversa, suas limitacdes e as perspectivas
de avancgo para as préximas décadas.

Palavras-chave: Vacinas; Bioinformatica; Imunoinformatica; Biologia computacional.

INTRODUCAO

Ao longo da histéria da humanidade, doengas infecciosas moldaram profundamente
a formacdo de sociedades e culturas. A medida que a populacdo mundial se expandiu em
tamanho e complexidade, a disseminacdo dessas doengas promoveu impacto direto sobre
a expectativa de vida, fundamentando a necessidade de uma maior compreensdo acerca
de sua etiologia, profilaxia e tratamento (Excler et al., 2021; Friedler, 2020; World Health
Organization, 2012; lacono; Nichols 2017). A Teoria Microbiana das Doengas emergiu nesse
contexto como um marco notavel ao determinar o papel patogénico dos microrganismos, além
de fomentar o surgimento de praticas assépticas, promover o saneamento e estruturar bases
tedricas para o desenvolvimento de outras ferramentas profilaticas, como as vacinas (The
Lancet, 2022; Riedel, 2005).

Vacinas integram uma gama de bioprodutos capazes de induzir uma resposta imune
protetora frente a um agente infeccioso, estabelecendo uma defesa duradoura, capaz de
prevenir ainstauracdo de determinadas doencas infecciosas em caso de exposicdo subsequente
ao respectivo patégeno (Khan et al., 2022a). A capilarizagao da vacinagdao como estratégia de
saude publica contou com a seminal contribuicdo de Edward Jenner, que imunizou o primeiro
individuo contra a variola humana a partir do fluido obtido de lesdes cutaneas ocasionadas pelo
virus da variola bovina. Devido a sua origem, a etimologia do termo vacina deriva da palavra
latina “vaccd’, cujo significado se refere ao Iéxico “vaca” na lingua portuguesa. O sucesso
dos programas de vacinagdo frente a varfola humana resultou em 1980 na sua erradicacao,
conforme anunciado pela Organizagdao Mundial da Saide (Depelsenaire et al., 2017; World
Health Organization, 1980).
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Para tal finalidade, a vacinologia cldssica empregou a inativagdo e atenuagdo de
patégenos como pilar basilar no desenvolvimento de imunizantes. Essas abordagens
contribuiram substancialmente no controle do sarampo, poliomielite, caxumba, rubéola,
difteria, raiva e coqueluche (Rodrigues; Plotkin, 2020; Kallerup; Foged, 2014). Destaca-se como
vantagens dessa plataforma vacinal o seu baixo custo de producdo e sua elevada efetividade.
No entanto, algumas limitacdes inerentes ao seu processo produtivo constituem um desafio
em situagdes que envolvam uma alta demanda por determinados imunizantes, como diante
da pandemia ocasionada pelo virus SARS-CoV-2 (Abu-Raya et al., 2020). Nesse cendrio, faz-se
necessario estabelecer plantas industriais com elevado nivel de biosseguranca e complexidade
operacional para o cultivo e propagacgdo viral, objetivando a producao de vacinas inativadas.
No que se refere a producao de vacinas atenuadas, € imperativo um amplo sistema de controle
de qualidade para certificar a sua seguranga e garantir que o virus ndo apresente reativagao
apo6s sua administracao em seres humanos (Van Riel; De Wit, 2020; Stauffer et al., 2006; Abu-
Raya et al., 2020).

Em paralelo aos ultimos avancos no ambito da biologia molecular e da bioinformadtica,
novas plataformas vacinais vém sendo desenvolvidas, como é o caso das vacinas feitas de
acidos nucléicos ou baseadas em peptideos recombinantes (Braz et al., 2014; Diniz; Ferreira,
2010). Tais estratégias possibilitaram a ascensao de um novo paradigma para o desenvolvimento
de imunizantes: a vacinologia reversa. Essa abordagem visa utilizar dados genémicos, através
de simulacdes computacionais (/72 s7//co), na triagem de potenciais alvos vacinais, como por
exemplo, fatores de viruléncia e proteinas de superficie do patégeno-alvo (Figura 1). Em
contraposicdo com a vacinologia tradicional, a vacinologia reversa ndo necessita da expansao
e do cultivo do patégeno-alvo e apresenta como vantagens a aceleracdo do processo de
pesquisa e desenvolvimento de vacinas, personalizacao de antigenos, assim como a redugao
de efeitos adversos relacionados a esses imunizantes (Nandy; Basask, 2019; He, 2015; Tselis,
2014; Khalid; Poh, 2023; Rappuoli, 2001).
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Figura 1 - Principais etapas utilizadas para o desenvolvimento de potenciais imunizantes através da vacinologia
tradicional ou reversa.

Vacinologia Tradicional

Cultivo do Inativagdo ou Identificacdo de

Patogeno-alvo . - _
patégeno-alvo atenuacao antigenos

Ensaios pré-clinicos Formulagﬁo vacinal Ensaios pré-clinicos

Andlises de Inferéncia de proteinas Sequenciamento

. . s . . L. Patégeno-alvo
imunoinformatica de superficie genético

Vacinologia Reversa

A vacina 4CMenB (Bexsero®), desenvolvida pela companhia multinacional britanica
GlaxoSmithKline, apresenta-se como exemplo emblematico da aplicagdo da estratégia de
vacinologia reversa no desenvolvimento de imunizantes. Essa vacina foi aprovada pela agéncia
norte-americana Food and Drug Administration no ano de 2015 e constitui uma importante
ferramenta profildtica contra a bactéria Ne/sseria meningitiais do sorogrupo B, elencada
como uma das principais causadoras de meningite bacteriana e sepse pedidtrica (Food and
Drug Administration, 2015; Davide et al., 2012). A concepcao dessa vacina se tornou possivel
ap6s o sequenciamento completo do genoma da AN. meningitidis cepa MC58, evidenciando
a expressao de cerca de 2.000 proteinas (Tettelin el al., 2000). Com o intuito de realizar a
triagem dos possiveis alvos vacinais, foram empregados algoritmos de bioinformadtica para
inferéncia de proteinas presentes na superficie bacteriana, as quais foram posteriormente
clonadas, expressas e submetidas a ensaios para avaliacao da resposta humoral. A formulagao
final da vacina licenciada é composta por quatro antigenos: a proteina de ligacdo ao fator H
(fHbp), o antigeno de ligacdo a heparina (NHBA), adesina A (NadA) e a vesicula de membrana
externa contendo a proteina PorA. (Rappuoli et al., 2018; Giuliani et al., 2006). Ao final dos
ensaios clinicos a vacina 4CMenB se mostrou segura e com uma efetividade de 71% contra a
doenga meningocdcica sorogrupo B em individuos que receberam a administracdao das duas
doses (Castilla et al., 2023).
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PRINCIPAIS ETAPAS DA VACINOLOGIA REVERSA

O processo de pesquisa e desenvolvimento de imunizantes por meio da vacinologia
reversadestaca-se poraplicardiversasferramentas computacionais, objetivando aidentificacdao
e andlise de potenciais alvos vacinais (Quadro 1). Nesse sentido, o sequenciamento de genomas,
caracterizagdo protedmica e a utilizacdo de bases de dados biol6gicos constituem uma etapa
fundamental ao fornecer um vasto repertério sobre o patégeno-alvo. Conjuntamente, essas
abordagens possibilitam a inferéncia de antigenos proteicos de superficie, direcionando a
formulacdo de um imunizante adaptado as especificidades do patdégeno-alvo em questao
(Quiroz-Castafieda, 2018; Rappuoli, 2001; Bentley; Lo, 2021; Lu et al., 2020; Tsolakos et
al., 2014; Bambini; Rappuoli, 2009). A principais etapas envolvidas na triagem e selecao de
antigenos na vacinologia reversa estao indicados na Figura 2.

Figura 2 - Fluxo de trabalho utilizado na triagem e selegdo de protefnas imunogénicas na vacinologia reversa

Gendémica Comparativa
do Patdégeno-alvo
S— o
ﬁ Inferéncia de Proteinas
— e Predicao de Epitopos
—— O

Docking Molecular

O
Validacao Experimental
O
Quadro 1 - Ferramentas frequentemente utilizadas na vacinologia reversa.
Ferramenta Etapa Fonte
VISTA Gendmica comparativa https://genome.lbl.gov/vista/
PipMaker Gendmica comparativa hitp://pipmaker.bx.psu.edu/pi-
pmaker/
. - . . https://services.healthtech.dtu.dk/
BepiPred 2.0 Predicao de epitopo de células B services/BepiPred-2.0/
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Discolope Predicdo de epitopo de células B http://www.cbs.dtu.dk/
) o http://tools.immuneepitope.org/
Ellipro Predicdo de epitopo de células B . o
tools/ElliPro/iedbinput
|EDB (/mmune Lpitope Qa[abdse Predicdo de epitopos de células B http://tools.iedb.org/
and Analysis Resource) eT
- . . http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetCTL Predicdo de epitopo d de células T NetCTL/
Propred Predicdo de epitopo d de células T hitp://wwwimtech.res.in/raghava/
propredl
EpiMatrix Predicdo de epitopo de células T http://www.epivax.com/
SwissDock Docking molecular http://www.swissdock.ch/
Autodock Docking molecular https://autodock.scripps.edu/

GENOMICA COMPARATIVA DO PATOGENO-ALVO E IDENTIFICACAO DE
PROTEINAS DE SUPERFICIE

A gendmica comparativa é um campo de pesquisa utilizado para identificar diferengas
entre o genoma de duas ou mais espécies. Neste campo a técnica de gendmica subtrativa
possui o objetivo de encontrar sequéncias nucleotidicas presentes em um organismo e ausentes
em outro (Barh et al., 2011; Lin et al., 2020). Na vacinologia reversa, a gendmica subtrativa
permite identificar genes exclusivos do patégeno, servindo como alvos vacinais com baixas
chances de reacbes cruzadas (Ashraf et al., 2022; Khan et al., 2022b). Em paralelo, as rotas
fisico-quimicas e metabdlicas desses alvos vacinais, assim como a estrutura das protefnas
envolvidas, tendem a ser diferentes daquelas encontradas no hospedeiro e sua inibicao ou
bloqueio podem ser virtualmente letais ao patégeno (Martinez-Carranza et al, 2018).

Apés a identificagdo dos genes de interesse é realizada a inferéncia da localizagdo
celular de suas respectivas proteinas, buscando selecionar potenciais antigenos secretados
e/ou presentes na superficie do patégeno. Quanto mais exposto ao sistema imunolégico do
hospedeiro, melhor estes atuardo como alvo vacinal. Para isso, algoritmos computacionais se
baseiam na identificacdo de sequéncias de aminoacidos que servem como peptideo sinal com
a finalidade de se determinar o enderecamento das proteinas ao seu compartimento celular
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(Jorge & Dellagostin, 2017; Rappuoli, 2000; Rappuoli, 2001; Sette; Rappuoli, 2010).

PREDICAO DE EPITOPOS DE LINFOCITOS BE T

Apbs a selecao das proteinas secretadas e/ou presentes na superficie do patégeno,
segue-se a andlise estrutural/conformacional de tais antigenos para a predicao de epitopos,
comumente empregando modelagens por homologia (Sanchez-Trincado et al., 2017; Yurina;
Adianingsih, 2022; Jing & Dong, 2017). A predicao de epitopos para linfécitos T tem como
objetivo identificar os menores peptideos de antigenos com cardter imunogénico, ou seja, que
podem gerar uma resposta de linfécitos CD8 ou CD4. Essa identificacdo é realizada através da
previsdo de ligacdo de peptideos as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) (Ullah et al., 2023). A previsao de ligacdo ao MHC do tipo | geralmente considera
peptideos de tamanho fixo, enquanto para o MHC do tipo Il sdao considerados peptideos de
tamanhos variaveis (Sanchez-Trincado et al., 2017).

A predicdo de epitopos pra linfécitos B tem busca identificar estruturas que levam
a producdo de anticorpos (Ras-Carmona et al.,, 2022). Os epitopos conformacionais sao
estruturalmente mais complexos, formados por regides nao sequenciais e geralmente
em estruturas tridimensionais (Cia; Pucci; Rooman, 2023). Para prever esses epitopos sdo
utilizadas diversas técnicas, como a andlise de acessibilidade ao solvente, identificacdao de
regides proeminentes na superficie da proteina e andlise das propriedades fisico-quimicas dos
aminodcidos (Sanchez-Trincado et al., 2017; Yurina; Adianingsih, 2022). A previsao de epitopos
conformacionais necessita de validacdo experimental e € mais trabalhosa que a predicdo de
epitopos lineares. Enquanto os linfécitos T reconhecem epitopos lineares e processados, o0s
linfécitos B reconhecem antigenos conformacionais e sem a necessidade de processamento.

DOCK/ING MOLECULAR

O docking molecular é um método /77 s//ico utilizado para simular interacdes entre
pequenos compostos ou macromoléculas com um receptor e prever suas interagdes moleculares.
Consiste, portanto, em prever a melhor posicdo e orientacdo de um ligante em relacdo a outra
molécula (Meng et al., 2011). Na vacinologia reversa essa abordagem tem o objetivo de validar
as predicdes de epitopos realizadas anteriormente. O processo de dock/ngenvolve duas etapas
basicas: previsdo da conformacao molecular e avaliacao da afinidade de ligacao.

A previsdo da conformacao molecular determina como um ligante se encaixa e interage
com o sitio ativo de uma proteina. Esse processo inicia com a exploragdo de diferentes
conformacdes do ligante, ou seja, as vdrias disposi¢des tridimensionais que a molécula pode
assumir (Agu et al., 2023). Uma vez que um ligante pode adotar multiplas conformacdes
devido a flexibilidade das moléculas, almeja-se aqui identificar aquela que melhor se ajusta ao
sitio de ligagdo da protefna. Isso é feito por meio de algoritmos de amostragem, que exploram
o espac¢o conformacional do ligante dentro do sitio ativo da proteina, considerando tanto a
orientacao quanto a posicdo do ligante (Morris & Lim-Wilby, 2008; Meng et al., 2011).

A avaliacdo da afinidade de ligacdo ocorre ap6s a geracao de vdrias conformacdes
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possiveis do ligante no sitio ativo da proteina, quando uma fungdo de pontuagao é aplicada para
estimar a afinidade da ligacao. Essa funcdo leva em conta fatores como interagdes hidrofébicas,
ligagcdes de hidrogénio, forcas de van der Waals e efeitos eletrostdticos, fornecendo uma
pontuacdo numérica que reflete a favorabilidade da interacao ligante-receptor (Meng et al.,
2011; Bender et al., 2021; Agu et al., 2023). Embora essas fung¢des de pontuacdo busquem
prever as conformagdes mais provdveis sob condicdes bioldgicas, também possuem limitacdes
e tendem a simplificar as complexas interagdes moleculares, bem como a termodinamica de
ligacdo. A precisdo das previsdes de docking, portanto, depende da qualidade da fungdo de
pontuagdo e da validagdo experimental subsequente (Shivanika et al., 2020).

VALIDACAO EXPERIMENTAL

A validacdo experimental consiste em uma etapa central no desenvolvimento de
uma vacina, independente da abordagem vacinoldégica empregada. Contudo, a diferenca
fundamental entre os métodos aqui discutidos é o tempo necessdrio para se chegar neste
passo. Na vacinologia tradicional o processo requer o cultivo do patégeno e diversos ensaios
em modelos 77 v/vo para selecdo de candidatos vacinais, sendo que tal processo requer
consideravelmente mais recursos e tempo. Ao se utilizar a estratégia da vacinologia reversa,
a identificacdo e andlise de epitopos-alvo é realizada a pr7or7 por meio de ferramentas de
imunoinformética e andlise computacional, seguindo posteriormente para ensaios /72 vitro e
em seres vivos (Rappuoli, 2000; Rappuoli, 2001).

A abordagem /72 s//icode descoberta de alvos vacinais oferece ainda a grande vantagem
de minimizar o uso de animais de experimentacao, alinhando-se assim ao principio dos ‘3Rs’
(Reduzir, Refinar e Substituir) proposto por Russel e Burch em 1959. Esta abordagem nao
s6 atenua consideragdes éticas ao reduzir o nimero de animais sujeitos a procedimentos
experimentais, mas também proporciona velocidade na obtencdo de resultados e uma
economia de custos significativa. Ademais, é possivel dedicar maior atencdo a qualidade e
precisao dos dados obtidos, reduzindo o nimero de modelos animais necessdrios e garantindo
assim resultados mais confidveis e reprodutiveis (Shi et al., 2019; Danchin, 2022).

LIMITACOES ATUAIS E PERSPECTIVAS PARA A VACINOLOGIA REVERSA

A vacinologia reversa constitui uma abordagem metodolégica em plena ascensdo. Por
meio dela jd é possivel acelerar o processo de desenvolvimento de vacinas, a customizacdo
de antigenos, a diminuicao do nimero de animais em testes vacinais e a reducdo de possiveis
efeitos adversos (Khalid; Poh, 2023; Rappuoli, 2001). Entretanto, essa abordagem metodolégica
apresenta também algumas limitacdes, dentre elas a complexidade de se identificar antigenos
glicosilados, assim como a existéncia de proteinas que nao sao previstas por meio dos dados
gendmicos. As perspectivas para as proximas décadas no ambito da vacinologia reversa
incluem uma maior compreensao das fases de leitura aberta ndao-candnicas e a potencial
relevancia de suas respectivas proteinas codificadas na formulacao de vacinas (Bruno et al.,
2015). Outrossim, a medida que a compreensdo acerca das interagdes celulares e moleculares
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relacionadas ao sistema imunolégico avancam, as ferramentas computacionais permitirdo uma
resposta cada vez mais rapida, precisa e adaptdvel ao desenvolvimento de novos imunizantes

destinados a saude Unica.
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