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Capitulo 01
DOI: 10.53934/20242-01

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE TECNICAS DE CULTURA
CELULAR: BIDIMENSIONAL VERSUS TRIDIMENSIONAL,
ESTAMOS DIANTE DE UMA NOVA ERA?

Vitéria Luiza Batalhoti Brogiato!; Tamiko Ichikawa Ikeda?; Aurea Silveira Cruz
Gargon?

!Estudante do Curso de Especializagdo em Vigilancia Laboratorial em Satide Pdblica — NCC — IAL;
E-mail: vitoriabrogiato@hotmail.com
2 Docente/Pesquisador do Nucleo de Cultura de Células — IAL.

Resumo: As culturas celulares bidimensionais (2D) sdo amplamente utilizadas, mas a
complexidade dos organismos vivos ndo é encontrada neste modelo. Para que essa limitacdo
seja superada, técnicas como as culturas celulares tridimensionais (3D) vém sendo
retomadas e desenvolvidas. O objetivo deste trabalho foi comparar as técnicas de cultura
(2D X 3D) em relacédo as vantagens, desvantagens e suas aplicabilidades. Esta revisdo foi
baseada na consulta de artigos indexados, no periodo de 2013 a 2023, capitulos de livros e
informacdes complementares. O crescimento das culturas in vitro deve ser 0 mais proximo
do ambiente in vivo, mas as culturas 2D geralmente crescem em monocamada, néo
reproduzem as interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, que sdo encontradas nos
modelos 3D, dentre eles as culturas organotipicas, os esferoides e os organoides. Essa
comunicacgdo é importante, pois cria gradientes fisicos e quimicos que controlam funcGes
celulares essenciais, demonstrando que os modelos 3D tém maior proximidade com a
fisiologia in vivo. Atualmente, milhares de linhagens celulares 2D com protocolos
padronizados estdo disponiveis, fazendo com que este modelo 0 mais utilizado em testes in
vitro até o momento. Avangos significativos no cultivo 3D, fornecem uma abordagem que
preenche a lacuna entre a cultura 2D e os modelos animais, sendo 0 mais biologicamente
relevante. Ainda assim, sdo necessarios mais estudos, adaptacGes e padronizagdes acerca da
técnica 3D, que devem seguir ocorrendo, levando as culturas celulares para uma nova era.

Palavras-chave: cultura celular tridimensional; esferoides celulares; linhagens celulares;
organoides; técnicas de cultura celular

INTRODUCAO

Cultura celular é o termo usado quando o tecido é desde o principio desagregado em
células individuais. Teve seu inicio em 1907, mas somente na década de 40, algumas
linhagens celulares foram isoladas, sendo a primeira de origem humana, conhecida como
HelLa, derivada de células de cancer de colo de Utero, coletadas de uma paciente chamada
Henrietta Lacks, em 1951 (SILVA, GOUVEIA e DONATO, 2020).

A técnica de cultura celular é amplamente utilizada em estudos com micro-
organismos, citotoxicidade, testes de farmacos, diagnosticos e na substituicdo dos ensaios
em animais (BIJU, PRIYA e FRANCIS, 2023; SANCHEZ-ROMERO et al, 2016).

A maioria das culturas celulares, com morfologia bidimensional (2D), crescem em
monocamada onde as interacBes sdo célula-célula e célula-superficies planas rigidas, e ndo
refletem com fidelidade o ambiente in vivo. Dessa maneira, outras técnicas de cultura de
celulas tém sido retomadas e aprimoradas, com o propdsito de produzir modelos mais
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semelhantes aos sistemas in vivo, onde as interagdes sdo célula-célula e célula-matriz
extracelular, estes métodos de cultivo sdo denominados tridimensional (3D) (SANCHEZ-
ROMERO et al, 2016; SHAH et al, 2023).

Portanto, essa revisao visa comparar as técnicas 2D e 3D, em relacdo as vantagens,
desvantagens e aplicabilidade, pontuando metodologias atualmente disponiveis.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisao bibliogréfica realizada por consulta a base de dados PubMed,
com o uso das seguintes palavras chaves: "3d cell culture” and "cell culture models™” and "2d
cell culture”, de artigos dos Ultimos 10 anos em inglés, portugués e espanhol, visando a
captacdo de referencias recentes que englobem a evolugdo histérica. Alem disso, foram

See
N

utilizados livros e informag0es complementares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As técnicas de cultura de células originam modelos 2D ou 3D, cuja a definicdo e a
comparagao entre suas caracteristicas, encontram-se no quadro 1 (SHAH et al, 2023; SILVA,
DONATO e GONCALVES, 2020).

Quadro 1 - Comparacdo entre as caracteristicas dos modelos de culturas 2D e 3D.

CARACTERISTICAS

BIDIMENSIONAL (2D)

TRIDIMENSIONAL (3D)

DEFINIGAO

As células formam uma uUnica camada, sem
muitas interagées em todo seu arredor.

Células crescem em matriz artificial e
interagem com todo seu entorno.

SUPERFICIE DE
CRESCIMENTO

Superficies planas e rigidas. Exemplos:
garrafas de poliestireno e placas de petri.

Matriz artificial que mimetizam o
microambiente in vivo. Exemplo: Hidrogéis.

CARACTERISTICAS
DA MORFOLOGIA

Células planas e esticadas, em forma de
monocamada.

Células em sua forma natural, gue por meio
de ligagoes criam agregados celulares.

Taxas similares ao que ocorre in vivo. Porém,

MODO DE Taxas mais elevadas, em relagdo a d de do fi ul y técni
PROLIFERAGAO | velocidade. epep e do tipo celular efou técnica
selecionada.
FORMA DE Limitada. Interacio somente célula-célula Semelhante ao que ocorre in vivo. Interagdo
INTERACAO : 5 : célula-célula e célula-MEC.
CICLO CELULAR Células que nprmalmente, estdo no mesmo | Células em diferentes estagios do ciclo
momento do ciclo celular. celular.
S CEEGT Homogéneo. As células neste modelo ficam | Heterogéneo.  Alguns  compostos néo
DISTRIBUIGAQ expostas de forma igual a distribuicdo de | possuem capacidade de penetracdo para
nutrientes e oxigénio. chegar as estruturas mais centrais.
Expggzzg%“ Niveis diferentes de expressdo, comparado | Niveis mais semelhantes de expressao,
PROTEINAS ao que ocorre in vivo. comparado ao que ocorre in vivo.

COMERCIAL

diferentes linhagens celulares autenticadas.

Facil. Possui manutencdo e manipulagdo | .. . . .

REPRODUTIBILIDADE | * ¢ pulag Dificil. Metodologias mais complexas.
simples.

DISPONIBILIDADE | Existem  varias colecdes disponiveis de | Possui um numero limitado de modelos

disponiveis.

CUsTO

Baixo.

Elevado.

Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Em todas as interacdes celulares in vivo, a estrutura que tem maior influéncia é a
matriz extracelular (MEC), que é composta principalmente por colageno, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e glicoproteinas. Esta interacdo, também ocorre in vitro, mas variam
entre culturas 2D e 3D (GOPALAKRISHNAN, 2022).
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Nos cultivos in vitro, com o objetivo de mimetizar os efeitos da MEC, polimeros
naturais, sintéticos e mistos sdo incluidos como arcaboucos. Eles visam fornecer suporte
para bioatividade celular, influenciando nas respostas fisiologicas semelhantes as in vivo. Os
primeiros a serem usados foram os hidrogéis, dentre outros polimeros e suas aplicacfes
variam conforme a técnica de cultura que sera utilizada, tais como: engenharia de tecidos,
regeneracdo tecidual, terapéutica de medicamentos, estudos aplicados a resposta viroldgica,
entre outros (BRACCINI et al, 2022; DILLER e TABOR, 2022; DUVAL et al, 2017;
VANTANGOLI et al, 2016).

As culturas de células 2D, crescem formando uma monocamada, aderidas a
substratos planos e rigidos, como garrafas ou placas de Petri de diferentes materiais, como
de poliestireno (OLIVEIRA et al, 2021; SILVA, DONATO, GOLCALVES, 2020).

Esse modelo de cultura possui caracteristicas parecidas ao tecido original e séo
comumente utilizadas na producdo de insumos, diagnosticos e pesquisas. Existem milhares
de linhagens celulares disponiveis, com protocolos bem padronizados. Estudos mostram que
cerca de 70% das pesquisas dependem de resultados positivos antes de avancgar para testes
in vivo (FITZGERALD et al, 2016; FONTOURA et al, 2019).

A cultura 2D néo replica com fidelidade o ambiente in vivo, as células se adaptam as
mudancas em seu microambiente, afetando a proliferacdo, viabilidade, diferenciacao,
estrutura e funcédo celular o que gera modificacdo na sintese de proteinas e expressao génica
(ANTHON e VALENTE, 2022; CAPES-DAVIS e FRESHNEY, 2021).

A cultura de células 3D foi desenvolvida, como um modelo que busca uma maior
semelhanca com o ambiente in vivo, por possuir uma melhor interacéo entre biomoléculas e
uma maior capacidade de imitar as complexas comunicaces entre as células, que interagem
em trés dimensdes, facilitando a auto-organizacdo, polarizacéo e diferenciacdo (EDWARDS
et al, 2022; SAKALEM et al, 2021; SHAH et al, 2023).

No modelo de culturas 3D, as células podem ser cultivadas de duas formas: livres de
andaimes e dependentes de andaimes. Na primeira, os agregados celulares sdo formados
devido a influéncia da superficie ndo aderente ou ao fluxo gerado pelo meio de cultura. Na
segunda, as células sdo semeadas diretamente em um polimero ou dispersas em uma matriz
liguida para tornar o arranjo mais proximo possivel da fisiologia in vivo (ANTHON e
VALENTE, 2022; GANJIBAKHSH et al, 2019).

O cultivo 3D baseia-se na formacdo de agregados celulares, que diferem em:
tamanho, forma, densidade e numero de células. Os modelos citados na literatura séo:
culturas organotipicas, esferoides e organoides (ANTHON e VALENTE, 2022). Estes
modelos possuem diferentes aplicacdes, conforme observado no quadro 2, e suas formas de
cultura serdo discorridas a seguir.
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Quadro 2 — Principais aplicacdes dos modelos de cultura 3D.
MODELO DE CULTURA EXEMPLOS DE APLICAGOES NAS DIFERENTES TECNICAS

ORGANOTIPICAS
- Estudos de barreiras biolégicas;
- Engenharia de tecidos - Regeneracdo de tecidos e 6rgdos danificados;

- Substituicdo de testes em animais na liagao de icidade com
medi e éticos;
- Investigagao de respostas imunes para delagem de infecg h
ESFEROIDES - Estudos de resisténcia a medicamentos como avaliagdo de terapias
combinadas e imunoterapias;
« Modelag de micr i tumorais;
. Estudos de comportamento e resisténcia viral i » a forma de

infec¢ao e patogénese;
- Pesquisas e terapias antivirais e microbiologicas avangadas;
- Substituigao de testes em animais.

ORGANOIDES - Modelagem de doengas genéti principall te virais hereditarias;
P . Estudos de desenvolvimento embrionario;
- Pesquisas e terapias antivirais avangadas;
- Avaliagdo de medicamentos e respostas imunolégicas;
\( \ « Estudos pré-clinicos, pesquisas médicas e microbiologia;
e [N - Pesquisas de vacinas de préxima geragio;
"W = - Substituigao de testes em animais

Fonte: elaborado pelo autor (2023)

As culturas organotipicas, ou co-culturas, envolvem o cultivo de diferentes tipos
celulares em conjunto com proteinas da MEC. Essa técnica € usada para simular "tecidos
equivalentes™ in vitro, ou produzir tecidos destinados a substituir ou restaurar certos danos
fisicos, como queimaduras (CAPES-DAVIS e FRESHNEY, 2021; COSTA et al, 2018).

Os esferoides possuem caracteristicas necroticas no centro e altamente proliferativas
em sua periferia. Esse modelo oferece uma vantagem notavel, pois reflete a heterogeneidade
do crescimento tumoral (BADR-ELDIN et al, 2022; BIALKOWSKA et al, 2020; COSTA
etal, 2016; FITZGERALD et al, 2015).

Os organoides sao cultivados a partir de células-tronco derivadas de tecido primario
adulto, células embrionarias ou pluripotentes induzidas. Eles reproduzem pelo menos uma
funcéo e a estrutura histoldgica de 6rgdos. Atualmente, ja existem modelos de organoides
disponiveis para aquisicdo. Apesar de suas vantagens, possuem desafios, como a capacidade
limitada de vascularizacdo e interacbes complexas com o sistema imunoldgico (ATCC,
2023; ANTONELLI, 2023; BADR-ELDIN et al, 2022; SHYAM, REDDY e
PALANIAPPAN, 2023; TUVESON e CLEVERS, 2019).

Na literatura existem diversas técnicas para a construcdo destes modelos, que variam
conforme 0 meio em que as células sdo cultivadas, tipo de célula utilizada, microambiente
do tecido de interesse, investimento possivel, finalidade e aplicacdo da cultura. Entre as mais
citadas temos: a gota suspensa ou gota pendente, a levitacdo magnética, a cultura rotativa, a
bioimpressdo e os sistemas microfluidicos. Todas possuem vantagens e desvantagens
distintas, como exemplo de vantagens, a técnica de gota suspensa e de levitacdo magnética
mantém as funcdes celulares, a cultura de célula rotativa possui simples execucgdo, a
bioimpressdo fornece arquiteturas precisas e a microfluidica permite uma avaliacao
sisttmica. Como desvantagens, as técnicas respectivamente citadas carecem de moldagem,
requerem equipamentos especiais, podem causar danos celulares, possuem custo elevado e
limitagdes com alguns tipos celulares (BADR-ELDIN et al, 2022; BIALKOWSKA et al,
2020; HARB et al, 2021; MARQUES et al, 2022).

CONCLUSAO

Nesta revisdo, fica claro os avancos do cultivo 3D, pois ele mimetiza com mais
fidelidade a reproducdo in vitro de Orgdos e tecidos, contribuindo para pesquisas
translacionais. No entanto, o cultivo 3D também apresenta desafios, como a complexidade
da cultura, dificuldades de interpretacdo, falta de padronizacao e reprodutibilidade. Apesar




e
[ s
-t
dos avancos recentes, a cultura celular 3D requer mais estudos, para suprir todas as
complexidades encontradas e substituir definitivamente as linhagens celulares 2D,

amplamente padronizadas e disponiveis. Esse avanco deve seguir ocorrendo, levando o
cultivo celular para uma nova era.
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Resumo: Comprimidos divididos ou medicamentos liquidos s&o utilizados principalmente
com fins de obtencgdo de doses flexiveis. O objetivo deste estudo foi discutir sobre 0s meios
de obtencdo de doses flexiveis e seus critérios de qualidade vigentes. Foi realizado um
levantamento sobre os métodos e especificagdes para avaliacdo da qualidade de doses
flexiveis obtidas por meio da subdivisdo de comprimidos e acessorios para administracao de
formas liquidas. Com base nas Farmacopeias Brasileira, Americana e Europeia foi realizada
uma pesquisa bibliogréafica utilizando dados cientificos e legislacdo nacional e internacional.
Existem alguns riscos relacionados com a préatica de dividir comprimidos e medir 0s
medicamentos liquidos com acessorios, principalmente a variacdo nas doses, 0 que pode
ocasionar uma dosagem subterapéutica e/ou até superdosagens. O levantamento
bibliogréafico realizado neste estudo mostrou que ainda sdo poucos os critérios para avaliacao
da qualidade de doses flexiveis. Além disso, quando existentes, os critérios focam em sua
maioria em ensaios que envolvem apenas determinagdo de peso, e ndo determinacdo do
contetido de substancia ativa de forma especifica. Desta forma, faz-se necessaria a indicacao
de ensaios e critérios mais detalhados para a avaliacdo da qualidade de doses flexiveis por
parte dos 6rgdos oficiais.

Palavras-chave: controle de qualidade; divisdo de comprimidos; doses flexiveis;
medicamentos liquidos.

INTRODUCAO

Existem varios tipos de formas farmacéuticas fabricadas na inddstria como as sélidas
(comprimidos, capsulas), liquidas (xaropes, suspensdes), semissolidas (pomadas), spray,
entre outras. A forma farmacéutica é o estado final do medicamento, ou seja, € a forma como
este se apresenta para administracdo, em que passa por uma ou mais operacoes
farmacéuticas, podendo ou ndo existir a adi¢do de excipientes apropriados. Esta diversidade
de formas farmacéuticas tem por objetivo alcancar todos os tipos de publico e obter o efeito
terapéutico desejado para os pacientes (ANVISA, 2011).

Os comprimidos sdo formas farmacéuticas sélidas contendo uma dose Unica de um

Ou mais principio ativo, com ou sem excipientes, obtidas pela compressdo de volumes
uniformes de particulas, podendo ser revestidos ou ndo. Possuem uma ampla variedade de
tamanhos e formatos, podendo apresentar marcagdes na superficie (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019).

A divisdo de comprimidos € uma pratica bem comum entre pacientes e enfermeiros,
principalmente em tratamentos com criangas e idosos. Essa pratica € frequentemente




realizada para ajustar a dose, facilitar a ingestdo do medicamento ou para economizar o custo
do tratamento (TEIXEIRA et al., 2016).

As formas farmacéuticas liquidas sdo apresentadas como suspensdo, solugdo e
xarope. Essas formas apresentam algumas vantagens, como por exemplo, a administracao
da dosagem em pacientes pediatricos e idosos que ndo tém capacidade de deglutir
comprimidos ou que estdo internados. Podem ser administradas em doses Unicas ou
maltiplas, sendo necessaria a utilizacdo de um dispositivo adequado (acessério) para medir
o0 volume corretamente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Existem muitos problemas relacionados a erros de medicagdo, ineficécia
terapéutica e intoxicacdo com a administracdo de comprimidos divididos e de medicamentos
liquidos dispensados com acessorios (gotejadores, copos medida, seringas dosadoras). No
entanto, ndo ha critérios de qualidade em compéndios oficiais (farmacopeias) para a
avaliacdo desses acessorios, apenas 0 ensaio de gotejamento na Farmacopeia Brasileira.

Desta forma, o objetivo deste estudo é discutir sobre os meios de obtencao de doses
flexiveis (utilizacdo de acessorios para medicamentos liquidos e divisdo de comprimidos) e
seus critérios de qualidade vigentes.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento sobre a situacdo de métodos e especificacdes oficiais
para avaliacdo da qualidade de comprimidos e doses flexiveis obtidas por meio da subdivisao
de comprimidos (manual, mecanica/cortador e mecanica/faca) e de acessorios para
administracdo de formas liquidas (gotejador em vidro, gotejador em PVC, copo medida e
seringa dosadora).

Os seguintes compéndios oficiais vigentes foram analisados: Farmacopeias
Brasileira, Americana e Europeia.

O levantamento contou também com busca ativa na legislacdo brasileira, por meio
eletrénico no Sistema de Legislacédo da Saude (SLEGIS),
(http://saudelegis.saude.gov.br/saudelegis/secure/norma/listPublic.xhtml) e  Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (https://www.gov.br/anvisa/pt-br) e na
legislacio  americana, por meio  eletrbnico noU.S. Food & Drug
Administration (https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-
documents).

Além disso, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases de dados Scielo,
Lilacs e Pubmed com os seguintes descritores nos idiomas portugués e inglés: “divisdo de
comprimidos”, “particdo de comprimidos”, “cortadores de comprimidos”, “acessorios para
administracdo de formulages liquidas”, “gotejador em vidro”, “gotejador em PVC”, “copo
medida” e “seringa dosadora”, isolados e em combinacdo, por meio dos operadores
booleanos AND e OR.

O titulo e o resumo das publicacdes foram analisados. Como critério de inclusdo
serdo recuperados artigos originais, artigos de revisao, relatos de caso, cartas ao editor e
notas cientificas diretamente relacionados ao tema, nos idiomas portugués e inglés,
delimitados ao periodo dos ultimos 10 anos (2012 a 2022). As publicacdes que nao tratassem
do tema proposto, publicadas em outro idioma que ndo seja portugués e inglés e fora do
periodo delimitado foram excluidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Existem muitas formas de se dividir comprimidos ao meio (Figura 1). No entanto,
observam-se alguns riscos relacionados com a préatica de dividir comprimidos, como por
exemplo, a variacdo na dose, pois ao partir o comprimido ao meio, além de ser uma préatica
dificil a certos pacientes, pode ocorrer o esfarelamento ocorrendo uma imprecisdo na dose

ao ser administrada, fazendo com que o paciente ndo obtenha a quantidade exata do
medicamento (TEIXEIRA et al., 2016).
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Cortador de comprimidos Manual Faca caseira

Figura 1 - Métodos de divisdo de comprimidos.

Fonte: www.ortoponto.com.br, www.consultaremedios.com.br.

O FDA disponibilizou alguns documentos contendo informaces e orientagdes para
pacientes, profissionais da salude e industria sobre a pratica de divisdo de comprimidos
(FDA, 2013). Algumas recomendag0es citadas em um dos seus documentos sdo sobre a
possibilidade do paciente ou profissional de realizar a divisdo de comprimido. Se 0 FDA
aprovar um comprimido para ser dividido, essa informagdo deve constar tanto na bula do
paciente quanto na bula do profissional, e o comprimido deve ser marcado indicando onde
pode dividi-lo (FDA, 2013). Recomendam que o melhor método para divisdo é por meio da
utilizacdo de um divisor de comprimidos. Como critério, as por¢des devem cumprir o
estipulado no ensaio de uniformidade de doses unitérias para comprimidos inteiros, podendo
apresentar perda de massa no maximo em até 3% do peso do comprimido inteiro (FDA,
2013).

Ainda ndo existem documentos regulatérios para a divisdo de comprimidos na
Farmacopeia Brasileira. Esta dispde apenas de critérios para comprimidos inteiros
relacionados a uniformidade de peso e de conteudo.

A Farmacopeia Americana publicou em 2009 apenas um artigo em um férum sobre
a divisao de comprimidos. Atualmente, conta com um capitulo sobre atributos de qualidade
de comprimidos que apresentam vinco funcional. E indicada a realizacdo do teste de
determinacdo de peso, no qual apenas 1 porcdo do comprimido dividido pode estar fora do
limite de 75 a 125% do peso tedrico para a por¢do. As por¢des devem passar também pelo
teste de dissolucdo, devendo liberar quantidade de substancia ativa de acordo com as
monografias individuais para cada produto (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2023).

Ja a Farmacopeia Europeia apresenta um capitulo sobre uniformidade de peso para
comprimidos divididos. O compéndio indica para que os comprimidos sejam divididos com
as maos e que as porcdes sejam pesadas, sendo que ndo mais de uma porc¢do deve estar fora
do limite de 85 a 115% e nenhuma fora do limite de 75 a 125% do peso médio das porcdes
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2008).
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Os medicamentos de uso oral na forma liquida sdo prescritos para pacientes adultos

e pediatricos que possuem dificuldades de engolir capsulas ou comprimidos, possibilitando

a obtencdo de doses individualizadas (RUY & LEE, 2012). Para a administragédo de

medicamentos liquidos utilizam-se acessorios (Figura 2) que tem como finalidade medir as
doses e executar a administragdo do medicamento ao paciente (ANVISA, 2011).

Frasco Gotejador Seringa Copo Medidor Frasco PVC

Figura 2 - Acessorios para administragdo de medicamentos liquidos.
Fonte: www.nobbli.com.br, www.consultaremedios.com.br, www.lojapiresembalagens.com.br/,

www.casadopaciente.com.br.

Existem muitos erros de dosagens de administracdo de medicamentos liquidos,
principalmente em criangas e idosos utilizando acessorios, 0 que pode gerar
consideravelmente erros de dosagens, como, a falta de efeito terapéutico e a superdosagem
(RUY & LEE, 2012). O FDA em 2011, publicou um Guia com recomendac0es e orientaces
relacionadas aos dispositivos utilizados para a administracdo de medicamentos liquidos de
uso oral. Esses medicamentos devem ser acompanhados de acessorios para a administracao
das doses, os quais devem ter as unidades de medidas calibradas, cuja essas sejam as mesmas
unidades apresentadas na embalagem externa. Os dispositivos ndo devem conter marcacoes
de medicdo estranhas ou que cause confuséo, entre outras orientagdes (FDA, 2011).

A Farmacopeia Americana apresentava um capitulo especifico para a colher de
medida, o qual recomendava a utilizagdo de seringas dosadoras ou gotejadores quando
houvesse necessidade de administracdo de doses exatas, mas este capitulo foi excluido do
compéndio (UNITED STATES PHARMACOPOQEIA, 2006).

A Farmacopeia Europeia apresenta um teste para avaliacdo de doses de
medicamentos liquidos. O teste envolve determinacdo do peso individual das doses e
comparagdo com seu peso médio, sendo que ndao mais que duas medidas individuais podem
desviar mais de 10% e nenhuma mais de 20% do peso médio das doses (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2008). Na Farmacopeia Brasileira, existe um
capitulo para o teste de gotejamento, o qual determina a relacdo do nimero de gotas por
mililitro e a quantidade de farmaco por gota em formas farmacéuticas liquidas
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).
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CONCLUSAO

A prética de divisdo de comprimidos e utilizagdo de acessorios para a administracdo
de medicamentos liquidos estd associada a diversos problemas, podendo comprometer o
tratamento farmacoterapéutico devido a variacdo das doses obtidas.

Algumas recomendacdes sdo disponibilizadas pelos documentos avaliados, como
utilizacdo de cortadores de comprimidos para a divisdo de comprimidos e de seringas
dosadoras ou gotejadores quando houver necessidade de administracdo de doses exatas de
medicamentos liquidos.

O levantamento bibliografico realizado neste estudo mostrou que ainda sdo poucos
os critérios para avaliacdo da qualidade de doses flexiveis. Além disso, quando existentes,
os critérios focam em sua maioria em ensaios que envolvem apenas determinacao de peso,
e ndo determinacdo do contetido de substancia ativa de forma especifica. Desta forma, se faz
necessaria a indicacdo de ensaios e critérios mais detalhados para a avaliacdo da qualidade
de doses flexiveis por parte dos 6rgéos oficiais.
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Resumo: A meningite € um quadro de inflamacdo grave das meninges, conjunto de
membranas que revestem o sistema nervoso central, em que circula o liquor. As meningites
bacterianas (MB) possuem alto potencial de morbidade e mortalidade, sendo um problema
para 0s sistemas de salde. O objetivo desse trabalho é realizar o levantamento
epidemioldgico dos casos de MB notificados no estado de S&o Paulo de 2017 a 2022,
identificando os principais géneros bacterianos envolvidos, e descrevendo os dados
epidemioldgicos das MB. Foram tabulados e analisados dados publicos relacionados a casos
de MB no estado de S&o Paulo no periodo de 2017 a 2022, a partir deles foi observada e
discutida a ocorréncia da doenca. No estado de Sdo Paulo, de 2017 a 2022, 8.346 casos de
MB foram notificados, dos quais 50,5% foram de MB néo especificada (n=4.211), 22.6% de
meningite pneumocdcica (n=1.887), 20,4% de meningite meningocadcica associada ou nao
com meningococcemia (n=1.705), 3,3% causada por Mycobacterium tuberculosis (n=275)
e 3,2% por Haemophilus influenzae (n=268). O monitoramento constante dos casos de MB
permite ndo somente prever um cenario futuro do perfil epidemioldgico da doenca, como
também orientar quanto a ado¢do de estratégias para controle da MB.

Palavras—chave: diagnoéstico laboratorial; vigilancia epidemioldgica; meningite bacteriana

INTRODUCAO

A meningite é definida como um quadro de inflamacéo grave das meninges, conjunto
de membranas que revestem o sistema nervoso central (SNC), onde circula o liquido
cefalorraquidiano, também chamado de liquor (AGUIAR et al., 2022). Pode ocorrer a partir
de uma serie de etiologias diferentes, como por exemplo, infec¢Bes por bactérias, virus,
fungos e micobactérias; entretanto as de etiologias viral e bacteriana sdo as mais prevalentes,
respectivamente (AGUIAR et al., 2022; LIPHAUS et al., 2021; PUTZ et al., 2013).

As meningites bacterianas (MB) possuem um alto potencial de morbidade e
mortalidade, sendo um problema significativo para os sistemas de salde. Os principais
agentes etioldgicos relacionados a MB sdo Streptococcus pneumoniae (pneumococo),
Neisseria meningitidis (meningococo) e Haemophilus influenzae tipo b (Hib). A transmissao
se da principalmente de pessoa a pessoa, através de particulas expelidas pelas vias
respiratorias, uma vez que essas bactérias podem colonizar a garganta ou a nasofaringe de
individuos saudaveis (CALDAS & BEREZIN, 2020; LUCENA et al., 2021; MANTESE et

al., 2002; ZUNT et al., 2018).
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Apesar da forma como grande parte dos patdgenos atravessa a barreira
hematoencefalica e atinge as meninges ainda ndo ter sido totalmente elucidada, sabe-se que
um estado de bacteremia aumenta as chances de haver essa passagem. Os mecanismos
incluem a migracdo paracelular, que ocorre entre as juncBes das células endoteliais da
barreira, a transcelular, que ocorre através do interior das células endoteliais e a migracao
que ocorre através de fagocitos infectados, conhecida como “Mecanismo de Cavalo de
Troia” (HECKENBERG et al., 2014; KIM, 2010).

Em adultos, ha predominio de MB por S. pneumoniae e N. meningitidis, enquanto
em criangas hé prevaléncia de Streptococcus do grupo B (S. agalactiae), Escherichia coli e
Listeria monocytogenes. Estudos sobre meningite neonatal apontam diversas espécies de
bactérias ligadas a Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) isoladas de culturas
de recém-nascidos, dentre elas: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus e S. epidermidis (HECKENBERG et al.,
2014; KREBS & TARICCO, 2004; LIPHAUS et al., 2018).

A MB aguda é considerada um quadro de emergéncia, exigindo tratamento médico
imediato. O liquor é o material ideal para o diagndstico, e a cultura dele é o método padrédo
ouro no diagnéstico de MB, por permitir a execucdo de testes de sensibilidade a
antimicrobianos, biologia molecular, sorotipagem, e preservacdo do microrganismo. De
modo paralelo, a Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR ou PCR-TR) em tempo real é uma
técnica molecular adotada pelo Instituto Adolfo Lutz, e demonstra 6timos resultados para o
diagnostico de MB, detectando simultaneamente (PCR multiplex): S. pneumoniae, H.
influenzae e N. meningitidis (GONCALVES et al., 2023; PUTZ et al., 2013; SALGADO et
al., 2013; SCARPIN & PETRONI, 2023; TEIXEIRA et al., 2020).

O inicio imediato do tratamento em caso de suspeita de MB é recomendavel mesmo
que o diagndstico ainda ndo esteja disponivel, com os antibidticos escolhidos de maneira
empirica. Medidas que previnam a dispersdo de particulas respiratdrias do paciente, como o
uso de méscaras, tém sua adogao recomendada, visando minimizar a transmisséo da doenca.
(ALAMARAT & HASBUN, 2020; HOFFMAN & WEBER, 2009; KIM, 2010).

Outra forma de prevencdo € a vacinagdo, alguns exemplos sdo as vacinas contra Hib
e a meningocacica C, e vacinas incluidas mais recentemente no calendario de vacinacao da
crianca pelo Programa Nacional de Imunizacéo, como a pneumocadcica conjugada 10-valente
(PCV10) e a vacina meningocécica ACWY conjugada (CRUZ et al., 2022; GRANDO et al.,
2015; PARELLADA et al., 2023).

O objetivo desse trabalho foi realizar o levantamento epidemiol6gico dos casos de
MB notificados no estado de Sdo Paulo no periodo de 2017 a 2022, identificando os
principais géneros bacterianos envolvidos, e descrevendo os dados epidemioldgicos
relacionados a MB no que diz respeito a etiologia, sexo, faixa etéria, critério de confirmacéo
e mortalidade.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo bibliografica narrativa de artigos cientificos, entre 2018 e
2023, analisados através dos indexadores SCIELO — Scientific Eletronic Library Online,
bases de dados Google Académico e PubMed, guias de vigilancia epidemioldgica e em
saude. Utilizou-se dados publicos do Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude,
SEADE - Fundacdo Sistema Estadual de Anédlise de Dados e do Departamento de
Informética do Sistema Unico de Satde (DATASUS) através do aplicativo Tabnet, com
enfoque nos anos de 2017 a 2022. Os artigos foram pesquisados nos idiomas portugués e




e
inglés, conforme sugestdes de termos da plataforma Descritores em Ciéncias da Salde
(DeCS) foram utilizadas diferentes combinagdes dos seguintes descritores: ‘“Meningite
bacteriana”, “Epidemiologia”, “Diagndstico laboratorial”, “Técnicas de Laboratério
Clinico” e “Brasil”. Os artigos foram selecionados por meio da leitura de seus resumos e,
em seguida, através da leitura dos artigos na integra. A tabulacdo e transformacdo de dados
foi realizada utilizando o Microsoft Office Excel 2019.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados do DATASUS obtidos atraves do Tabnet, a MB no estado
de S&o Paulo, entre os anos de 2017 a 2022, houve um total aproximado de 8.346 casos
confirmados. Esse total contemplou dados cadastrados no DataSUS até o momento da
consulta, em julho de 2023. Do total de casos de MB, 4.211 casos (50,5%) foram de etiologia
bacteriana ndo especificada, 1.887 casos (22,6%) de meningite pneumocdcica, 1.705 casos
(20,4%) de meningite meningocdcica isolada ou associada a meningococcemia, 275 casos
(3,3%) de meningite causada por complexo de Mycobacterium tuberculosis e 268 casos
(3,2%) de meningite por Haemophilus influenzae. Essas proporcdes vao de acordo com o
que € exposto pelo Ministério da Saide em BRASIL (2022) ao avaliar os casos de meningite
no Brasil durante o0 mesmo periodo.

As doencas meningocdcicas sdo o segundo grupo mais prevalente das meningites
com agente identificado, mas apenas 952 casos foram sorogrupados, sendo identificados os
sorogrupos: C (n=447 casos), B (n=431), W135 (n=40), Y (n=31), X (n=2) e A (n=1); indo
de acordo com os estudos como de PARIKH et al. (2020) e YU et al. (2023) dizem, sobre
£SSes serem 0s seis grupos mais prevalentes, responsaveis por quase todos os casos de doenca
por N. meningitidis. O sorogrupo C lidera o nimero de casos e ao longo dos anos 2000
demonstrou potencial para causar surtos, como citam CRUZ et al. (2022), isso estimulou a
implementacdo da vacina meningocécica C conjugada, e da vacina meningococica ACWY
conjugada no calendario vacinal do pais, e como apontam FERRO et al. (2023), levando a
reducdo no nimero de casos no Brasil e em outros paises adeptos desse mesmo esquema
vacinal.

Com relacdo ao perfil dos pacientes com MB, foi possivel observar um predominio
do sexo masculino, com 4.729 casos (56,7%), contra 3.615 casos (43,3%) no feminino. Com
relacdo a faixa etaria, o0 maior niamero de casos de MB foi em pacientes de 40 a 59 anos, com
1.770 casos confirmados (21,2%); seguido da faixa de 20 a 39 anos, com 1.498 casos
(17,9%). Houve 1.317 casos (15,8%) em pacientes menores que 1 ano; e por fim, na faixa
de 1 a 4 anos houve 1.163 casos confirmados (13,9%). Se considerados juntos, 0s casos em
criangas abaixo de 5 anos compdem a maioria, com aproximadamente 2.480 casos (29,7%).
Segundo LUCENA et al. (2021), esse grupo é um dos mais atingidos pela meningite
pneumocdcica, isso também é observado por ALAMARAT e HASBUN (2020) no cenério
global. A incidéncia de meningite por pneumococos apresentou quedas desde a introducao
da PCV10, indo de acordo com o observado por PARELLADA et al. (2023) e YU et al.
(2023). Em 2020 e 2021, houve uma queda expressiva, passando para um aumento em 2022
de volta a valores proximos dos anos anteriores, padrdo esse que ndo foi exclusivo da
meningite pneumocacica, e ocorreu em todas as etiologias de meningite.

A cultura das bactérias causadoras da MB foi método mais utilizado no estado de Séo
Paulo como critério de confirmacgéo (30,6% dos casos), demonstrando um cenario positivo,
ja que é o metodo de diagnostico padrdo ouro. O exame quimiocitoldgico foi o segundo
método mais realizado (29,2%), e a técnica de PCR o terceiro mais comum (23,7%), que
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apesar de ser uma técnica de custo mais elevado e ndo disponivel em todos os laboratorios,
tem como principal vantagem a rapidez nos resultados.
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Esse cenario de diagndstico pode se alterar bastante quando se analisa
individualmente cada regido do estado de S&o Paulo, SCARPIN e PETRONI (2023)
observaram na &rea do Departamento Regional de Saude de Aracatuba (DRS 1), de 2017 a
2021, onde praticamente 90% dos casos foram de MB ndo especificada. Isso foi explicada
como sendo potencialmente causado pelo exame quimiocitolégico ter sido o método de
diagnostico prevalente na DRS 11 (mais de 75% dos resultados), ndo sendo possivel realizar
a identificacdo bacteriana através desse método. Esses fatos podem ajudar a explicar por que
mais da metade dos casos no estado (50,5%) sdo de MB ndo especificada, e porque a
sorotipagem foi feita em apenas pouco mais da metade dos diagnosticos de doenca
meningocdcica (952 de 1.705 casos).

Por outro lado, TEIXEIRA et al. (2020) destacam que a ocorréncia de diagnosticos
tardios de MB, seja por sinais clinicos inespecificos, atrasos em exames ou pouco tempo
para diagndstico, aumentam as taxas de morbidade e mortalidade da doenca. Dessa forma,
quanto ao desfecho clinico, a maioria dos casos de MB no periodo de 2017 a 2022 evoluiu
para alta hospitalar, 5.288 casos (63,4%), enquanto 1.621 casos (19,4%) evoluiram para
Obito em decorréncia da meningite. O ano de 2022 foi, proporcionalmente, 0 ano com maior
namero de casos que evoluiram para mortes por meningite, com 315 casos (22,2% dos casos
daquele ano), indo de acordo com o que citam FERRO et al. (2023), sobre as ainda altas
taxas de mortalidade da doenga no Brasil.

E valido citar que dados referentes a casos de morbidade da MB s&o escassos, uma
vez que nao existem acfes nem programas especificos de vigilancia para acompanhamento
dos pacientes apds a alta hospitalar. Tendo isso em mente, e falando da prevaléncia de
meningite pneumocdcica, PARELLADA et al. (2023) indicam que a troca do sorotipo
predominante de um local é uma tendéncia mundial, que pode ser afetada pelos sorotipos
cobertos no esquema vacinal que estiver em vigor. Desta forma, é importante o
monitoramento dos sorotipos circulantes, e a implementacdo de vacinas para estes novos
grupos.

CONCLUSOES

A maioria dos casos com etiologia confirmada envolvem os trés agentes principais
citados pela literatura, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus
influenzae, mas ndo € possivel ignorar o fato de pouco mais da metade dos casos de MB no
estado serem de etiologia ndo especificada, pois impactam no conhecimento dos reais
agentes etioldgicos envolvidos nos casos de MB. Estudos constantes sobre a epidemiologia
das MB sédo importantes ndo somente para prever padrdes futuros, mas também para ajudar
a difundir conhecimento a respeito dessa doenga, além de auxiliar na implementacdo de
métodos diagnosticos atualizados e medidas de controle da doenca.
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Resumo

O leite de vaca é um produto de importancia econdémica e um dos alimentos mais completos
em termos nutricionais, fundamental para a dieta humana. Pela mesma razéo, constitui um
excelente substrato para o desenvolvimento de uma grande diversidade de microrganismos
patogénicos. A maioria das cepas de E. coli sdo comensais, contudo, algumas descritas como
E. coli diarreiogénicas, apresentam fatores de viruléncia que podem causar doencas
intestinais e extra intestinais. O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbioldgica e pesquisar 0s genes de viruléncia em Escherichia coli isoladas de amostras
de leite pasteurizado integral coletadas no periodo de setembro de 2010 a dezembro de 2012,
no estado de S&o Paulo. Foram analisadas 609 amostras de leite pasteurizado integral
provenientes de 17 usinas de beneficiamento do Estado de Sdo Paulo. As analises
microbioldgicas realizadas foram: Determinacdo do Nimero Mais Provavel de Coliformes
Totais e Termotolerantes e Pesquisa de Salmonella spp. Os genes de viruléncia pesquisados
foram stx1, eae, stx2, hly, st, aggR, It, ipaH e bfp. Do total de amostras analisadas, 26 estavam
em desacordo com a RDC n°12, 02/01/2001, por conter coliformes termotolerantes.
Salmonella spp ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas. Das 609 amostras
pesquisadas, 3,9% foram positivas para E. coli e ndo foram detectados os genes de viruléncia
em nenhuma cepa. O constante monitoramento do leite pasteurizado é fundamental para a
avaliacdo da qualidade do produto ofertado a populagdo e a busca ativa de E. coli
diarreiogénicas com relevante impacto para a Saude Publica.

Palavras-chave: leite; qualidade dos alimentos; fatores de viruléncia; Escherichia coli
Introducéo

O leite de vaca é um produto importante para a economia brasileira, sobretudo devido
ao pais figurar entre os maiores do mundo em produtividade, além de compor rotineiramente
a dieta no Brasil, sendo ingerido puro e/ou em preparacdes culinarias. (CONCEICAO et al.,
2018; BALBINOTTI et al., 2021; MULLER et al., 2022; EMBRAPA, 2023a; EMBRAPA,
2023b). A qualidade microbiologica do leite, bem como o controle higiénico-sanitario de
toda a cadeia produtiva, sdo estratégias para a sanidade do produto ofertado, especialmente
por se tratar de uma matriz alimentar altamente nutritiva com elevado potencial de
contaminagdo por microrganismos patogénicos e de risco de veiculacdo de doencas




-t
transmitidas por alimentos (DTA) (CONCEICAO et al., 2018; SILVA TEIXEIRA e
ANDRADE FIGUEIREDO, 2018; BALBINOTTI et al., 2021; PEIXOTO et al., 2022).

Algumas cepas de E. coli sdo patdgenos relevantes para a satde publica, responsaveis
por ocasionar quadros diarréicos e a sindrome hemolitica urémica (SHU) em humanos, entre
outras manifestacdes clinicas (DENAMUR et al., 2021; GOMES et al., 2021). As cepas
patogénicas sdo classificadas como diarreiogénicas e divididas em seis patotipos:
enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), produtora de toxina Shiga (STEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC) e enteroinvasora (EIEC),
diferenciados, particularmente, pelos fatores de viruléncia e o quadro clinico a eles
associados (BENDARY et al., 2022; GEURTSEN et al., 2022; KOLODZIEJEK et al.,
2022). Os aparatos de viruléncia sdo responsdveis por ditar 0os mecanismos de
patogenicidade das cepas, apresentando distintas acfes pelas quais ocorre a interacdo com
as células do hospedeiro, como, entre outras, por adesdo, invasdo e ancoragem (JIANG et
al., 2021; BENDARY et al., 2022).

Portanto o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e
pesquisar 0s genes de viruléncia stx1, eae, stx2, hly, st, aggR, It, ipaH e bfp em Escherichia
coli isoladas de amostras de leite pasteurizado integral coletadas no periodo de setembro de
2010 a dezembro de 2012, no estado de S&o Paulo.
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Material e Métodos

As andlises microbioldgicas realizadas foram Determinacdo do NUmero Mais
Provavel de Coliformes Totais e Termotolerantes e Pesquisa de Salmonella spp, segundo as
metodologias descritas no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (KORNACHI e JOHNSON, 2001), em 609 amostras de leite pasteurizado integral,
no periodo de setembro de 2010 a dezembro de 2012, provenientes de 17 usinas de
beneficiamento do Estado de Sdo Paulo. Positivaram para E. coli 3,9% (24/609) das
amostras, dessas foram isoladas e analisadas 49 cepas, sendo pelo menos uma cepa
proveniente de cada amostra positiva, com identificacdo bioquimica da espécie realizada por
meio do IMVic (KORNACHI e JOHNSON, 2001). As cepas de Escherichia coli foram
armazenadas em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) com glicerol, mantidas a -20°C e
reativadas em caldo BHI, incubadas a 35°C por 18-24h.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando kit de extragcdo QlAamp® DNA Mini
Kit (Qiagen, USA), seguindo as instru¢bes do fabricante. Os extraidos de DNA foram
armazenados a -20 °C e encaminhados para PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).

A reacdo de PCR foi realizada com 25 L de volume total. Para a reagdo multiplex
dos genes stx1, eae, stx2 e hly foram adicionados 12,5 pL de GoTag® Master Mix [1,5 mM
de MgCI2 e 200 uM de cada dNTP, com pH 8,5] (Promega, EUA), 1,0 uL de cada primer
(Invitrogen), 2,5 pL de &gua ultrapura livre de DNA e RNAse (Invitrogen, EUA) e 2 pL da
amostra de DNA extraido. Para controle positivo foi utilizado E. coli O157:H7 e para
controle negativo agua ultrapura livre de DNA e RNAse (Invitrogen, EUA).

Para a reacdo duplex st e aggR foram adicionados 12,5 puL de GoTag® Master Mix
[1,5 mM de MgCI2 e 200 puM de cada dNTP, com pH 8,5] (Promega, EUA), 1,0 pL de cada
primer (Invitrogen), 6,5 pL de agua ultrapura livre de DNA e RNAse (Invitrogen, EUA) e 2
pL da amostra de DNA extraido. Para controle positivo foram utilizados duas cepas, E. coli
IAL ST/LT e E. coli 1AL 2391, e para controle negativo agua ultrapura livre de DNA e
RNAse (Invitrogen, EUA).

Para as reacdes simplex dos genes It, ipaH e bfp foram adicionados 12,5 pL de
GoTagq® Master Mix [1,5 mM de MgCI2 e 200 uM de cada dNTP, com pH 8,5] (Promega,
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EUA), 1,0 uL de cada primer (Invitrogen), 8,5 pL de agua ultrapura livre de DNA e RNAse
(Invitrogen, EUA) e 2 pL da amostra de DNA extraido. Para controle positivo foi utilizado,
respectivamente para os genes It, ipaH e bfp, E. coli IAL 1893, E. coli IAL 307 (0124:K72),
E. coli O127:k6 e para controle negativo agua ultrapura livre de DNA e RNAse (Invitrogen,
EUA).

As amplificacdes foram realizadas em termociclador. A separacdo molecular foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 2,0% em tampé&o TBE 1xe 1,0 pL de brometo
de etidio. O peso padrdo molecular utilizado foi de 100 pb (Promega, EUA). A eletroforese
foi realizada a a 120 V durante 60 minutos em cuba horozintal contendo TBE 1x e o gel foi
visualizado em transiluminador de luz UV.

Resultados e Discussao

Do total de amostras analisadas, 4,3% (26/609) estavam em desacordo com a
especificacdo regulatéria vigente no periodo do estudo - RDC n°12, 02/01/2001 (BRASIL,
2001), por conter populacdo de coliformes termotolerantes acima do limite tolerado de 4
NMP/mL e as amostras foram procedentes de 06 usinas de beneficiamento. Dentre as
amostras analisadas, 64 (10,5%) apresentaram populacdo de coliformes termotolerantes
variando de > 0,3 a < 4,0 e 519 (85,22%) amostras apresentaram populacao inferior a 0,3
NMP/mL. Salmonella spp ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas.

Entre as 609 amostras pesquisadas, 3,9% (24/609) foram positivas para E. coli e
destas apenas 07 amostras apresentaram populacdo acima de 4 NMP/mL. Esses resultados
podem indicar falhas na aplicacdo das Boas Préticas de Fabricacdo (exemplo: pasteurizacéo),
utilizacdo de matéria-prima de baixa qualidade e falhas na cadeia do frio ao longo da
producéo e comercializagdo do produto.

Né&o foram detectados 0s genes de viruléncia pesquisados no presente estudo para as
49 cepas isoladas das amostras positivas. Vale salientar, no entanto, que esse resultado nao
expressa a possibilidade de abrandamento das medidas de controle da qualidade
microbioldgica do leite pasteurizado.

Em estudo realizado com leite pasteurizado por Amézquita-Montes e colaboradores
(2015) em Cartagena, na Coldmbia, foi observado a presenca de coliformes em 48,7% das
amostras analisadas, com confirmacdo de E. coli em 6,6%, contaminacdo relacionada a
falhas pds-pasteurizacdo ou ao tratamento térmico ineficiente.

Estudos conduzidos com pesquisa de fatores de viruléncia de E. coli em produtos
lacteos pasteurizados tém demonstrado a deteccdo de genes em 0,5% a 6% das amostras,
sendo mais citados os patotipos STEC e EPEC (ROSARIO et al., 2021; WANG et al., 2021;
MADANI et al., 2022). Rosario et al. (2021) observaram que 6% das amostras de diversos
produtos lacteos apresentavam E. coli e 4% das amostras possuiam genes de viruléncia para
0 patotipo STEC. A ocorréncia de surtos envolvendo produtos lacteos pasteurizados foi
relatado por Jenkins et al. (2022) ocasionado por E. coli STEC O157:H7 na Inglaterra.
Hirose et. al. (2023) também relataram um surto no Japdo de E. coli diarreiogénica atipica
semelhante a E. coli STEC O157:H7. Ambos os surtos foram relacionados & contaminagéo
cruzada durante o processo de pasteurizacdo devido a problemas nos equipamentos, além de
outras hipoteses como falhas higiénicas e temperatura térmica ineficiente.

Genes de viruléncia sdo menos incidentes em produtos lacteos pasteurizados quando
comparados a produtos crus, que estdo frequentemente relacionados ao risco e/ou surtos de
doencas transmitidas por alimentos (ABRI et al., 2019; RIBEIRO JUNIOR et al., 2019;
JENKINS et al., 2022; ZAREI AHMADY et al., 2023). No entanto, ainda € imprescindivel
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0 monitoramento, as boas praticas de fabricacdo e a contencdo de erros pds-pasteurizacao,
sobretudo devido a diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos ao tratamento térmico.

Concluséo

Os resultados do presente estudo permitem concluir que o leite pasteurizado integral
apresentou baixa frequéncia de contaminacdo por coliformes termotolerantes e E. coli e
auséncia dos genes de viruléncia pesquisados. Contudo, o constante monitoramento do leite
pos-pasteurizacdo é fundamental para a avaliacdo da qualidade do produto ofertado para a
populacdo, auxiliando no monitoramento continuo da qualidade microbiologica do leite
pasteurizado e na busca ativa de E.coli diarreiogénicas que podem apresentar fatores de
viruléncia causadores de doencgas com relevante impacto para a Satde Publica.
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A pandemia por COVID-19 aumentou o consumo, procura e producédo de alcool em gel no
Brasil e no mundo devido a recomendacgédo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). O
alcool em gel, classificado como um cosmético grau Il com atividade antimicrobiana, possui
caracteristicas que exigem comprovacdo de seguranca e/ou eficacia para o registro
obrigatorio na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. No cenario global de emergéncia
de salde publica declarada pela OMS, medidas temporarias foram tomadas, dentre elas a
liberacdo da producdo de &lcool em gel 70% (p/p) sem necessidade de notificacdo ou
registro, com possiveis impactos na qualidade do produto. Seguindo os parametros definidos
pela legislacéo, este trabalho analisou 11 amostras de &lcool em gel fabricadas ap6s o fim do
estado de Emergéncia em Salde Publica de Importancia Nacional, frente aos requisitos
regulatérios fisico-quimicos e sua atividade bacteriostatica. Das amostras avaliadas, 82%
apresentaram resultado satisfatério para o teor alcoolico e/ou para avaliagdo da atividade
bacteriostatica frente aos microrganismos S. aureus; E. coli; S. choleraesuis e P. aeruginosa.
Né&o foram evidenciados resultados em desacordo com os padrdes regulatorios para o ensaio
de viscosidade. Comparado com trabalhos publicados durante o periodo de pandemia, foi
possivel evidenciar o impacto do monitoramento da qualidade e fiscalizacdo dessa categoria
de cosméticos com a volta da obrigatoriedade de registro e/ou notificacdo aos 6rgaos
sanitarios.

Palavras-chave: controle de qualidade; cosméticos; eficacia; etanol

INTRODUCAO

O consumo de alcool em gel ganhou destaque em 2020 devido a pandemia por
SARS-Cov-2, com a recomendacdo da Organizacdo Mundial de Salde (OMS) para
higienizacdo das maos com preparacGes alcodlicas contendo 70% (p/p) de alcool, em
situacdes nas quais 0 acesso a agua e sabdo nao estivesse disponivel (ABIHPEC, 2020). O
alcool em gel é classificado como um produto cosmético de higiene pessoal com agdo
antisséptica, ou seja, um produto de grau Il com atividade antimicrobiana, cuja comprovagéo
é exigida ao ser registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2022a).
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A regulamentacdo sobre a disponibilizacdo obrigatéria de solucBes alcodlicas
antissépticas em servicos de salde enfatiza a importancia do uso na prevencéo e controle de
infeccOes, o estabelecimento da graduacdo alcoolica de diferentes formulagdes, a
obrigatoriedade da notificacdo e registro no 6rgdo competente, bem como a realizacdo de
ensaios laboratoriais para avaliacdo da qualidade dos produtos (BRASIL, 2010).

No cenario global de emergéncia de salde publica declarada pela OMS (OPAS,
2020), a ANVISA (BRASIL, 2012) flexibilizou temporariamente os requisitos regulatérios
para a manufatura e comercializa¢do de produtos a base de alcool com graduacéo 70% (p/p)
ou 70°INPM, sem a necessidade de notificacdo ou registro, desde que os critérios de
qualidade, eficacia e seguranca do produto fossem atendidos. As publicacdes estabeleceram
0s critérios e o0s procedimentos extraordinarios e temporarios para a fabricacdo e
comercializacdo de preparacdes antissepticas durante o estado de Emergéncia em Saude
Publica de Importancia Nacional (ESPIN) (BRASIL, 2020a; BRASIL, 2022b). O fim da
ESPIN em maio de 2022 revogou a RDC n° 641/2022 condicionando novamente as
formulacdes de alcool em gel a regularizagdo junto a ANVISA por meio dos processos de
registro ou notificacdo (BRASIL, 2022b).

A importancia da utilizacdo do alcool em gel durante o periodo de pandemia nos
estabelecimentos de saude e na comunidade foi evidenciada e demonstrada pela adesao ao
uso frequente por profissionais da area e pela populacdo. Entretanto, conforme revelado nos
dados disponiveis em literatura, a flexibilizacdo temporaria para producao e comercializacao
sem registro ou notificacdo das preparacdes antissépticas a base de alcool 70% (p/p), nos
anos de 2020 a 2022, afetou significantemente a qualidade destes produtos (NISBAR et al,
2023). Deste modo, o presente trabalho objetivou avaliar os parametros fisico-quimicos e a
presenca de atividade bacteriostatica de amostras de alcool em gel comercializadas no
periodo po6s-pandémico a fim de verificar se as formula¢fes manufaturadas apds o fim da
ESPIN, um periodo marcado por distintas alteracGes regulatdrias frente ao cenéario de
pandemia e medidas realizadas para o controle da transmissdo da COVID-19, atendiam 0s
requisitos minimos de qualidade.

MATERIAL E METODOS

Durante o terceiro trimestre de 2023, foram avaliadas 11 amostras de produtos
cosméticos alcool em gel 70° INPM ou 70% p/p de diferentes marcas e lotes,
comercializadas na cidade de Sdo Paulo/SP, com data de fabricacdo posterior ao fim da
ESPIN (BRASIL, 2022¢). A viscosidade das amostras foi avaliada através do viscosimetro
da marca Brookfield® modelo Synchro-lectric Viscometer, utilizando o Spindle n® 4. A
leitura de cada amostra foi realizada 3 vezes utilizando 10 RPM e os resultados das médias
das leituras foram expressos por calculo em centipoise (cP). A densidade das amostras foi
avaliada através do densimetro digital da marca Mettler Toledo® modelo Density
Excellence D4. Utilizou-se o0 método de anélise da densidade do alcool a 20°C e os resultados
expressos de acordo com a tabela alcoométrica da Organizacdo Internacional de Metrologia
Legal (OIML) e comparados com a tabela alcoométrica da Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2019; OIML, 2015). Para a atividade bacteriostatica, placas de petri contendo
agar nutriente previamente inoculado com 200uL de suspensdes microbianas individuais de
S. choleraesuis ATCC 10708, S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 11229 e P. aeruginosa
ATCC 15442, foram utilizadas para adi¢do das amostras em orificios centrais. Em seguida,
as placas foram incubadas a 36 + 1°C por 24 + 2 horas (INCQS, 2018). A observacao de halo
de inibicdo foi caracterizada como presenca de atividade bacteriostatica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As 11 amostras foram submetidas aos testes de densidade e atividade bacteriostatica,
ndo sendo possivel a realizacdo da andlise da viscosidade para a amostra n° 9, devido a
quantidade insuficiente de amostra. Tendo em vista que a legislagdo (BRASIL, 2022d)
permite a variacdo de no maximo 10% do teor de alcool declarado no rétulo (70° INPM ou
70% p/p), o resultado do ensaio é considerado satisfatorio se a graduacéo alcodlica do
produto estiver compreendida entre 63% e 77% (p/p).

Os alcoois géis fabricados ap6s o fim da ESPIN e que foram analisados neste artigo
apresentaram teor alcoolico satisfatorio em 82% (n = 9) das amostras avaliadas, estando
aptos a exercer a funcao de assepsia das maos. Apenas as amostras n° 3 e n°® 10 apresentaram
resultados insatisfatorios para o teor de alcool (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados fisico-quimicos e microbioldgicos em amostras de alcool em gel.
Teor alcodlico

Densidade L .
Amostras 20°C OIML  Farmacopeia V|sc05|((ig()je 2rc B aﬁg\r/igjsa}[gfi ca
(g/cm?) (% plp) (% plp)

1 0,8680 69,836 70,51 13.533 S
2 0,8803 64,636 65,29 15.100 S
3 0,9202 47,075 47,86 4.500 S
4 0,8756 66,632 67,16 15.733 S
5 0,8723 68,027 68,71 NV S
6 0,8681 69,794 70,51 13.733 S
7 0,8724 67,985 67,93 4.767 S
8 0,8713 68,448 69,16 NV S
9 0,8786 65,359 66,06 - I*
10 0,9822 9,750 11,19 NV |

11 0,8730 67,732 68,38 NV S

Fonte: elaborada pela autora (2023)

Legenda: S=satisfatorio; I= insatisfatério para todos os microrganismos utilizados no ensaio; 1*= insatisfatdrio
somente para Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; NV= resultado ndo valido. Parametros de aceitacdo para
teor alcoolico = 63% a 77%; Viscosidade = acima de 4.000cP para aqueles com teor alcodlico abaixo de 68%,
acima de 8.000cP para aqueles com teor alcodlico igual ou mais que 68%.

No estudo realizado por Farias et al. (2023), das amostras avaliadas e descritas como
antissépticos para as maos, 46,15% obtiveram resultados insatisfatdrios para o teor de alcool
etilico quando foi empregado 0 mesmo método para determinagéo por densidade. O teor de
alcool etilico e a densidade do alcool em gel ndo apresentaram alteracdes significativas ao
serem submetidos a diferentes temperaturas no estudo realizado por Silva L. et al. (2023).

O tipo de polimero utilizado na producéo do alcool em gel e, consequentemente, a
viscosidade do &lcool em gel influenciam ndo somente a performance do alcool como agente
antisséptico, mas também sua aplicacéo, fluidez e espalhamento na pele e aderéncia ao uso
pelo consumidor (ABUGA et al; 2021). Nao foram evidenciados resultados insatisfatorios
para as amostras que apresentaram resultados validos utilizando o viscosimetro (n= 6).
Apesar de apresentar resultado insatisfatorio para o teor de alcool etilico, a amostra n® 3
atendeu ao critério de aceitacdo para viscosidade frente a legislacdo (BRASIL, 2022c). Ao
padronizar o ensaio com o Spindle n°® 4 houve a limitacdo dos dados de 4 amostras (Tabela
1), em que ndo foi possivel realizar a determinacdo da viscosidade por conta da alta
viscosidade observada (resultados ndo validos). No estudo realizado por Silva L. et al.




(2023), utilizando as mesmas condic¢des deste trabalho para o parametro viscosidade, 0s
valores se mantiveram abaixo de 4.000 cP em todas as variaces de temperatura
estabelecidas, classificando a amostra como insatisfatoria.

A analise da atividade bacteriostatica demonstrou que 82% (n = 9) das amostras
ensaiadas apresentaram halo de inibi¢do frente aos microrganismos S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa e S. choleraesuis. N&do foi possivel evidenciar halo de inibi¢do para a amostra n°
9 frente ao microrganismo P. aeruginosa. A amostra n° 10 ndo apresentou halo de inibigao
em nenhuma das placas, sendo incapaz de inibir o crescimento dos quatro microrganismos
empregados no ensaio (Tabela 1). Cenario semelhante foi evidenciado no estudo realizado
por Hilinski E. et al; (2023), no qual apo6s a avaliacdo da atividade bacteriostatica de 38
amostras de alcool gel comercializadas durante o periodo de pandemia por SARs-Cov-2,
13% ndo apresentaram atividade bacteriostatica, com destaque para a auséncia de formacao
de halo de inibicdo frente ao microrganismo S. aureus.

Além da influéncia da graduacéo alcoolica para a presenca/auséncia de formacao do
halo de inibig&o, durante a avaliagdo dos dados do presente trabalho, foi observada diferenca
no didmetro dos mesmos (Figura 1). As amostras que continham Triclosan em sua
composicdo (n° 2, 4 e 5), apresentaram halos de inibicdo com maiores dimensdes para 0s
microrganismos avaliados, com excecéo das placas contendo P. aeruginosa.
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Figura 1 - Representacdo da presencga/auséncia de halos de inibicdo no ensaio de
determinacdo de atividade bacteriostéatica.

Fonte: elaborada pela autora (2023)
Legenda: A= halo com maior didmetro em amostra contendo alcool 70% e Triclosan; B= halo com menor
diametro em amostra contendo etanol 70%; C= auséncia de halo de inibicao.

Ambrosino e colaboradores (2022) observou menor atividade bactericida em
amostras de alcool em gel 70% (p/p) quando comparadas com solugdes antissépticas que
continham um ativo complementar em sua formulacdo. De acordo com dados disponiveis na
literatura, a adi¢do do Triclosan aumenta a atividade bactericida contra bactérias Gram
positivas; sua atividade contra P. aeruginosa é inferior quando comparado as outras espécies
(OMS, 2009).

CONCLUSOES

Com o retorno da obrigatoriedade de comprovacao por estudos de seguranca e
eficacia para a manufatura e comercializagdo de formulagdes cosméticas de alcool em gel,
apos a revogacao das resolucées que flexibilizavam sua fabricacdo, foi possivel observar que
a qualidade dos produtos atendeu aos parametros regulatorios em aproximadamente 73%
das amostras avaliadas, evidenciando o atendimento as Boas Praticas de Fabricacdo bem
como a eficicia do monitoramento e da fiscalizacdo constante realizada pelas autoridades

sanitarias.
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RESUMO

O Nucleo de Colecdo de Micro-organismos, fundado em 1940, possui mais de 10.000
linhagens, a maioria das quais é de relevancia para a salude publica. Algumas dessas
linhagens carregam genes de resisténcia aos antimicrobianos, portanto, exigem
monitoramento regular para garantir a manutencdo de suas caracteristicas. Para esse
propésito, 10 linhagens, catalogadas como portadoras de genes que codificam enzimas de
resisténcia, foram submetidas a diferentes métodos de autenticagdo, como MALDI-TOF,
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) utilizando fita de Etest para
imipenem e PCR multiplex, visando alvos especificos do gene blaoxa. Constatamos que
apenas uma linhagem de Escherichia coli apresentou uma concentracao inibitéria minima
de 0,125 pg/mL para imipenem, diferindo do esperado para essa linhagem. Das quatro
linhagens de Acinetobacter baumannii, apenas uma néo teve sua resisténcia confirmada pela
PCR, devido a falta de amplificacdo para o gene blaoxa-2s3. Dos dez micro-organismos
analisados, apenas um néo exibiu um perfil de resisténcia através da CIM, e outra linhagem
n&o teve sua resisténcia confirmada por PCR, o que contradizia as informagdes presentes em
seu registro como sendo resistente. Diante dos resultados obtidos, foi possivel evidenciar a
necessidade do controle lote a lote das linhagens ap6s 0s processos de preservacao,
possibilitando o fornecimento de material biol6gico com qualidade assegurada.

Palavras-chave: MALDI-MS, PCR multiplex, resisténcia microbiana a medicamentos.

INTRODUCAO

As colecbes microbioldgicas de servico como a do Nucleo de Colecdo de Micro-
organismos do Instituto Adolfo Lutz (NCMO-IAL), desempenham um papel importante na
preservacao de recursos bioldgicos e fornecimento deste material para pesquisas cientificas,
académico, desenvolvimento de ensaios de diagnostico, controle de qualidade de ensaios e
atividades de ensino contribuindo assim para a formacdo de recursos humanos também. A
disponibilizacdo de linhagens é autenticada em conformidade com regulamentacdes, e a
presenca de mecanismos para assegurar a qualidade do material preservado € fundamental.
(PEIXOTO, 2006; SETTE, 2006). O NCMO-IAL foi estabelecido no ano de 1940, e




atualmente possui mais de 10.000 linhagens no acervo, contendo linhagens de bactérias,
fungos, e protozoarios como Leishmania sp e Trypanossoma sp, além de linhagens de
resisténcia. (ANDRADE, 2008).

Neste estudo, 10 linhagens com genes de resisténcia aos carbapenémicos foram
selecionadas para autenticacdo apés a preservagdo por liofilizacdo, quanto a sua espécie,
concentracdo inibitéria minima para imipenem e presenca de genes codificadores para
oxacilinases relacionadas a resisténcia para essa classe de antimicrobianos. Os dados obtidos
por caracterizacao polifasica, na integracdo de diferentes térmicas fenotipicas e genotipicas,
foram registrados e laudos elaborados de acordo com o sistema de garantia de qualidade
presente no NCMO-IAL, tornando as linhagens disponiveis para fornecimento para aquelas
que apresentaram sucesso na autenticacao.
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MATERIAL E METODOS

Foram reativadas 10 linhagens bacterianas do acervo do Nucleo de Colegdes de
Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz (NCMO-IAL) conforme descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Linhagens bacterianas de resisténcia

IAL Linhagens Lote Gene
7426 Acinetobacter baumannii 12/21 blaOXA-253
7427 Escherichia coli 12/21 mcr-1
7428 Pseudomonas chlororaphis 12/21 blaVIM-2
7429 Acinetobacter baumannii 12/21 blaOXA-23
7430 Acinetobacter baumannii 12/21 blaOXA72(blaOXA 24-like)
7433 Escherichia coli 12/21 blaNDM-1
9723 Acinetobacter baumannii 09/22 blaOXA-23
9824 Escherichia coli 03/23 blaNDM
9825 Pseudomonas aeruginosa 03/23 blaNDM
9835 Pseudomonas aeruginosa 03/23 blaVIM

Fonte: elaborado pelo autor, (2023).

Foi realizada a avaliacdo microscopica pela técnica de coloracdo de Gram e
macroscopica do crescimento bacteriano em agar MacConkey e dgar comum apdés 24 horas
de incubacdo, a 37°C. A partir do crescimento em agar comum, foi realizada a autenticagao
da espécie bacteriana por andlise de proteinas utilizando a técnica de (MALDI-TOF). As
amostras das linhagens de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas chlororaphis e
Escherichia coli foram submetidas ao procedimento de extracdo em placa, enquanto as
linhagens de Acinetobacter baumannii passaram pelo procedimento de extracdo em tubo,
conforme as recomendacdes da Bruker.

Foi realizado o teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) para imipenem
utilizando fita comercial Etest. A linhagem IAL 6014 Escherichia coli lote 03/17 que tem
como referéncia ATCC 25922 foi usada para controle do teste. Foi utilizado o 4gar Mueller
Hinton para aplicacdo da fita de E-test, e incubado por 24 horas a 37°C. Os pontos de corte
clinicos foram definidos pela plataforma BrCast (2023).

Para obtencdo do DNA bacteriano, foram utilizados trés métodos: 1) lise por choque
térmico; 1l) Extracdo com kit Extracta DNA e RNA de Patogenos MDX Loccus, I1) kit
PureLink Genomic DNA Invitrogen.
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A extracdo de DNA por kit Extracta DNA e RNA de Patégenos MDX Loccus foi
realizada de acordo com o manual do fabricante. A extracdo pelo kit PureLink® Genomic
DNA Kits Invitrogen foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante. A eluigéo final
foi realizada com agua ultrapura estéril. Os DNAs extraidos por kit foram quantificados por
espectrofotometria no equipamento DeNovix.Todos os DNAs obtidos foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose a 1%. Para a linhagens depositadas como portadoras de gene
codificadoras de enzimas do tipo OXA foi realizada a PCR Multiplex e os produtos de PCR
correspondentes aos gene relacionados a resisténcia aos carbapenémicos foram novamente
amplificados com DNA polimerase de alta fidelidade, os produtos purificados pelo kit
Biospin PCR Purification Kit (BioFlux).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as linhagens selecionadas apresentaram crescimento uniforme, sem sinais de
contaminacdo, e tiveram as identificacfes de espécie confirmadas pela técnica de MALDI-
TOF, os resultados estdo apresentados na Tabela 4, assim como os valores encontrados para
a concentracao inibitéria minima para imipenem por Etest.

Tabela 4 - Autenticagdo das espécies das linhagens e concentraco inibitéria minima para imipenem

MALDI-
IAL Linhagens Lote TOF CIM  S/I/IR*
(Score) (ug/mL)
7426 Acinetobacter baumannii 12/21 2.47 >392 R
7427 Escherichia coli 12/21 2,37 0,125 S
7428 Pseudomonas chlororaphis 12/21 2.16 >32 R
7429 Acinetobacter baumannii 12/21 2,22 >32 R
7430 Acinetobacter baumannii 12/21 2,57 >32 R
7433 Escherichia coli 12/21 2,42 16 R
9723 Acinetobacter baumannii 1221 2,47 >392 R
9824 Escherichia coli 09/22 2,47 24 R
9825 Pseudomonas aeruginosa 03/23 238 >32 R
9835 Pseudomonas aeruginosa 03/23 2,42 >32 R
6014  Escherichia coli (controle CIM) 03/17 2,25 0,125 S
Fonte: elaborado pelo autor *com base em BrCAST
2023.

S: Sensivel, I: Intermediario, R: Resistente.

Na determina¢do da concentracdo inibitoria minima para imipenem foi possivel
observar que todas as linhagens avaliadas apresentaram resisténcia ao carbapanémico, porém
a linhagem 1AL 7427 Escherichia coli lote 12/21, apresentou CIM 0,125 pg/mL que de
acordo com o documento Tabela de Pontos de Corte Clinicos do BrCAST - EUCAST ¢
classificada como sensivel. Esta linhagem €é descrita em sua ficha de depdsito contendo o
gene de resisténcia mcr-1 que é citado por Rebelo (2018 apud YAO et al., 2016) como sendo
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plasmidial. As mudancas no fendtipo de uma linhagem ap0s a preservacdo podem ser
atribuidas a uma variedade de fatores como, por exemplo, choque térmico, estresse oxidativo
e variacOes de temperatura, podem induzir mudancas genotipicas e fenotipicas nas culturas.
Deste modo é de grande importancia avaliar a integridade genémica ap0s a preservagédo
(PRAKASH, 2013).

Neste estudo, foi pesquisada apenas a presenca de genes codificadores de enzimas
do tipo OXA relacionado a resisténcia aos carbapenémicos e foi usada a PCR multiplex
descrita por Woodford e colaboradores (2016), que foi posteriormente adaptada por Higgins
e colaboradores (2010).

Para as quatro linhagens de Acinetobacter baumannii, observou-se a amplificacdo do
gene blaoxa-siike (353 pb), que, embora ndo seja determinante para a resisténcia aos
carbapenémicos, € considerado intrinseco para espécies Acinetobacter baumannii
(TURTON, et al., 2006), corroborando os dados obtidos por MALDI-TOF.

Néo foi observada formacdo de produto de PCR para a linhagem IAL 7429
A.baumannii com o DNA obtido por choque térmico, provavelmente devido ao excesso de
proteinas e componentes celulares que inibiram a reacdo da PCR. No entanto, o DNA
extraido por kit da Invitrogen e o obtido com o kit da Loccus, permitiram a amplificacdo dos
produtos de DNA esperados para blaoxa-si-iike € blaoxa-23.

Foi possivel obter produtos de PCR compativeis com o tamanho aguardando para 0s
genes relacionados com a resisténcia aos carbapenémicos blaoxa-2s-iike (246 pb) para a
linhagem 1AL 9723 e blaoxa-2s-iike (501 pb) para as linhagens IAL 7429 e IAL 7430,
respectivamente.

Para identificar o gene blaoxa-2s3 na linhagem 1AL 7426 de Acinetobacter baumannii
(lote 12/21), utilizamos oligoiniciadores especificos para blaOXA-143. No entanto, devido
a alta semelhanga de 95% na identidade de nucleotideos entre blaoxa-2s3 € blaoxa-143,
conforme observado por Girlich et al. (2014), ndo conseguimos amplificar o gene blaOXA-
143 em nenhuma das trés extracdes de DNA realizadas na amostra IAL 7426.

Embora seja variante de blaoxa-2s3 , usar oligoiniciadores descritos por Higgins e
colaboradores (2010), foi gerado um produto de PCR que ndo se anelou na sequencia, e ao
comparar com as sequencias de nucleotideos de blaoxa-2s3 ¢ blaoxa-143 contidas no NCBI,
utilizando a ferramenta BioEdit Alignment Editor, verificou-se que o oligoiniciador da fita
senso de blaoxa-143 € homologo a blaoxa-2s3, No entanto, o da fita anti-senso possui uma
regido de polimorfismo. Como resultado, a amplificacdo deste gene para esta linhagem nao
pdde ser continuada.
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CONCLUSOES

Todas as linhagens foram autenticadas pelo método de MALDI-TOF, que se mostrou
muito eficiente e de alta confiabilidade nos resultados, tornando a metodologia pratica em
relacdo aos métodos de identificacdo fenotipicos.

A resisténcia ao imipenem foi verificada em todas as linhagens, exceto para IAL
7427 Escherichia coli lote 12/21, o que reforca a importancia das autenticacfes do perfil
genético apds preservacgdo lote a lote.

Todas as linhagens que haviam sido descritas na ficha de depdsito como portadoras
de genes codificadores de enzimas do tipo blaoxa, puderam ser autenticadas com excegao
para a linhagem IAL 7426 Acinetobacter baumannii de lote 12/21.

Diante dos resultados obtidos foi possivel evidenciar a necessidade do controle de
qualidade lote a lote das linhagens ap0s 0s processos de preservacdo, etapa fundamental para
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0 Nucleo de Colecdo de Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz que atua como colecao
de servico e deve fornecer produtos com confiabilidade e qualidade.
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Resumo: A neuroangiostrongiliase, doenca emergente causada pelo nematdédeo Angiostrongylus
cantonensis, apresenta uma série de desafios diagnésticos devido a sua dificil identificacdo e a
dispersdo dos estudos ja realizados. O diagnoéstico definitivo é complicado, pois exige a deteccdo de
larvas ou seus fragmentos no liquido cefalorraquidiano e/ou nos olhos. Nesse contexto, a busca por
métodos diagnosticos eficazes inclui a investigacdo das diversas classes de imunoglobulinas (1gs),
gue desempenham papel importante na resposta imunolégica do hospedeiro frente a infecgfes. Esta
revisao integrativa identificou 10 estudos sobre o uso de IgA, IgE, 1gG e IgM no imunodiagnostico
da doenca e investigou seu potencial, bem como os paises que mais contribuiram para esse
conhecimento. Destacou-se que a IgG e suas subclasses foram as mais estudadas, demonstrando as
melhores sensibilidades (13-100%) e especificidades (66,8-100%), enquanto as outras classes de Ig
tiveram desempenho inferior. Em relagdo a producéo cientifica, a Tailandia divulgou a maioria das
publicacBes (6/10), seguida pelo Brasil, Cuba, Estados Unidos e Taiwan, cada um com uma
publicacdo. No entanto, é essencial realizar novas pesquisas que avaliem individualmente as classes
de Igs, levando em consideracdo suas caracteristicas e averiguando os periodos ideais para suas
detec¢des no soro ou liquido cefalorraquidiano, a fim de aprimorar o diagndstico da doenca.
Palavras-chave: Angiostrongylus  cantonensis; imunodiagnostico; imunoglobulinas;
neuroangiostrongiliase; revisdo integrativa.

INTRODUCAO

Angiostrongylus cantonensis causa neuroangiostrongiliase, doenca associada a meningite
eosinofilica em humanos, que se infectam ao ingerir moluscos ou hospedeiros paraténicos
contaminados com larvas de terceiro estdgio (CARVALHO et al., 2022; BARRATT et al., 2016). A
confirmacdo diagnostica ocorre através da deteccdo de larvas, seus fragmentos ou DNA no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (CARVALHO et al., 2022). A baixa frequéncia desses achados destaca a
importancia dos métodos imunoldgicos, como ELISA, Dot-blot ELISA e Western Blot, técnicas mais
empregadas atualmente, no entanto, reacBes cruzadas e soroconversdo tardia podem levar a
resultados falsos positivos e negativos (MELO et al., 2022). A diversidade de Igs pode melhorar o
diagndstico, mas a pulverizagao das informagcdes dificulta a compreensdo do conhecimento existente.
Este trabalho, por meio de revisdo integrativa, teve 0 objetivo de sintetizar estudos sobre o uso de
diferentes classes de Igs no diagndstico da neuroangiostrongiliase, visando compreender a producédo
cientifica e identificar lacunas para pesquisas futuras.

MATERIAL E METODOS

Para cumprir os objetivos do trabalho, a metodologia de revisdo integrativa foi realizada
conforme recomendado por Cooper (1982) e aplicada em seis etapas: identificagdo do tema e selecéo
das questbes norteadoras; estabelecimento de critérios para inclusdo e exclusdo; definicdo das




informacdes a serem extraidas; avaliacdo dos estudos incluidos; interpretacdo; e apresentacéo e
divulgacdo dos resultados. As questdes norteadoras levantadas para elaboracéo do trabalho foram: 1.
Quais classes de imunoglobulinas foram utilizadas em pesquisas para o diagnéstico da
neuroangiostrongiliase desde o ano 2000? 2. Em quais paises os estudos foram conduzidos? e 3.
Quais as imunoglobulinas que apresentaram potencial diagnostico para a doenca?

Para a busca dos artigos foram usadas quatro bases de dados, a saber: PubMed - National
Library of Medicine; LILACS - Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Salde;
SciELO - Scientific Eletronic Library; e Google Académico. Nestas, foram inseridos descritores em
portugués e inglés, sendo eles: Angiostrongylus cantonensis; neuroangiostrongiliase;
imunodiagnostico; 1gA; IgE; 1gG; IgM; subclasses e combinagfes de Igs; Western Blot; ELISA; e
Dot ELISA, os quais foram pesquisados individualmente e/ou com uso de boleanos (“¢” ou “and”).

O software gerenciador de referéncias Mendeley® foi utilizado para agrupar os trabalhos,
identificar os artigos originais, ano de publicacdo e 0 nome dos autores. Em seguida foram aplicados
os critérios de inclusdo: trabalhos publicados no periodo de janeiro de 2000 a setembro de 2023; em
gualquer idioma; e que abordaram wuso das imunoglobulinas no diagnéstico da
neuroangiostrongiliase, com a utilizagdo das técnicas Western Blot, ELISA e Dot ELISA. Artigos
que estavam fora do periodo estabelecido e que ndo corresponderam a proposta do trabalho foram
excluidos.

Os artigos levantados que atenderam aos dois primeiros critérios exigidos foram submetidos
a leitura exaustiva de titulos e resumos para avaliar a adequacéo ao Ultimo critério. Seguiu-se, entéo,
a leitura dos contetidos para a avaliagdo das metodologias, resultados e conclusdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 6.919 artigos nas bases de dados dos quais apenas dez (0,14%) atenderam
aos critérios estabelecidos por este trabalho, mostrando um grande volume de material disponivel,
porém com pouco aproveitamento, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Nimero de artigos obtidos nas bases de dados que utilizaram Imunoglobulinas no diagnéstico
da neuroangiostrongiliase (2000 a setembro/2023).

. PUBMED SCIELO LILACS Google Académico Global
Imunoglobulinas
n exclusdo total n exclusdo total n  exclusdo total n exclusdo total n exclusdo total
IgA 5 5 0 0 0 0 0 0 0 288 288 0 293 293 0
IgE 4 4 0 0 0 0 0 0 0 487 487 0 491 491 0
1gG 23 21 2 1 1 0 2 2 0 1.358 1.358 0 1.384 1.382 2
lgM 9 9 0 0 0 0 0 0 0 504 504 0 513 513 0
lgA x IgE 3 3 0 0 0 0 0 0 0 243 243 0 246 246 0
IgA x IgM 5 5 0 0 0 0 0 0 0 249 249 0 254 254 0
IgA x 1gG 5 5 0 0 0 0 0 0 0 321 321 0 326 326 0
IgE x 1gM 3 3 0 0 0 0 0 0 0 287 287 0 290 290 0
IgE x 1gG 3 3 0 0 0 0 0 0 0 578 578 0 581 581 0
IgM x 1gG 9 9 0 0 4} 0 0 0 0 552 552 0 561 561 0
IgA x IgE x IgM 3 3 0 0 0 0 0 0 0 191 191 0 194 194 0
IgA x 1gE x 1gG 3 3 0 0 4} 0 0 0 0 244 244 0 247 247 0
IgA x IgM x 1gG 5 5 0 0 0 0 0 0 0 260 260 0 265 265 0
IgE x 1gG x IgM 3 3 0 0 0 0 0 0 0 286 285 1 289 288 1
IgA x IgE x IgM x 1gG 3 3 0 0 0 0 0 0 0 191 190 1 194 193 1
Subclasses Igh e outras 4 4 0 0 0 0 0 0 0 177 177 0 181 181 0
Subclasses IgG e outras 5 5 0 0 0 0 0 0 0 605 599 6 610 604 6
Total 95 a3 2 1 1 0 2 2 0 6821 6813 8 6919 6909 10

Fonte: Elaborada pelos autores (2023).

O Google Académico foi a base com o maior nimero de artigos sobre 0 assunto, com 6.821
publicacdes (98,60%) (Tabela 1). Entretanto, 6.813 (99,88%) foram excluidas (Tabela 1), sendo 890
(13,05%) por néo estarem dentro do periodo estabelecido; 2.966 (43,54%) por estarem duplicadas e
2.957 (43,41%) por ndo se relacionarem ao tema de interesse. Esta base de dados, como explicitado
por Delgado Ldpez-Cdzar et al. (2019), indexa automaticamente informacfes da web académica,
tornando a busca globalizada, o que, apesar de ampliar os resultados, acaba trazendo informacdes
ndo relacionadas ao tema. Mesmo assim, esta plataforma foi responsdvel por oito artigos,
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correspondendo a 0,12% do volume total e 80% do material aproveitado para as analises, mostrando
que, se usado criteriosamente, pode ser uma boa fonte de pesquisa cientifica.

Ja em relacdo ao PubMed, foram encontrados 95 artigos (Tabela 1), dos quais sete (7,37%)
foram excluidos por estarem fora do periodo estabelecido; 77 (81,05%) por serem duplicatas e nove
(9,47%) por ndo estarem relacionados ao tema. Restaram dois (2,11%) artigos que atenderam a todos
0s critérios exigidos. Neste caso, quando se busca por uma informacao muito especifica e com pouco
tempo para pesquisar, pode ser uma opcao.

Por outro lado, LILACS e SciELO foram as bases com menos resultados, sendo dois e um
artigos encontrados, respectivamente (Tabela 1), os quais foram rejeitados por ndo abordarem a
tematica. Sendo assim, para este trabalho, ndo foram Uteis, sugerindo que assuntos pouco estudados
podem néo ser contemplados nessas bases de dados.

Em relacdo aos dez trabalhos triados, todos os artigos descreveram estudos com a utilizagédo
de 1gG e/ou suas subclasses e/ou a combinacgdo destas com outras Igs, destacando um desequilibrio
de interesse na pesquisa das diversas classes e subclasses de Igs, com a caréncia de estudos
especificos voltados a outros anticorpos para o refinamento do diagnéstico laboratorial da
neuroangiostrongiliase. Além disso, observou-se que 2023 foi 0 Unico ano que apresentou mais de
um trabalho (Quadro 1), mostrando que essa escassez de pesquisas na area esteve presente, pelo
menos, nos Ultimos 23 anos.

Outro ponto importante, foram seis publica¢fes (60%) realizadas na Tailandia e uma (10%)
em cada um dos demais paises (Brasil, Cuba, Estados Unidos e Taiwan), conforme ilustrado na figura
1. Segundo Eamsobhana (2013), a Tailandia apresenta grande parte dos casos de meningite
eosinofilica por A. cantonensis dentre as nacdes endémicas da doenca, e esse dado pode justificar o
maior nimero de trabalhos terem sido publicados neste pais. No entanto, seguramente estes dados
estdo desatualizados, necessitando de revisGes sistematicas para reavaliar a real e atual distribuicao
dos casos humanos da doenga.

Figura 1 - Quantidade de artigos publicados por pais, que atenderam os critérios do trabalho.
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Fonte: Elaborado pelos autores em mapchart.net (2023).

Com base nos dados obtidos a partir da analise dos trabalhos selecionados, destaca-se que,
embora a 1gG seja 0 marcador mais frequentemente empregado nos ensaios diagnésticos (STEEL et
al., 2023), suas subclasses demonstraram um potencial diagnéstico mais promissor, com resultados
globalmente semelhantes, enquanto as demais Igs apresentaram resultados contraditorios.
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Quadro 1 - Apresentacgdo da sintese de artigos incluidos na revisao. Os artigos foram denominados

estudos e numerados de 1 a 10.

Estudos g Pais de origem Intervengao estudada Resultados Referéncia
;h;nilzs;;o:flw:nﬂ:;f Os autores analisaram a reatividade Os resultados mostram que o Ag bruto de A. costaricensis teve alto
An izsllmn Iulsg cruzada de Ags de vermes adultos de A. percentual de sensibilidade com anticorpos séricos de pacientes
cosgtaricengii adult worms 149G Tailandia costaricensis e soros com IgG | comr jiostr O teste apresentou sensibilidade & DEKUMYOY et
versus laG from infected 9 ! de pacientes com infecgdo por A. especificidade de 92,59% e 73% respectivamente .A baixa al. 2000.
at\enlsgwi(h Angiostrongylus cantonensis e por outras infecgdes, por | especificidade do teste se deu pelas reagdes dos anticorpos
Eanlﬂnsnsis 9 9¥! meio da técnica de ELISA. séricos com varios tipos de moléculas antigénicas.
1A, IgE. IgM A reatividadade das imunoglublinas e subclasses foi avaliada
2. Diagnosis of human gl IGgI IG% ’ Os autores através de revisdo sistematica | através de ELISA. Os estudos mostram que o anticorpo IgG1 teve a
a;\ io:tron liasis. | gGZ IgG_’; Tailandia analisaram os principais métodos para maior sensil de (100%) e ificidade (66,8%), enquanto IgA | VITTA 2012.
9 9y g | 'qu ' diagnéstico da angiostrongiliase e IgM mostram baixa resposta. Os niveis de IgA, IgE, IgG e IgM sdo
gad. maiores em pessoas infectadas.
3. Eosinophiic meningitis ) O Westemn blot expds que o Ag de 29 kDa reagiu com 53% dos
associated with Os autores analisaram a resposta do 19G A ibilidad d 30 de 1gG. 1gG1. 19G2. 19G3
angiostrongyliasis: clinical e das subclasses do 1gG no liquido soros. A sensibilidade para detecedo de 1gG. Ig&1. 1962, 1gG3
features, laborator 196, 1961, cefalorraquidianc (LCR) de 15 pacientes | 9o (©' 9 40% KITTIMONGKG
. I y 19G2, IgG3, Tailandia e o pa (08/15), 40% (06/15), 47% (07/15) e 13% (02/15), respectivamente.| LMA et al.
investigations and specific com meningite eosinofilica através de
lgG4. Combinar a detec¢do do IgG para ¢ Ag de 29 kDa em soro por 2007.
diagnostic 1gG and IgG ELISA e presenga de IgG em soro para o
. B Western blot e das subclasses no LCR por ELISA pode ter
subclass antibodies in Ag de 29 kDa por meio de Western Blot.
cerebrospinal fluid sensibilidade de 80%.
O total dos anticorpos IgG, 1gG1, 1gG2, Os resultados rr!ns‘tra‘rlam gue 0s valnr_es médios do ELISA ?ara IgG
e subclasses foi significantemente maior nos grupos de pacientes
19G3, IgG4, IgA, IgM contra o Ag de A. . , ; X
4. Specific IgG Antibody cantonensis foi determinado por ELISA em do que no grupo contrale. Sensibilidade foi: Ig (0%); IgA (42.8%);
Subclasses to An- IgA, 1gM, 1gG, soro de casos comprovados de 19G (85.7%); IgC1 (100%)' 9G2 (71.4%); 19G3 (42.8%) e lgG4
giostrongylus cantonensis in | 1gG1, IgG2 Tailandia angiostrongiliase humana, casos suspeitos’ (85.7). Especificidade foi: IgM (100%); 19A (36.3%); 19G (88.9); INTAPAN et al.
- . . . [ 19G1 (100%); 1gG2 (96.3%); 1gG3 (96;3%) e 1gG4 (96.3%).A 2002.
Patients with 1gG3, 1gG4 de angiostrongiliase com meningite N N
e resposta do IgA sérico foi em geral deficiente, mas maior que no
Angiostrongyliasis. eosinofilica e um grupo controle. 5 ™ e
£ ficidad bilidade diagnést grupo controle. O 1lgG1 deve a maior sensibilidade e especificidade.
specificidade e sensibiidade diagnostica . "
. Os niveis das subclasses do anticorpo IgG podem explicar as
foram avaliadas.
respostas imunes ao parasita.
Os autores analisaram as subclasses do 50% dos pacientes tiveram um padrdo de sintese intratecal de
. 1gG1,l; [ IgA, IgE, IgM, [ i i I
5. 19G1.IgG2 and IgE 9A, IgE, Ig 9G & padriio de sintese intratecal do IgE IgA+IgM+1gG; 8 tiveram uma resposta intratecal de IgA+lgG; 6 DORTA-
intrathecal synthesis in 19G, 1gG1, em 20 pacientes pediatricos com - - .
. Cuba tiveram padréc de sintese de IgG1+IgG2; IgG1+IgG2+IgG3 emum | CONTRERAS
Angiostrongylus cantonensis | 1gG2, 1gG3, meningite eosinofilica por A. cantonensis. N N
N e . N paciente e IgG1+IgG2+IgG4 em um paciente. Sintese intratecal do | et al. 2005.
meningoencephalitis. 1gG4. ELISA foi feito para pesquisa de anticorpo
. IgE foi observada em 4 pacientes.
contra o parasita no soro e no LCR.
ﬁ% :‘mmunmng‘.ca‘tmag"ﬁmé Os autores revisaram o estado das Os estudos mostram que um ELISA desenvolvido para anticorpos
:ue‘;om:: air;gsllcrnosnmnlﬂ: 1asis IgE, 1gG1, Tailandia informagées existentes e avangos no lgG1 consegue distinguir meningite eosincfilica por A. cantonensis | EAMSOBHANA
cantcnensgs (Nen?aytoda' 1gG2. diagnéstico imunclégico da infecgdo por A. | e que o padrdo de sintese de Ig1+IgG2+IgE pode contribuir para e | et al., 2009.
Angiuslmnlgylidae) . cantonensis. diagnéstico.
Foram analisadas as respostas das
7. Evaluation of human 1aG subclasses do IgG ao Ag de 29 kDa de A. | Os resultados indicam que o uso do Western blot para detecgdo de
N N g cantonensis por Westemn blot para anticorpos 1gG4 & o teste mais confidvel. A detecgdo de 19G4 da
subclass antibodies in the 1gG1, IgG2, - - 3 3 " INTAPAN et al.
X . Tailandia determinar se os anticorpos das sensibilidade e especificidade de 75% e 95%, respectivamente. O
serodiagnosis of 19G3, 19G4. " N . . 2003.
angiostrongyliasis. subclasses do IgG podem ser usados para | teste pode diferenciar entre neuroangiostrengiliase humana e outras
> ¥ ' melhorar a sensibilidade e especificidade | doengas que causam meningite eosinofilica.
do diagnéstico sorolégico.
Os autores analisaram os niveis de IgG, Os resultados mostram que anti larvas L5 am
. IgM e IgE no soro e LCR de diferentes no LCR dos roedores, principalmente o IgE. A IgG anti L5 comegou
8. IgE antibody responses in
n:;zr:hms ‘inal{imdsp::mlee Ilu cepas de roedores (BALB/C, CBA, a aumentar no soro dos roedores a partir da 3° semana e teve pico
the bra'np athologic injury of IgE, 19G, Taiwan C57BL/6 E C57BL/10) infectados com A. | nas semanas 4 e 5. Anticorpo IgE anti L5 aumentou LEE etal.
hosts v\llil:An iosgl‘ru:\J ﬁ:s IgM. cantonensis por 5 semanas, pela técnica | significativamente a partir da semana 3. Niveis de IgM n&o foram 2023
cantonensis |ifecllongy de Western Blot e ELISA. As respostas do | expressivos. Sugere-se que a resposta do IgE & mais importante no
B anticorpo IgE, IgG e IgM anti-L5 no LCR LCR do que no soro. O trabalho pode ajudar a identificar
foram analisadas. marcadores especificos para a doenga
9. Comparison of Antibody Os autores utilizaram o antigenoc de 29
i i fi
Isotype Response to ) kDa isclado d? Hava para sofrmar Houve presenga de todas as imunoglobulinas contra o isolado. 1gG
Angiostrongylus cantonensis | \GE. 1gG presenga das imunoglobulinas 1gG, IgM, i 100% d RS ~ do da i - STEEL st al
in Experimentally Infected 9. 168,166, | £.1- 405 Unidos IgA e IgE no plasma de ratos seis sve TuY de ser na celscgo ca . . stal
N IgM. e - sensibilidade do IgM, IgA e IgE foi de 56%, 44% e 22%. Necessita- | 2023.
Rats (Rattus norvegicus) semanas pos infecgdo com 50 larvas de 4 N 1ud bre | 1gE.
Using Hawai'i 31 kDa terceiro estagio de A.cantonensis, através se de mais estudos sobre IgA e IgE.
Antigen in an Indirect ELISA. de ELISA indireto.
Os autores avaliaram diferentes
10. Immuncanalysis of preparagdes antigénicas de fases Todas as fragdes apresentaram reatividade com os soros dos
dif;erenl antigenic evolutivas de A. cantonensis pela técnica | pacientes com neuroangiostrongiliase, principalments a membrana
re aral\onsgof de Western Blot. Foram usadas 112 alcalina da fémea, a fragdo alcalina solivel da fémea e solugdo Melo et al
prep . 19G Brasil amostras de soro, sendo 17 de solivel salina da fémea. A solugdo alcalina da fémea apresentou a "
Angiostrongylus cantonensis I R - . - H 2022.
for neuroangiostrongyliasis neuroangiostrongiliase confirmada; 25 ndc | maior sensibilidade (91.21%), o que sugere que os antigencs da
diagnosis improvement confirmados; 2 i 46 de m sdo mais iveis para de anticorpos IgG anti
o P outras helmintiases e 20 soros de A. cantonensis.
pacientes sem helmintiases.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Além do exposto, as analises sugerem que a confiabilidade desses dados é prematura, uma
vez que as demais Igs parecem ndo ter sido devidamente exploradas ou estudadas individualmente.
Os resultados das sensibilidades e especificidades das Igs analisadas estdo dispostos na Tabela 2. Em
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relacdo a aparente baixa sensibilidade das Igs A, M e E, é provavel que estas possam ser usadas em
testes de triagem para que novas coletas possam ser feitas dias depois, com o intuito de confirmar o

diagnostico com o uso da IgG, j& adotada atualmente, mas sem descartar a doenga em exames
imunoldgicos realizados precocemente.
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Tabela 2 - Sensibilidades e especificidades apresentadas pelas Igs estudadas.

Estudos Imunoglobulina | Sensibilidade |Especificidade
249 IgA 42 ,8-44% 96,30%
9 IgE 22% =
1,3,4,9 10 lgG 40-100% 73-88,9%
23,47 IgG1 40-100% 66,8-100%
2,347 IgG2 42-T1% 90-96,3%
23,47 IgG3 13-42,8% 90-96,3%
2,347 IgG4 40-85,7% 90-96,3%
24589 lgM 0-56% 100%

Fonte: Elaborada pelos autores (2023).

Vale destacar que, considerando que a neuroangiostrongiliase tem soroconversao tardia para
a IgG e os sintomas costumam surgir prematuramente, técnicas baseadas apenas na detec¢do desta
classe de Ig podem resultar em falsos negativos. Nesta situagdo, a IgM, associada a resposta imune
primaria em infecgdes, poderia ser um marcador imunoldgico Util para a detec¢do da doenga, como
exemplificado por Steel et al. (2023). Além disso, 0s niveis de IgA sdo altos nas mucosas, sendo um
marcador de infeccdo recente que poderia ser ativado precocemente quando A. cantonensis esta no
trato gastrointestinal (STEEL et al, 2023; SCHROEDER et al. 2010). Por fim, a IgE apesar de ter a
concentracao sérica baixa e meia vida curta, é importante contra infecgdes parasitarias causadas por
vermes (SCHROEDER et al., 2010).

E necessario levar em consideracio que a maioria dos estudos analisados n&o informou de
forma clara os periodos de infecgdo em que foram obtidas as amostras utilizadas. Tais informacdes
seriam fundamentais para a interpretacdo dos resultados, visto que as Igs A, E e M sdo anticorpos de
resposta priméria, sendo mais confiaveis nos primeiros dias de sintomas dos pacientes, podendo ter
sido subestimada a eficacia destes. Desta forma, como evidenciado por Steel et al. (2023), todas as
Igs s@o detectaveis no soro e LCR de pessoas infectadas com A. cantonensis, justificando assim o
aprofundamento das pesquisas com outros marcadores imunoldgicos, em diferentes momentos pés-
infeccdo para o preenchimento das lacunas existentes em relacéo ao tema, pois o diagndstico precoce
da neuroangiostrongiliase pode diminuir os casos graves da doenca e suas sequelas, fornecendo um
melhor progndstico para os pacientes.

CONCLUSOES

A revisdo integrativa trouxe a luz de forma organizada a situacao do diagnéstico imunologico
da neuroangiostrongiliase no mundo, confirmando as dificuldades e importancia para detec¢do da
doenca, mas que carece de mais estudos para a sua melhoria. Este trabalho apontou também que o
uso das lgs tem apresentado bons resultados, sendo a IgG e suas subclasses as mais citadas, com IgG,
IgG1, 1gG2 e 1gG4 com as melhores respostas, sensibilidades e especificidades, a despeito de sua
deteccdo ser tardia nas infecges. Por outro lado, a IgA e subclasses, IgE e IgM apresentaram
resultados contraditorios, ndo esclarecendo ddvidas em relacdo a seus potenciais no diagnostico
precoce da infeccdo, sugerindo a realizacdo de novos estudos que levem em conta as caracteristicas
e especificidades de cada lg para o aprofundamento dos conhecimentos. Além disso, 0s poucos
estudos realizados parecem estar centralizados em paises ja considerados endémicos ou com
potencial endémico ainda ndo conhecido, como o Brasil.

REFERENCIAS
BARRATT, J. etal. Angiostrongylus cantonensis: a review of its distribution, molecular biology and
clinical significance as a human pathogen. Parasitology, v. 143, n. 9, p. 1087-1118, ago. 2016.




e
-t
CARVALHO, M. S. N. et al. Epidemiological, clinical and laboratory aspects of Angiostrongylus
cantonensis infection: an integrative review. Brazilian Journal of Biology, v. 82, p. €262109, 26
set. 2022.

COOPER, H. M. Scientific Guidelines for Conducting Integrative Research Reviews. Review of
Educational Research, v. 52, n. 2, p. 291-302, 1982.

esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

DELGADO LOPEZ-COZAR, E.; ORDUNA-MALEA, E.; MARTIN-MARTIN, A. Google Scholar
as a Data Source for Research Assessment. Em: GLANZEL, W. et al. (Eds.). Springer Handbook
of Science and Technology Indicators. Springer Handbooks. Cham: Springer International
Publishing, 2019. p. 95-127.

DEKUMYOY, P. et al. Angiostrongyliasis : Analysis of antigens of Angiostrongylus costaricensis
adult worms versus 1gG from infected patients with Angiostrongylus cantonensis. 1 dez. 2000.

DORTA-CONTRERAS, A. J. et al. 1gG1,lgG2 and IgE intrathecal synthesis in Angiostrongylus
cantonensis meningoencephalitis. Journal of the Neurological Sciences, v. 238, n. 1, p. 65-70, 15
nov. 2005.

LEE, C.-Y. et al. IgE antibody responses in cerebrospinal fluids relate to the brain pathologic injury
of hosts with Angiostrongylus cantonensis infection. Journal of Microbiology, Immunology and
Infection, 4 set. 2023.

EAMSOBHANA, P. Angiostrongyliasis in Thailand: Epidemiology and Laboratory Investigations.
Hawai’i Journal of Medicine & Public Health, v. 72, n. 6 Suppl 2, p. 28-32, jun. 2013.

EAMSOBHANA, P. Towards Precise and Rapid Diagnosis of Eosinophilic Meningitis due to the
Rat Lungworm Angiostrongylus cantonensis. Siriraj Medical Journal, v. 62, n. 2, p. 84-89, 2010.

EAMSOBHANA, P.; YONG, H. S. Immunological diagnosis of human angiostrongyliasis due to
Angiostrongylus cantonensis (Nematoda: Angiostrongylidae). International Journal of Infectious
Diseases, v. 13, n. 4, p. 425-431, 1 jul. 20009.

INTAPAN, P. M. et al. Evaluation of human IgG subclass antibodies in the serodiagnosis of
angiostrongyliasis. Parasitology Research, v. 89, n. 6, p. 425-429, 1 abr. 2003.

INTAPAN, P. M. et al. Specific IgG antibody subclasses to Angiostrongylus cantonensis in
patients with angiostrongyliasis. Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology, v. 20, n. 4,
p. 235-240, dez. 2002.

KITTIMONGKOLMA, S. et al. Eosinophilic meningitis associated with angiostrongyliasis: clinical
features, laboratory investigations and specific diagnostic igg and igg subclass antibodies in
cerebrospinal fluid. Southeast asian j trop med public health, v. 38, n. 1, 2007.

MELO, L. C. V. DE et al. Immunoanalysis of different antigenic preparations of Angiostrongylus
cantonensis for neuroangiostrongyliasis diagnosis improvement. Memorias Do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 117, p. €220086, 2022.

SCHROEDER, H. W.; CAVACINI, L. Structure and function of immunoglobulins. Journal of
Allergy and Clinical Immunology, 2010 Primer on Allergic and Immunologic Diseases. v. 125, n.
2, Supplement 2, p. S41-S52, 1 fev. 2010.

STEEL, A. et al. Comparison of Antibody Isotype Response to Angiostrongylus cantonensis in
Experimentally Infected Rats (Rattus norvegicus) Using Hawai’i 31 kDa Antigen in an Indirect

ELISA. Pathogens, v. 12, n. 4, p. 625, abr. 2023.




espec [ALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

VITTA, A. Diagnosis of human angiostrongyliasis. Asian Biomedicine, v. 6, n. 2, p. 141-150, 31
mar. 2012.

WANG, Q.-P. et al. Human angiostrongyliasis. The Lancet Infectious Diseases, v. 8, n. 10, p. 621—
630, 1 out. 2008.




esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Capitulo 08
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OCORRENCIA DE MENINGITE PNEUMOCOCICA NA REDE
REGIONAL DE ATENCAO A SAUDE 13, NO PERIODO ENTRE 2015
A 2020.

RESUMO

Introducdo: A meningite é conceituada como a ocorréncia de um processo inflamatério nas
meninges, membranas que revestem o cérebro e medula espinhal. No Brasil, Streptococcus
pneumoniae € considerado o segundo agente causador mais frequente de meningite
bacteriana. Metodologia: Neste estudo observacional descritivo foram analisados casos de
meningite pneumocaocica no periodo de 2015 a 2020 na Rede Regional de Assisténcia a
Saude (RRAS) 13. Resultados: Ao todo, 124 casos de meningite por pneumococo foram
registrados no SINAN. Durante o periodo analisado, 0 sexo masculino foi predominante,
totalizando 65 casos. A faixa etéria mais atingida foi a adulta entre 20 a 59 anos. A maior
parte dos casos confirmados evoluiu para alta hospitalar, no entanto 0 nimero de 6bitos
permaneceu significativo. Conclusdo: A meningite pneumocdcica permanece sendo um
desafio na salde publica na regido abrangida pela RRAS 13. No entanto, este estudo
demonstrou a relevancia da imunizagdo em massa, através da aplica¢do de vacinas, como
medidas fundamentais na prevencao da meningite por pneumococo.

Palavras—chave: Meningite; Notificacdo; Streptococcus pneumoniae; Salde Publica
INTRODUCAO

Meningite é conceituada como a ocorréncia de um processo inflamatério nas meninges,
membranas que revestem o cérebro e medula espinhal. Podem ser ocasionadas por diferentes
agentes infecciosos (virus, bactérias, fungos ou parasitas) ou por outras causas ndo
infecciosas, como por exemplo, traumatismos e reacdes medicamentosas, entre outros
(BRASIL, 2021). A prevaléncia e distribui¢do dos microrganismos capazes de provocar essa
enfermidade variam conforme as particularidades de cada regiéo.

Atualmente, os casos de meningite bacteriana representam um desafio nacional e global
em termos de saude publica dada as expressivas taxas de morbimortalidade, a sua incidéncia
e capacidade de provocar surtos esporadicos e epidemias em qualquer pais. E uma doenca
classificada como endémica em todos os continentes, incluindo em paises desenvolvidos.
Entretanto, sua frequéncia esta inversamente relacionada aos niveis socioeconémicos e a
faixa etaria. Em casos mais graves, a taxa de mortalidade pode alcancar a 70%, sendo
comumente associada a ocorréncia de sequelas neuroldgicas. (MEIRELLES et al., 2011;
SILVA et al., 2021).

Os trés principais agentes etioldgicos de meningite bacteriana, sdo Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae e de acordo com o
Ministério da Sadde meningite meningococica predomina no Brasil enquanto meningite
pneumocdcica aparece no segundo lugar, apresentando alta letalidade (30%), o que justifica
uma atencéo especial quanto a sua vigilancia e notificacdo (BRASIL, 2021).

Streptococcus pneumoniae, também conhecido como pneumococo pertence a familia
Streptococcaceae, sendo microscopicamente caracterizado como cocos Gram positivos,
dispostos em cadeias curtas ou pares, podendo apresentar capsula. Quando estdo em pares,
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apresentam bordas achatadas e externas lanceoladas, semelhante a chama de vela. E um
patdgeno frequentemente encontrado no trato respiratorio superior (nasofaringe e
orofaringe) de seres humanos assintomaticos e sadios. As enfermidades mais comumente
vinculadas ao Streptococcus pneumoniae incluem pneumonia, bacteremia, otite média e
sinusite. (VIEIRA et al., 2007; HIROSE et al., 2015; TEIXERA, et al., 2015).

Devido aos altos indices de morbimortalidade, a meningite pneumococica é comumente
relacionada com morte e sequelas graves. Destaca-se que é uma enfermidade que costuma
atingir todas as faixas etarias, principalmente criancas, idosos e individuos com condigdes
cronicas ou imunossupressoras, como sindrome nefrética esplénica (anatbmica ou
funcional), insuficiéncia renal cronica, diabetes mellitus e infeccdo pelo HIV, tém um maior
risco de contrair a doenga (BRASIL, 2021).

Existem diversas abordagens diagnosticas disponiveis para a identificacdo da meningite
pneumocdcica. A abordagem tradicional envolve o cultivo em meios nutritivos como agar
sangue e agar chocolate. E crucial preceder com um exame microscopico de esfregacos
corados pelo método de Gram, pois a presenca de diplococos Gram-positivos no material é
altamente indicativa de meningite pneumocaocica. Outra técnica que pode ser utilizada tanto
em liquor quanto em sangue é a detec¢do de antigenos capsulares por meio de diversas
técnicas imunologicas. Recentemente, demonstrou-se que a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) pode ser excepcionalmente valiosa para o diagndstico de infeccbes por
pneumococos (SZTAINBOK, 2012; TEIXEIRA et al., 2015).

O inicio imediato do tratamento com antibi6ticos é essencial e ndo impede a coleta de
amostras para diagnostico etiolégico, como liquido cefalorraquidiano, sangue ou outros
espécimes clinicos. No entanto, é recomendavel que a coleta das amostras para realizacdo
de cultura seja realizada de preferéncia antes do inicio do tratamento ou 0 mais proximo
possivel desse momento. O tratamento rapido e apropriado dos casos tem um impacto
significativo na reducdo da mortalidade e sdo cruciais para um prognoéstico satisfatorio.
(BRASIL, 2021).

O principal método de prevencdo e controle da meningite pneumocdcica € através da
imunizacdo. Atualmente, as vacinas pneumocaocicas conjugadas 10 e 13 valentes, liberadas
pelas agéncias reguladoras e comercializadas no pais, atuam contra os 10 e 13 sorotipos mais
associados a resisténcia bacteriana e de maior frequéncia no pais. Desde 2010, o Ministério
da Saude introduziu desde marco de 2010 a vacina pneumocdcica 10 valente no Programa
Nacional de Imunizacdo (PNI) no calendario para criangas menores de dois anos de idade.
Para os idosos acima de 60 anos, ou pessoas em situacdo de maior vulnerabilidade para a
doenca pneumocdcica, como portadores de doencas cronicas, imunodeprimidos, pacientes
com fistula liquérica, entre outros, a vacina polissacaridica é ofertado pelos Centros de
Referéncias de Imunobioldgicos Especiais (CRIE) (PERCIO, 2013; HIROSE et al., 2015).
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MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foi realizado um estudo observacional descritivo visando analisar a
ocorréncia de casos de meningite pneumococica no periodo de 2015 a 2020 na Rede
Regional de Assisténcia a Saude (RRAS) 13. Os dados foram obtidos a partir de registros
disponibilizados pelo Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN), relatorios
epidemioldgicos, publicacbes cientificas, artigos e livros, de maneira retrospectiva. Ao
longo da pesquisa, foram incluidas informagGes, como: sexo, faixa etaria, evolugdo dos casos
e métodos de diagndstico laboratorial. Foi feita uma reviséo de literatura para contextualizar
os resultados obtidos, comparando-os com trabalhos anteriores e identificando tendéncias e
padrdes na incidéncia de meningite pneumocdcica. Para a realizacdo dos gréaficos, foram
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utilizados os programas disponibilizados pela Microsoft, o Excel 2007 e 2016, para
visualizacao e representacdo dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo foi realizado através de um levantamento retrospectivo dos casos
confirmados de meningite pneumocacica na macrorregido de satde que compde a RRAS 13.
De acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), durante o
periodo de 2015 a 2020, foi notificado um total de 124 casos. O Grafico 1 demonstra o
numero de casos e a ocorréncia da doenca conforme os anos analisados.

Gréfico 1

Casos confirmados de Meningite Pneumocdcica no periode de
2015-2020
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Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando individualmente cada ano, pdde-se notar que em 2018 ocorreu 0 maior
namero de casos confirmados, totalizando 31. Em contrapartida, o ano de 2020 foi o que
apresentou a menor quantidade, sendo apenas 7 casos confirmados de meningite
pneumocdcica. Observando de maneira geral, percebe-se que ha uma tendéncia de queda no
numero de pessoas acometidas por este agente etiolégico. Embora seja provavel que a
quantidade de casos em 2020 tenha sido afetada devido ao uso obrigatorio de méscaras no
periodo mais critico da pandemia de SARS-Cov2 (Covid19), j& que 0s anos anteriores
exibiram um total parcialmente constante entre 2015 e 2017. Diminuindo subitamente no
periodo de 2019 e 2020.

Em relacdo ao género dos individuos acometidos pela meningite pneumocaocica na
RRAS 13, verificou-se uma prevaléncia de casos confirmados em pacientes do sexo
masculino, contabilizando 65, ou 52,42% de ocorréncias no total. Por outro lado, as pessoas
do sexo feminino registraram 59 casos confirmados da doenca. Durante os anos analisados,
somente em 2017 e 2018 ocorreu uma alteracdo na predominéncia dos casos, tornando mais
frequentes em pessoas do sexo feminino. Os dados obtidos estdo dispostos no Gréfico 2.

Gréfico 2
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Casos confirmados de Meningite Pneumocdcica por
Sexo no periodo de 2015-2020

= Masculino ®Feminino

2015 2016 2017 2018 2019 2020

Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdo a faixa etéria, os resultados deste estudo mostraram, também, que os mais
acometidos foram adultos entre 40 a 59 anos, representando 39 casos confirmados de
meningite pneumocdcica. Em seguida, os individuos de 20 a 39 anos também apresentaram
alta incidéncia nos casos confirmados, totalizando 26 registros. Criancas de 1 a 4 anos
apresentaram ao todo 12 casos durante periodo analisado. O Grafico 3 demonstra os dados
analisados.

Gréfico 3

Casos confirmados de Meningite Pneumocdcica por Faixa Etaria no periodo de 2015-2020
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quanto a evolugdo dos casos, constatou-se que a maioria dos pacientes acometidos
pela doenca durante os anos analisados evoluiram para alta hospitalar. No entanto,
paralelamente, a mortalidade também se manteve elevada, contabilizando 41 Obitos
enquanto foram registrados apenas 5 Obitos por outras causas. Destaca-se a auséncia de
informagfes sobre a evolugdo dos casos confirmados. Os dados desta andlise estdo
esbocados no Gréfico 4.

Grafico 4
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Evolucio dos casos confirmados de Meningite
Pneumocécica no periodo de 2015-2020
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os métodos de diagndsticos laboratoriais mais utilizados no decorrer dos anos
analisados foram, simultaneamente, o PCR e a Cultura. A Aglutinacdo em Latex e o exame
Quimiocitoldgico também foram aplicados, no entanto, em ndmeros inferiores quando
comparados as outras técnicas. O Grafico 5 demonstra a quantidade de vezes que cada
critério foi usado na identificacdo da meningite pneumocdcica.

Gréafico 5

Métodos de Diagndstico Laboratorial dos casos confirmados
de Meningite Pneumocécica no periodo de 2015-2020
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Fonte: Elaborado pela autora.
CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos através das andlises feitas durante a realizacdo deste
trabalho, compreende-se que a meningite pneumocdcica permanece sendo um desafio na
salde publica do pais. A ndo correspondéncia entre a diminui¢cdo dos casos e a taxa de
letalidade sugere que é essencial implementar novas abordagens e estratégias no controle
dessa doenga.

Este estudo demonstrou a relevancia da imunizacdo em massa, através da aplicacdo
de vacinas, como medidas fundamentais na prevengdo da meningite por pneumococo.
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Resumo: O pescado é um alimento de elevada qualidade nutricional para o consumo
humano por apresentar excelente fonte de proteina com alta digestibilidade, entre outros
nutrientes benéficos a saude. Ndo obstante, € um alimento de facil deterioracdo, por conter
alta atividade de &gua e pH proximo da neutralidade. Bases volateis totais (BVT) é um
método utilizado pelo servico de inspecao oficial para avaliar a qualidade do pescado para o
consumo. Este estudo comparou trés metodologias para a quantificacdo de BVT em amostra
de peixe salgado seco oriundas da UNESP e analisadas no IAL CLR Santos, sendo que para
cada método foram conduzidos 5 réplicas com aproximadamente 10,0 g de amostra. Foi
também realizada uma adaptacdo nas metodologias, sendo utilizada a mesma solucédo
receptora de H3BO3 3% e a titulagdo com HCI 0,1 M. No primeiro método sendo o oficial
atual do MAPA, a amostra foi extraida com HCIO4 6% e alcalinizada com NaOH 20%; No
segundo método referenciado pela EMBRAPA, foi utilizado TCA 5% para extracdo e
alcalinizada com MgO onde surgiu um precipitado o que levou ao questionamento e alterada
para NaOH 20%; J& no terceiro método, de destilacdo direta, descrito por Nicolau
Antonacopoulos, a amostra foi transferida diretamente para o equipamento com agua
destilada. Apds os dados obtidos através da titulacdo, foi possivel comparar as médias e
desvios-padrao dos resultados com valores distintos, concluindo que método 1 mostrou-se
mais preciso além desta metodologia ser adotada como referéncia pelo MAPA.

Palavras—chave: Base Volatil no Pescado; Bases Volateis Totais; Deterioracdo do Pescado;
Frescor do Peixe

INTRODUCAO

Pescado € todo animal que vive geralmente em agua doce ou salgada e que é utilizado
para a alimentagdo podendo ser peixes, crustdceos, moluscos, anfibios, quelbnios e
mamiferos (Furtado, 2021). E um alimento de elevada qualidade nutricional para o consumo
humano por apresentar excelentes fontes de proteinas com alta digestibilidade, entre outros
nutrientes benéficos a saude. Ndo obstante, € o alimento de origem animal com maior
probabilidade de deterioracdo devido a fatores extrinsecos que vao desde a manipulacao
Inicial na pesca, comercializagcdo, armazenamento até o seu consumo, pois estes fatores
determinam a intensidade da degradagdo devido aos fatores intrinsecos, sendo no elevado
teor de nutrientes que podem ser consumido pelos microrganismos, na rapida absorcéo
destrutiva enzimatica, na taxa de atividade metabolica da microbiota, na grande quantidade
de lipidios insaturados e pH proximo a neutralidade (Soares; Gongalves, 2012).
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Os profissionais da satde tém recomendado o0 uso de pescados, pois estes, possuem
gordura poliinsaturada que apresenta efeitos redutores sobre teores dos triglicerideos e
colesterol, reduzindo a incidéncia de doencas cardiovasculares (Araujo; Soares; Gais, 2010).
Com a grande procura e consumo de pescados vale ressaltar que, estes devem passar por
controle de qualidade evitando possiveis doencas transmitidas por alimentos (DTAS), que
atualmente remetem a um problema de saude publica (Soares Gongalves, 2012).

Ao abordar sobre o tema "a qualidade do Pescado” temos um vasto significado,
podendo referir-se ao quesito espécie ou tamanho daquele animal que foi pescado refletindo
na qualidade do seu valor comercial, como também em sua aparéncia e frescor, remetendo
ao seu grau de deterioragdo e a qualidade para o consumo humano (Silva et al., 2008).
Quanto a analise da acdo enzimatica e de microrganismos patogénicos do pescado, pode-se
observar a producdo de uma alta taxa de metabdlitos que podem ser a trimetilamina, a
dimetilamina e a aménia quantificados analiticamente através da determinacdo das Bases
Voléateis Totais (BVT) (Souza; Silva, 2021).

O método de BVT segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA, 2009) e o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA, 2022) baseia-se na extracdo de materiais solUveis presentes no pescado com um
acido, que apds alcalinizacdo, o extrato é submetido a destilacdo por arraste de vapor, sendo
0s componentes de basicos volateis absorvidos pelo &cido receptor e a concentracdo de BVT
é obtida através de titulacdo das bases absorvidas, no qual € o método oficial para avaliar o
frescor do pescado, podendo assim destacar sua qualidade para o consumo.

Devido os fatores intrinsecos e extrinsecos do pescado que colaboram com a sua
degradacdo, além da variedade de metodologias para se avaliar o frescor do pescado, se faz
necessario a analise comparativa das metodologias mais utilizadas atualmente e descritas na
literatura para averiguar quais métodos seriam viaveis no momento de escolha para o uso na
rotina laboratorial. Mediante ao projeto "Plataforma Tecnoldgica de Inspecdo Sanitaria para
Pesca Artesanal"’ que foi realizado no Instituto Adolfo Lutz (IAL) CLR Santos juntamente
com a UNESP, a presente pesquisa realiza a analise de trés metodologias mais utilizadas de
bases volateis totais em pescado para compara-las estatisticamente e avaliar suas
funcionalidades.

Espera-se que esta pesquisa contribua para a descoberta de novas hipoteses de
viabilidade entre os métodos, sendo a qualidade da metodologia realizada um fator
determinante para futuras analises. Além disso, que as conclusdes possam servir de base para
outros estudos de comum acordo com o tema.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo desta pesquisa foi feito um levantamento bibliografico, utilizando
como fonte os seguintes bancos de dados: Scielo, PubMed e Google Académico. Nas buscas
dos artigos foram utilizadas as palavras-chaves e artigos em portugués e inglés sendo elas:
bases volateis totais, frescor do peixe, base volatil no pescado, ciéncia do pescado e
deterioracdo do pescado.

Além da revisdo bibliogréafica, foram feitos ensaios analiticos no laboratério, sendo
amostras de peixe salgado e seco oriundo do Projeto “Plataforma Tecnoldgica de Inspecao
Sanitaria para Pesca Artesanal” coletadas pela UNESP na Comunidade Pesqueira Artesanal
da Enseada da Baleia, Ilha do Cardoso, Cananéia, Sdo Paulo, e analisadas no Instituto Adolfo
Lutz CLR Santos. O projeto foi aprovado quanto ao Mérito Cientifico pelo Conselho
Técnico do IAL com a Ciéncia da Direcdo Geral e cadastro CTC - IAL 21P/2023. Pode se
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destacar que de acordo com o Art 133 do Decreto N° 10.468, de 18 de agosto de 2020,
“‘pescado fresco é aquele que ndo foi submetido a qualquer processo de conservagao, a nao
ser pela acdo do gelo, mantido em temperaturas proximas a do gelo fundente, com excegédo
daqueles comercializados vivos’’, no Brasil a regulamentacdo de BVT se da por este decreto,
sendo o limite para pescado fresco de 30 mg de N 100g-1, (Brasil, 2020) Porém nédo ha
regulamentacdo na legislacdo brasileira referente ao peixe salgado e seco.

Foram realizadas as seguintes metodologias: Método oficial atual do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Método de destilacdo de um extrato
desproteinizado com Acido tricloroacético (TCA) como referéncia a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e o Método de destilacdo direta descrito por
Antonacopoulos. Em cada método foram feitas 5 réplicas contendo aproximadamente 10,0
g , além de uma adaptacdo nas metodologias utilizando a mesma solucdo de recepcao e
titulacdo mediante as diretrizes da EMBRAPA.

Os materiais utilizados seguiram de acordo com a recomendacdo do MAPA (2022):
balanca analitica, bureta de 20 mL, equipamento para destilacdo por arraste de vapor de
nitrogénio e proteinas, tubo de ensaio Kjeldahl, Erlenmeyers, funil de vidro,
homogeneizador magnético, papel de filtro e provetas de 50 e 100 mL, além de timer,
bandejas descartaveis e/ou Beckers para pesagem das amostras. Os reagentes e solucbes
aplicados foram: &gua destilada, silicone antiespumante, solucdo de &acido bdrico
(HsBO3) 30 g L, dxido de magnésio (MgO), solucéo de acido perclérico (HCIO4) 60 g L-
! solucdo de acido tricloroacético (TCA) 5%, solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 200
g L%, solucdo de fenolftaleina 10 g L™, solucéo indicadora de Tashiro e solugdo padronizada
de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L1,

Para o primeiro método, apds o preparo de amostra onde foi pesada em uma aliquota
aproximadamente 10g, adiciona-se 90 mL de HCIOs a 60 g L, em um Becker e
homogeneizou-se por 5 minutos em homogeneizador magnético. Apés 10 minutos de
repouso seguiu-se a filtragdo utilizando um funil e um filtro de papel qualitativo. Em seguida
foi colocado 50 mL do filtrado em um tubo de ensaio Kjeldahl, e adicionou-se 1 gota de
silicone e 5 gotas de fenolftaleina como indicador, e levou-se ao equipamento de destilacdo
por arraste a vapor. Logo apos adicionou-se 6,5 mL de NaOH 20%, onde a alcalinizacao é
verificada mediante a mudanga de cor para rosa devido a solugéo de fenolftaleina 10g L.
Em um Erlenmeyer com 100 mL de solugdo de H3sBOs e algumas gotas de indicador de
Tashiro, mas durante a destilacdo ira mudar para verde. Ap6s 10 minutos, o destilado foi
titulado com solucéo de HCI 1% até a viragem da cor verde para azul, destacando o volume
de acido gasto (MAPA, 2022).

No segundo método com a amostra ja preparada, transferiu-se para um Becker e
homogeneizou-se por 5min com 90 mL de TCA 5%, e apds decantar por 10 minutos, filtrou-
se utilizando o funil e filtro de papel qualitativo. 50 mL do filtrado foi transferido para um
tubo de ensaio Kjeldahl, onde realizou-se dois ensaios para alcalinizar a amostra, o primeiro
com 1g de MgO e outro com 6,5 mL de NaOH 20%. O filtrado foi destilado em uma aliquota
de aproximadamente 70mL em 10 minutos. O destilado foi recolhido em recipiente com 100
mL de solugédo de H3BOs com algumas gotas do indicador de Tashiro. Em conclusao, titulou-
se com solugdo de HCI 1% até o ponto de viragem de cor de verde para azul. (Fogaga, 2009).

Ja no terceiro método, de destilacdo direta como o nome sugere, a amostra foi
submetida em agua destilada, igualmente homogeneizada e colocada diretamente no
equipamento de destilagdo sem a filtragem, realizando o mesmo procedimento ja descrito
anteriormente. E para finalizar titulou-se com solucdo de HCI 1% até a cor verde virar para
azul, anotando o volume de &cido gasto (Antonacopoulos, 1989).
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Expressao dos resultados a ser utilizada nos métodos 1 e 2 segundo 0 MAPA:
(V—=Vb)X fxMx14x2x100
m

N/100g =

Expresséo dos resultados a ser utilizada no método 3 segundo Antonacopoulos:
M x 1,4 %100
N/100g =

Sendo:

V = volume de solucéo de HCI 0,1 mol L gasto na titulacdo da amostra, em mL;
Vb = volume de solucdo de HCI 0,1 mol L gasto na titulagdo do branco, em mL;
f = fator de correcdo da solucdo de HCI 0,1 mol L ;

M = molaridade da solugdo de HCI, em mol L ;

14 = massa molar do nitrogénio, em g mol™* ;

2 = fator de diluigé&o;

m = massa da amostra, em g.

Para os célculos das médias e desvios-padrdo das amostras foi utilizado o programa
Microsoft Excel. As diferencas estatisticas entre os métodos foram através da Andlise de
Variancia (ANOVA), utilizando como ferramenta o programa PAST. O intervalo de
confianca para esta pesquisa foi estabelecido acima de 95%, e as medianas consideradas
estatisticamente diferentes de p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 pode-se observar os valores das médias e desvios-padrdes
| Tabela 1 — Concentracdo das Médias e Desvios-Padrdo dos Resultados das Anélises
Método Método Método
1 2 3
60,7 + 884 + 55,3 +
0,7 4,7 0,8
Fonte: Santin, 2023 i
Legenda: Método 1 - Acido Perclérico, Método 2 -Acido Tricloroacético e Método 3 - Destilagdo

direta

No método 1 a concentragcdo das médias e o desvio-padrdo é de 60,7 + 0,7 mg
N.100g, no método 2 de 88,4 + 4,7 mg N.100g™ e no método 3 de 55,3 + 0,8 mg N.100g"
1. O teste de ANOVA para medidas repetidas (Pelo teste- T pareado) rejeitou a igualdade de
médias, entre os métodos 1 e 2 sendo p = 0,00004, entre os métodos 1 e 3 p = 0,00062 e
entre 2 e 3 p =0,00008.

Os valores encontram-se acima do que a legislagéo brasileira permite para peixe
fresco, poréem vale ressaltar que se trata de amostra de peixe salgado e seco, e que ja estavam
em uso no laboratério. Além de que o desvio padrdo do método 2 demonstrou-se maior do
que os do método 1 e 3.

Durante o processo de alcalinizar a amostra com MgO na segunda metodologia,
foi percebido o surgimento de precipitado e a coloracao azul (figura 1). A fim de saber se
0 destilador estava contaminado foi realizado um segundo ensaio apenas com agua
destilada como reagente para alcalinizacdo, tendo em vista a coloracao roxa no final e sem
a formacdo da substancia desconhecida, concluiu-se que o destilador estava integro o que
levou a realizacdo de um terceiro ensaio utilizando 6,5 mL de NaOH no qual ndo houve a
formagéo de precipitado e o filtrado apresentou-se na cor verde.
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Figura 1
Fonte: Santin, 2023
Legenda: Destilado com substancias desconhecidas alaranjadas.

Podem-se destacar alguns pontos relevantes nas analises quanto ao seu uso rotineiro
no laboratério. No método 1 com acido perclérico, observa-se que a solucdo filtrada aparenta
ser mais limpida e estavel além do destilador se apresentar menos gorduroso ao final da
analise comparado aos &cidos das outras metodologias, porém néo é sé de se evidenciar que
0 seu uso precisa ser feito com cautela visto que se trata de um &cido com risco explosivo
como também seu custo costuma ser elevado. No método 2 com acido tricloroacético, a
solucéo filtrada apresenta-se pouco turva, além de que houve a formacéo de precipitado
como na figura 1 com valor incompativel na titulacdo que levou-se ao questionamento de
sua formacéo sendo assim foram realizadas duas alcaliniza¢Ges na primeira com MgO e na
segunda com NaOH. No método 3 observa-se que a metodologia com maior praticidade,
custo baixo, Porém precisa-se de mais silicone antiespumante no momento da destilacéo.

CONCLUSOES

Em suma, podemos concluir que as trés metodologias apresentaram médias
diferentes. Deve-se ressaltar que alem do primeiro método ser recomendada oficialmente
pelo MAPA mostrou o resultado mais preciso, e como recomendado o filtrado pode ser
mantido até 7 dias refrigerado pois quando o laboratorio tem uma demanda maior de
anélises isso pode ser um fator importante.

Quanto ao segundo método, precisa-se averiguar e realizar mais testes com o acido
utilizado, testando também com outras marcas de reagente, pois acredita-se que o TCA
utilizado possa estar comprometido ja que apresentou o precipitado.

Devido ao tempo habil, ndo foi possivel realizar uma pesquisa a fundo sobre o que
poderia ser o precipitado formado na segunda metodologia e uma maior quantidade de
analises para se obter uma resposta mais apurada.

REFERENCIAS

ANTONACOPOULOQOS, N.; VYNCKE, W. Determination of volatile basic nitrogen in
fish: A third collaborative study by the West European Fish Technologists' Association
(WEFTA). Z Lebensm Unters Forch 189, 1989. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/BF01683206. Acesso em: 26 maio 2023.




et
ARAUJO, D. A.F. V; SOARES, K. M. P.; GOIS, V. A. Caracteristicas gerais, processos

de deterioracdo e conservacdo do pescado. PUBVET, 2010 Disponivel em:
https://ojs.pubvet.com.br/index.php/revista/article/view/2645. Acesso em: 30 jul 2023.

esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

BRASIL, Decreto n° 10.468, de 18 de agosto de 2020. Dispde sobre o regulamento da
inspecdo industrial e sanitaria de produtos de origem animal. Diario Oficial da Uniéo,
Brasilia, 2020. Disponivel em: https://www.in.gov.br/web/dou/-/decreto-n-10.468-de-
18-de-agosto-de-2020-272981604. Acesso em: 16 ago. 2023

FOGACA, F. H. S. et al. Determinacdo de bases nitrogenadas volateis (BNV).
EMBRAPA Documentos 189: Métodos para Analise de Pescados, Teresina, ed. 21, p.
27-29, 2009. Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/80694/1/documento-189.pdf.
Acesso em: 26 maio 2023.

FURTADO, A. A. L. Pescados. EMBRAPA, [S. 1], p. 1, 9 dez. 2021. Disponivel em:
https://www.embrapa.br/agencia-de-informacao-tecnologica/tematicas/tecnologia-de-
alimentos/processos/grupos-de-alimentos/pescados. Acesso em: 1 jul. 2023.

JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA. Legislagdo n° L 338, de 22 de dezembro
de 2005. Actos cuja publicacdo é uma condicdo da sua aplicabilidade. VALORES-
LIMITE DO AZOTO BASICO VOLATIL TOTAL (ABVT) PARA
DETERMINADAS CATEGORIAS DE PRODUTOS DA PESCA E METODOS
DE ANALISE A UTILIZAR, 2005. Disponivel em: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:02005R2074-20191214. Acesso em: 29 maio 2023.

MINISTERIO DA AGRICULTURA E PECUARIA (Brasilia). Métodos da Rede LFDA.
Meétodos Oficiais para Analise de Produtos de Origem Animal. Bases volateis totais,
2022. Disponivel em: https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/Ifda/legislacao-
metodos-da-rede-
Ifda/poa/metodos_oficiais_para_analise_de_produtos_de_origem_animal-_la_ed-
_2022_assinado.pdf. Acesso em: 26 maio 2023.

SILVA, L. K. S. et al. Otimizagcdo e padronizacdo do uso da metodologia para
determinacdo de bases nitrogenadas volateis totais (BNVT) em camarfes Xyphopenaeus
kroyeri. Brazilian Journal of Food Technology, 2008. Disponivel em:
https://bjft.ital.sp.gov.br/especiais/especial_2009 2/vi2ne_t0288.pdf. Acesso em: 16
ago 2023.

SOARES, K. M. P.; GONCALVES, A. A. Qualidade e seguranca do pescado. R. Inst.
Adolfo Lutz, 2012. Disponivel em: https://www.ial.sp.gov.br/resources/insituto-adolfo-
lutz/publicacoes/rial/10/rial71_1 completa/1426.pdf. Acesso em: 20 jul. 2023.

SOUZA, J. H. R; SILVA, L. K. S. As bases nitrogenadas volateis totais sdo confiaveis
para aferir o frescor de pescado?. In: CORDEIRO, CARLOS ALBERTO MARTINS et
al. Ciéncia e Tecnologia do Pescado: Uma analise pluralista. 1. ed. Guaruja SP:
Cientifica Digital, 2021. v. 3, cap. 3, p. 40-57. ISBN 10.37885/211006380. Disponivel
em: https://downloads.editoracientifica.com.br/books/978-65-5360-015-7.pdf. Acesso
em: 20 jul. 2023.







esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Capitulo 10
DOI: 10.53934/20242-10

ESPOROTRICOSE HUMANA NO BRASIL: ASPECTOS CLINICOS,
LABORATORIAIS E EPIDEMIOLOGICOS

Ana Caroline Pereiral; Jaqueline Otero Silva?

'Estudante do Curso de Especializacdo em Vigilancia Laboratorial em Salde Publica-
SUS/SP- IAL; E-mail: ana.caroline1999@outlook.com.br
2Docente/Pesquisadora Cientifica do Nucleo de Ciéncias Biomédicas, Centro de
Laboratorio Regional de Ribeirdo Preto VI - Instituto Adolfo Lutz (IAL-CLR-VI-RP)

Resumo: A esporotricose humana é uma micose subcutanea de distribuicdo mundial causada
pelo fungo do género Sporothrix spp. Foi descrita pela primeira vez no Brasil em 1907 por
Lutz e Splendore. Trata-se de uma infeccdo transmitida ao homem atraves de propagulos
fangicos presentes no solo e nas plantas, inoculados na pele ou mucosa por meio de
ferimentos (infeccdo saprondtica), ou por arranhaduras ou mordeduras de animais (infec¢do
zoonotica). O trabalho objetiva descrever as caracteristicas clinicas, laboratoriais e
epidemioldgicas da doenca, e ainda abordar sua distribuicdo no Brasil. Trata-se de uma
revisao bibliografica elaborada a partir de artigos cientificos, jornais e livros utilizando como
bases de dados PubMed, SciElo e Google Académico. Sporothrix spp. possui a capacidade
de causar comprometimento local ou disseminado com formas clinicas mais graves
(imunorreativa e disseminacdo sistémica). Sporothrix schenckii era o agente etioldgico da
esporotricose em humanos, Sporothrix schenckii era o agente etioldgico da esporotricose em
humanos, mas foi identificado uma espécie mais patogénica, Sporothrix brasiliensis,
transmitida pelos animais. Testes moleculares foram desenvolvidos para o diagndstico
laboratorial, mas a cultura se mantém como padrdo-ouro. Atualmente, observa-se a
prevaléncia de casos de esporotricose em todas as regides do Brasil sendo as maiores taxas
de infeccdo no Sudeste. A notificacdo ocorre em alguns estados e municipios. A
subnotificacdo ndo revela a dimensdo dos casos, resultando em negligéncia, caracterizando
um problema de satde publica.

Palavras—chave: Esporotricose humana; Sporothrix spp.; Zoonose

INTRODUCAO

No Brasil, a esporotricose foi relatada pela primeira vez em 1907 por Lutz e
Splendore que isolaram o fungo de ratos e humanos. Sporothrix é formado por fungos
eucariontes, heterotroficos, imdveis e com quitina na parede celular. Apresentam
termodimorfismo, a temperatura de 35°C a 37°C possuem a fase leveduriforme, a
temperatura 25°C a 30°C a fase filamentosa (OROFINO-COSTA et al. 2022). As espécies
que fazem parte do complexo Sporothrix com maior importancia clinica por serem
patogénicas sdo: S. schenckii, S. globosa, S. brasiliensis, S. mexicana e S. luriei (BARROS
et al. 2011). S.brasiliensis é considerada a espécie mais virulenta causando a doenca em
individuos imunocompetentes sendo transmitida por infeccdo zoonotica (RODRIGUES et
al. 2015) O fungo esta presente nas plantas, espinho, madeira e solo contaminado. Em razéo
ao seu habitat, a via classica de transmissdo era através da inoculacéo de elementos flngicos
na pele ou mucosa por ferimentos (infeccdo saprondtica), causado por S.schenkii. No
entanto, notou-se outra via de transmissao recorrente, por mordeduras e/ou arranhaduras de
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animais, principalmente gatos (infec¢do zoondtica). Classicamente, em ambos 0s casos a
lesdo se inicia com o noédulo no local da inoculacdo. O diagnostico é feito através da
associacao de exames clinicos e laboratoriais correlacionando os resultados com dados
epidemioldgicos (BARROS et al. 2011). Atualmente, a doenca é considerada de emergéncia
devida sua subnotificagdo em alguns estados e municipios do Brasil e tem se tornado um
problema de saude puablica. Nesse contexto, o trabalho tem como objetivo abordar as
caracteristicas clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas da esporotricose humana e analisar
seus impactos e distribuicdo no Brasil, com intuito de relatar a importancia da vigilancia da
doenca.
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METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado por meio de uma revisdo bibliografica com base em
artigos cientificos, jornais e livros referentes a esporotricose humana retratando suas
caracteristicas clinicas, laboratoriais e epidemiolégicas. Foi feita uma busca nas bases de
dados publicados no PubMed, SciELO e Google Académico. Os descritores utilizados
foram: esporotricose humana, Sporothrix spp, zoonose.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As manifestacbes clinicas da esporotricose humana sdo divididas em cutéanea,
mucosa, extracutanea e/ou disseminada. A disseminacdo via linfatica (linfocutanea)
formando uma cadeia nodulosa é a mais comum (80% dos pacientes). Na forma
extracutanea, o fungo pode atingir outros 0rgaos e sistemas sem comprometer a pele por via
hematogénica (QUEIROZ-TELLES et al. 2019). Na disseminada as lesdes sdo espalhadas
pela pele, sendo a forma clinica mais grave. A forma imunorreativa é rara e caracterizada
por uma intensa reacdo de hipersensibilidade (SAO PAULO, 2020). A gravidade das
manifestacdes clinicas depende de fatores como: imunidade do paciente, profundidade do
indculo no trauma, carga e patogenicidade fungica (BARROS et al. 2011).

O diagndstico laboratorial é realizado por meio de exames micoldgicos, histoldgicos,
imunologicos e moleculares. O micoldgico consta em exame direto, cultura e identificacao.
No exame direto com Hidroxido de Potassio 20% observamos em microscopia, leveduras
em formato de charuto ou apenas formas ovaladas com divisao em brotamento. A coloracédo
de Giemsa realizada a partir de impressées de pus ou biopsia aumenta sensibilidade do
exame (SCHEREIBER, A.Z et al. 2013), apesar de apresentar baixa sensibilidade e
especificidade comparado a cultura devido a baixa carga fungica em amostras clinica
humanas. A cultura é considerada o padrdo-ouro para o diagnostico. O género Sporothrix
cresce em meios de cultura como Agar Sabouraud Dextrose acrescido de antibidticos
(cloranfenicol ou gentamicina) ou Agar Mycosel (OROFINO-COSTA et al. 2017). Por ser
um fungo dimorfico é recomendado semear as amostras bioldgicas em dois tubos de meio
de cultura e incubar a 30°C e 37°C cada. Na fase filamentosa (30°C) as coldnias apresentam
um aspecto membranoso com coloracdo esbranquicada a bege com um halo escuro. Na
micromorfologia se apresenta na forma de hifas septadas e hialinas com conidios piriformes
ovais lembrando arranjo de “margaridas”. A fase leveduriforme a 37°C ndo ¢é tipica do
género (SCHEREIBER, A.Z et al. 2013). No diagnostico histopatoldgico a coloragdo de
hematoxilina e eosina é a mais utilizada (BARROS et al. 2011). No entanto, possui pouca
contribuicdo na identificacdo do agente etioldgico devido a dificuldade de encontrar
leveduras no tecido, sdo observadas somente em 18 a 35% dos casos (SAO PAULO, 2020).
Os métodos imunologicos mais utilizados séo testes de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) com 90% de especificidade e 80% sensibilidade, e o Imunoblot. A
reacdo intradérmica com esporotriquina € utilizada em inquéritos epidemioldgicos
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(OROFINO-COSTA, 2022). Os métodos moleculares mais empregados sdo baseados em
reacdes de PCR que apresentam alta sensibilidade e especificidade comparados aos testes
fenotipicos (RODRIGUES et al. 2015). O MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry) € uma técnica que pode auxiliar
no diagndstico molecular, contribuindo para identificacdo presuntiva do agente (MATOS et
al. 2019).

A esporotricose humana é considerada uma doenca endémica no Brasil, com maior
incidéncia de casos da América Latina. Essa elevada incidéncia pode ser justificada pelo
surgimento dos casos relacionados a transmissao zoonotica, especialmente gatos, por serem
susceptiveis a se infectarem e transmitirem a doenga aos humanos. Inicialmente, a doenca
era associada aos homens que trabalhavam nas areas rurais ou profissionais que mantinham
contato direto com o solo, com o surgimento da transmissdo zoondtica, a doenca se tornou
comum também entre as criangas e mulheres, alterando o perfil epidemioldgico (OROFINO-
COSTA et al. 2017). Atualmente, observa-se a dispersao do fungo por praticamente todas
as regides do Brasil. No Norte do pais, 0s casos se concentram no estado do Amazonas, em
Manaus, que instituiu a doenca como notificagdo compulsoria através da Lei N.° 5.411, de
24 de fevereiro de 2021 (MANAUS, 2021). No periodo de janeiro a novembro de 2022
foram registrados 230 casos sendo 225 reportados em Manaus (FUNDACAO DE
VIGILANCIA EM SAUDE DO AMAZONAS, 2022). O Nordeste se destaca, com casos
registrados na Bahia, Rio Grande do Norte, Alagoas e principalmente Pernambuco, no
municipio de Recife. Pernambuco no periodo de 2014 a 2016 notificou a ocorréncia de um
surto correspondendo ao maior nimero de casos registrados no estado (SILVA et al. 2018).

No Centro-oeste, ndo ha registro de grandes surtos; entretanto, parte dos estados
considera a doenca como notificacdo compulsoria como Mato grosso do Sul e Distrito
Federal (MATO GROSSO DO SUL, 2021; BRASILIA (DF), 2021). Segundo Falc&o et al.
(2019), Goias esta entre os estados com maiores taxas de hospitalizacdes na regido no
periodo de 1992 a 2015. Do total de 782 hospitalizacGes, o estado apresentou 69 (8,8%),
com apenas um 6bito nesse periodo, mas ndo teve registro de surtos. No Sul do pais, 0s
primeiros casos relatados ocorreram no Parana em 2011 (Curitiba). Em 2017, foram
registrados 43 casos e em 2022 o nimero subiu para 4.141 (PARANA,2023). No estado do
Rio Grande do Sul, o municipio de Rio Grande é considerado o segundo estado com maior
numero de notificacdes (POESTER et al. 2019).

Apesar da prevaléncia de casos em todo o Brasil, as maiores taxas de infecgéo
ocorrem na regido Sudeste (MOREIRA et al. 2021). O Rio de Janeiro possui varias areas
endémicas, as cidades de maior incidéncia sdo o Rio de Janeiro (296 casos) e Nova lguagu
(106 casos) e Campos dos Goytacazes com menor namero (30 casos) (RIO DE JANEIRO,
2021). Gremido et al. (2017) correlacionaram essa alta incidéncia a transmisséo zoonética,
ao analisar dados registrados pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio de Janeiro. No
periodo de 1997 a 2011 foram descritos 4.188 casos em humanos e de 1998 a 2015, 244 cées
e 4.703 gatos também foram diagnosticados com a doenca, indicando-os como principal
fonte de contagio. O estado de Sao Paulo também possui um nimero de casos significativos
na regido Sudeste, relacionados a transmissdo zoondtica. O primeiro caso de esporotricose
humana causado por S. brasiliensis adquiridas por felinos foi descrito em 2011. Na cidade
de Guarulhos entre 2014 a 2016 foram registrados 685 casos de infec¢éo por gatos e de 2017
a 2019 houve um aumento de 450% (BITTENCOURT et al. 2022). Veasey et al. (2022) ao
avaliarem 20 pacientes, por oito anos, de um hospital terciario de Sdo Paulo verificaram que
70% deles relataram terem tido contato com gatos doentes. Camargo (2018), no municipio
de Bauru-SP ao analisar 43 casos de esporotricose humana no periodo de 1996 a 2016
constatou que 21 pacientes tiveram como principal via de contagio a transmissdo zoonotica,
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especialmente pessoas do lar e profissionais liberais. A analise dos impactos da doenca em
todo estado ndo é possivel em razdo da esporotricose ser notificada somente em alguns
municipios. No entanto, apesar da subnotificacdo, torna-se evidente que a esporotricose
humana tem se disseminado para diversas cidades do Brasil (VEASEY et al. 2022).

A esporotricose, atualmente, € considerada um problema de sadde publica, devido a
auséncia de programas para controle da doenca, servicos de saude escassos ou
negligenciados, subnotificacdo e desconhecimento da doenca pela populagdo. Como solucao
para tal problematica seria a inclusdo da esporotricose na lista de notificagdo compulsoéria
pelos estados e municipios, implementacdo de centros de atendimentos médico nas regides
de maiores incidéncias e a disseminacao das informacdes relevantes sobre a doenca por meio
das unidades de saude (BARROS et al. 2010). Poester et al. (2022) exemplificaram uma
politica publica a ser adotada ao descrever o municipio de Rio Grande-RS, que implementou
em 2017 um servico publico de referéncia especializado para atender pacientes suspeitos de
infeccdo por esporotricose, com o intuito de garantir gratuitamente, pelo SUS, diagndstico,
tratamento e acompanhamento de qualidade. O programa também divulgou informagdes
relativas a transmissdo da doenca para a populacdo. A criacdo de servicos publicos de
qualidade garante controle epidemiolégico, e o aumento das notificagcbes coopera com a
vigilancia da doenca no Brasil.
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CONCLUSOES

A esporotricose ¢ uma doenca endémica em quase todos os estados do Brasil, com
as maiores incidéncias na regido Sudeste. A notificacdo da doenca, frequentemente, se limita
as capitais dos estados, negligenciando os municipios, contribuindo para o desconhecimento
da prevaléncia dos casos nesses locais. Conforme evidenciado, a maioria dos casos relatados
sdo adquiridos por transmissdo zoondtica com a disseminacdo de uma espécie mais
patogénica, S. brasiliensis. Diante desse cenario, sdo necessarias medidas de vigilancia
eficazes para controle da doencga em todo pais, atentando-se especialmente as comunidades
desfavorecidas com menor acesso as informacoes e a saude, além da inclusdo da doenca na
lista de notificacdo compulsoria nacional. O desenvolvimento de novas pesquisas relativas
a esporotricose ¢ fundamental para reducéo da sua incidéncia no Brasil.
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Resumo: Um dos desafios para o controle da malaria é o diagndstico laboratorial. Embora
a gota espessa seja o teste de referéncia, tendo como método complementar o teste de
diagndstico rapido, protocolos moleculares sdo necessarios para deteccdo de baixas
parasitemias e diferenciacdo acurada das espécies de Plasmodium. Programas de
proficiéncia sdo fundamentais para avaliacdo do desempenho de laboratérios de referéncia
com atuacao em assisténcia e pesquisa, como ocorre no Nucleo de Estudos em Malaria do
Instituto Adolfo Lutz. Este trabalho teve como objetivo a aplicacdo préatica de gPCR e nested
PCR em amostras provenientes de um painel de controle de qualidade externo do Programa
Global da Maléria da Organizacdo Mundial de Saide em parceria com o Servigco Nacional
de Avaliacdo de Controle de Qualidade Externo do Reino Unido (WHO Global Malaria
Programme/United Kingdom National External Quality Assessment Service). Os ensaios
foram realizados utilizando os protocolos moleculares disponiveis no Nucleo de Estudos em
Malaria e submetidos para avaliacdo pelas instituicdes responsaveis pelo Programa de
Controle de Qualidade. Uma amostra foi diagnosticada como P.vivax, uma como P.
knowlesi, uma como P. ovale, cinco como P. falciparum e duas consideradas negativas.
Todos os resultados apresentados foram concordantes com o diagnostico realizado pelo
Programa de Controle de Qualidade, validando os protocolos utilizados no Nucleo de
Estudos em Maléria.

Palavras-chave: malaria; diagnostico laboratorial; Plasmodium; controle de qualidade;
PCR

INTRODUCAO

A maléria é uma doenca infecciosa transmitida pela picada de fémeas do mosquito
Anopheles infectadas com Plasmodium durante o repasto sanguineo e sua incidéncia é
aumentada pelas condi¢cGes ambientais favoraveis a proliferacdo do vetor e a condicGes
socioeconémicas que dificultam as medidas de controle (Buck e Finnigan, 2023). Em
humanos, sao cinco as espécies que causam a malaria: Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
knowlesi, P. malariae e P. ovale. P. falciparum e P. vivax sdo as espécies mais prevalentes,
sendo P. falciparum a mais patogénica. Esta espécie é a predominante na Africa Subsaariana,
contribuindo com 95% dos casos e 96% dos Obitos em nivel global, sendo 78.9% das mortes




em criangas abaixo de cinco anos (WHO, 2022). P. knowlesi é encontrado no sudeste da
Asia e pode levar a maléria grave e morte se ndo tratado precocemente (Ashley; Pyae;
Woodrow, 2018). P. malariae e P. ovale geralmente apresentam quadros de malaria ndo
complicada. Os principais sintomas sdo febre, calafrio, sudorese, dor no corpo, nausea e
vOmito. Nos casos graves a evolucdo pode levar a anemia grave, hipoglicemia, acidose
metabolica, insuficiéncia renal, edema pulmonar e coma (Segurado e Di Santi, 2022).

A Organiza¢do Mundial de Satude (OMS) e os Programas Nacionais preconizam a

confirmacéo diagnostica pela microscopia e/ou testes rapidos para guiar o tratamento, visto
que os esquemas terapéuticos diferem em funcdo da espécie de Plasmodium (Brasil, 2022;
WHO, 2022). O tratamento de P. falciparum é baseado no uso de derivados de artemisinina
em combinagdo com outro antimalarico. O tratamento para P. vivax e P. ovale é baseado no
uso de cloroquina para combater a fase assexuada sanguinea e primaquina para as formas
latentes no figado, os hipnozoitos, responsaveis pelas recaidas da malaria. Como P. malariae
ndo apresenta estas formas latentes, o tratamento utiliza somente cloroquina (Brasil, 2021,
WHO, 2022).
Em 2021 foram registrados 247 milhdes de casos de malaria no mundo, 95% em paises
africanos (WHO, 2022). No mesmo ano, mais de 500 mil casos foram confirmados nas
Ameéricas, 74% causados por P. vivax e 26% por P. falciparum e infec¢des associadas, com
120 mortes (OPAS, 2022). S&o trés as espéecies de Plasmodium que causam malaria no
Brasil: P. vivax, P. falciparum e P. malariae. O Ministério da Saude reporta que 99,9% da
transmissdo ocorre na regido Amazonica. Na regido extra-Amazoénica acontecem surtos
esporadicos que podem resultar no aumento da transmissdo em areas de baixa endemicidade.
Em 2021 foram notificados 139.211 casos no pais, sendo 17% por P. falciparum e 83% por
P. vivax (Brasil, 2022). O quadro epidemioldgico da malaria é apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Mapa de risco para malaria, 2021. Paises com zero casos autoctones nos ultimos
trés anos consecutivos sdo considerados como tendo eliminado a malaria
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Adaptada de WHO, World malaria report (2022)

O padrao ouro para diagnostico da malaria é a gota espessa de sangue corada pelo
método de Walker, onde é possivel identificar e diferenciar as espécies circulantes do
Plasmodium. Quando realizada por profissional altamente capacitado, o limite de deteccéo
da gota espessa pode ser de 5-10 parasitos/uL de sangue. A microscopia € um método de
baixo custo e de facil execucdo, além de auxiliar no monitoramento do tratamento da
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infeccdo (Brasil, 2021). Os testes de diagndstico rapido (TDRs) sdo utilizados como
alternativa a microscopia em locais com recursos limitados, sdo de facil execucao e fornecem
resultados em 15 minutos (Feleke; Tarko; Hadush, 2017). Os TDRs baseiam-se na deteccao
da proteina rica em histidina 2 (HRP-2) expressa em P. falciparum e da lactato desidrogenase
(pLDH) presente em todas as espécies que infectam humanos (Martiafiez-Vendrel et al.,
2020) e apresentam limite de detec¢do acima de 100 parasitos/uL de sangue. Além da HRP—
2 o P. falciparum, também expressa a proteina rica em histidina 3 (HRP-3). Testes que se
baseiam nessas duas proteinas podem apresentar resultados falso-negativos devido a
possibilidade de dele¢cdo em um desses genes e/ou nos dois (Vera-Arias et al., 2022). Testes
soroldgicos ndo sdo recomendados para rotina de malaria devido a persisténcia de anticorpos
apos a cura (Mathison e Pritt, 2017). As técnicas moleculares garantem uma sensibilidade e
especificidade mais assertiva para o diagnostico de malaria, com limite de deteccdo de 1-5
parasitos/ul. de sangue (Tomasz et. al, 2020), aumentando a capacidade de identificar
infeccdes submicroscopicas em casos assintomaticos e infecgdes mistas. Dentre 0os métodos
moleculares temos a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a Amplificacdo Isotérmica
Mediada por Loop (LAMP). Apesar do excelente desempenho sdo técnicas ainda pouco
utilizadas na rotina devido ao alto custo, sendo mais aplicAveis em inquéritos
epidemioldgicos e estudos sobre desempenho de protocolos moleculares (Mathison e Pritt,
2017).

Devido a heterogeneidade de protocolos existentes para o diagnostico molecular de
malaria, surgiu a necessidade de monitorar os resultados apresentados por laboratérios de
referéncia que utilizam testes baseados em amplificacao de acidos nucléicos. O esquema de
controle de qualidade externo da OMS para testes baseados na amplificacdo de &cidos
nucleicos, em parceria com o Servico Nacional de Avaliacdo Externa de Qualidade do Reino
Unido (UK NEQAS), surgiu para assegurar e validar a qualidade dos testes moleculares
através de painéis constituidos de amostras variadas entre positivas e negativas para
Plasmodium. Mediante os resultados apresentados pelos laboratoérios participantes, o sistema
de controle de qualidade externo avalia o desempenho dos métodos utilizados nestes centros
de diagnostico, para que possam desenvolver seus trabalhos de forma confidvel e com maior
qualidade (WHO, 2015; Cunningham et al., 2020). Os protocolos moleculares ainda
apresentam alto custo e necessidade de infraestrutura laboratorial, o que inviabiliza seu uso
em regides remotas. Porém, devem ser disponibilizados em laboratérios de referéncia,
possibilitando a detec¢do de casos assintomaticos, além de oferecer alternativas para a
determinacdo das cinco espécies de Plasmodium que infectam humanos (Srisutham et al.,
2023).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de métodos moleculares
qPCR e nested PCR, utilizados no Nucleo de Estudos em Malaria do Instituto Adolfo Lutz
para deteccdo e diferenciacdo de espécies de Plasmodium, em amostras controles do
Programa Global de Malaria da Organizacdo Mundial de Satde em parceria com o Servico
Nacional de Avaliacdo de Controle de Qualidade Externo do Reino Unido (WHO Global
Malaria Programme/United Kingdom National External Quality Assessment Service —
WHO/NEQAS).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 10 amostras do painel de controle de qualidade WHO/NEQAS,
para a validagdo do diagnostico realizado no Nucleo de Estudos em Malaria. O painel
compreendeu cinco amostras de sangue liofilizadas e cinco amostras de sangue plotadas em
papel filtro (Protein Saver Whatman®, Merck, Darmstadt, Alemanha). Este tipo de coleta é
denominado dried blood spot (DBS). As amostras liofilizadas foram ressuspendidas (SLR)
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em 500 pL de &gua ultrapura para posterior extracdo de DNA. As amostras plotadas em
papel filtro foram picotadas utilizando a metade do material que estava depositado em um
circulo de 1cm de didmetro e foram adicionadas em tubo de 2 mL. O DNA foi extraido das
amostras de SLR e DBS utilizando kits comerciais QlAamp DNA Blood Mini Kit
(QiAgen®, Hilden, Alemanha) e QlAamp DNA Mini Kit (QiAgen®, Hilden, Alemanha)
respectivamente, eluido em 50 pL ¢ armazenado a -20°C até o processamento. A técnica de
PCR em tempo real (QPCR) para amplificacdo género-especifica (Lima et al., 2011) foi
realizada com os primers M60 e M61 e sonda M62 contendo FAM™ (5-
carboxifluoresceina), e um quencher TAMRA™ (N, N, N, N-tetrametil-6-
carboxirrodamina) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), desenhados para
amplificacdo de fragmentos do gene que codifica a SSU rRNA de Plasmodium, incluindo
controles positivos e negativos. Para deteccdo das cinco espécies de Plasmodium foi
utilizado um protocolo de nested PCR, baseado na amplificagéo de genes da dihidrofolato
redutase-timidilato sintase (DHFR-TS), padronizado por Tanomsing e colaboradores (2010).
Este protocolo utiliza dois ciclos de amplificacdo género-especificos, seguidos dos ciclos
especie-especificos. Para a primeira reacdo foram utilizados os primers género-especificos
Pla-DHFR-F e Pla-TS-R e para a segunda reacao (semi-nested) foram utilizados os primers
também género-especificos Pla-DHFR-NF e Pla-TS-R. Com o produto amplificado foram
realizados ensaios nested PCR com primers espécie-especificos para cada uma das cinco
especies de Plasmodium. Todas as reacGes contaram com controles positivos para cada uma
das cinco espécies de Plasmodium e controle negativo. As amostras positivas para P.
falciparum foram selecionadas para os ensaios de detec¢édo de delecdes nos genes pfhrp2 e
pfhrp3 de P. falciparum (Baker et al., 2005). Para a primeira reagdo foram utilizados 0s
primers Pfhrp2_F1 e Pfhrp2_R1. Na reacdo semi-nested foram utilizados os primers
Pfhrp2_F2 e Pfhrp2_R1. Os ensaios para deteccdo de pfhrp3 foram realizados com o0s
primers Pfhrp3_F1 e Pfhrp3_R1 na primeira reacdo e Pfhrp3_F2 e Pfhrp3_R1 no semi-
nested. Para os ensaios de deteccdo de delegBes nos genes pfhrp2 e pfhrp3 foram
selecionadas as amostras positivas para P. falciparum: 8459, 8462, 8463, 8464, 8465. Como
controles foram utilizados os isolados de P. falciparum Dd2 (delecdo em pfhrp2), HB3
(delecdo em pfhrp3) e NF54 3D7 (sem delecéo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gPCR resultou positivo nas amostras 8457, 8459, 8460, 8461 (SLR), 8462, 8463,
8464, 8465 (DBS). Duas amostras foram negativas na gPCR (8458-SLR e 8466-DBS).
Todas as amostras foram ensaiadas por nested PCR para determinacdo das espécies de
Plasmodium. As amostras 8459, 8462, 8463, 8464 e 8465 foram diagnosticadas como P.
falciparum, a amostra 8457 como P. knowlesi, a amostra 8460 como P. ovale e a 8461 como
P. vivax. As amostras 8458 e 8466 foram confirmadas como negativas. As amostras positivas
para P. falciparum foram ensaiadas para deteccdo de dele¢des nos genes pfhrp2 e pfhrp3. A
amostra 8459 ndo apresentou delecdes nos genes pfhrp2 e pfhrp3. As quatro restantes
apresentaram delecfes nos dois genes. Os resultados do painel de controle de qualidade
externo WHO/NEQAS séo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Resultados de gPCR, nested PCR para deteccédo de espécies e nested
PCR para delec6es em genes pfhrp2 e pfhrp3 do Painel de Controle de Qualidade Externo -
Programa Global da Maléaria da Organizacdo Mundial de Saude/Servico Nacional de
Avaliagéo de Controle de Qualidade Externo do Reino Unido
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Amostra PCR  Parasitemia pHFR- Resultado

WHO/NEQAS q(ct) qPCR TS Final pfhrp2  pfhrp3

8457 24,63 396,52 Pk Pk I

8458 negativo negativo negativo negativo -

8459 29,48 19,02 Pf Pf +

8460 25,64 211,80 Po Po I

8461 32,76 2,43 Pv Pv I

8462 25,60 298,29 Pf Pf -

8463 29,75 24,99 Pf Pf

8464 34,53 1,35 Pf Pf

8465 36,83 0,19 Pf Pf

8466 negativo negativo negativo negativo

Ct = Cycle threshold; Pk = P. knowlesi; Pf = P. falciparum; Po = P. ovale; Pv = P. vivax

O diagnostico da maléria é crucial para controle e eliminacdo da doenca. As metas
estabelecidas pela OMS tém como objetivo alcangar um mundo livre da malaria. Desde o
ano 2000 15 paises receberam a certificacdo de livres da malaria. Até 2030, as estratégias
propostas buscam eliminar a doenga em 30 paises (WHO, 2021). Se por um lado, o teste de
referéncia, a gota espessa, tem sua utilizacao disseminada em todas as regides endémicas, as
estratégias de eliminacdo da maléria exigem ferramentas de diagndstico mais robustas, como
0s ensaios moleculares capazes de identificar com acuracia tanto as espécies de Plasmodium,
como as infecgdes assintomaticas (Cunningham et al., 2020). Os dados obtidos mostram a
adequacao do uso de gPCR para deteccdo género-especifica de Plasmodium, visto que todas
as amostras positivas na qPCR foram confirmadas na nested PCR. Estes achados validam
esta técnica para a triagem de grande numero de amostras, por sua rapidez e confiabilidade,
possibilitando a deteccdo de 1 p/uL (Lima et al., 2011). Com relacdo a nested PCR
(Tanomsing et al., 2010), esta técnica representa uma ferramenta sensivel e com alta
especificidade para deteccdo das espécies de Plasmodium que infectam o homem. Os
resultados de todos os ensaios realizados foram inseridos no site da UK Negas, responsavel
pelo preparo e envio das amostras, que confirmou o diagnostico de todo o painel analisado.
E evidente a importancia da participacdo de laboratérios de referéncia em programas de
proficiéncia laboratorial de exceléncia, para assegurar a qualidade dos resultados obtidos e
0 adequado desempenho destas unidades. Embora os programas nacionais de controle e
eliminacdo da maléria preconizem a hemoscopia e 0s TDRs na rotina laboratorial, ensaios
mais sensiveis devem ser disponibilizados para situacdes especificas como triagem de
doadores de sangue, doacdo de 6rgéos e inquéritos epidemioldgicos visando a eliminagdo da
malaria.

4. CONCLUSAO

A aplicacdo de métodos moleculares demonstrou ser altamente eficaz no
diagnostico da maléria, especialmente devido a sua capacidade de detectar baixas
parasitemias e espécies de Plasmodium, o que desempenha um papel significativo na
identificacdo e distribuicdo de casos da doenca. A participacdo no esquema de controle de
qualidade externo WHO/NEQAS possui um papel fundamental nos laboratérios de
referéncia em diagndstico de malaria, como o Ndcleo de Estudos em Maléaria do Instituto
Adolfo Lutz, garantindo a preciséo e confiabilidade dos protocolos moleculares utilizados,
principalmente pela grande variedade de ensaios disponiveis.
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Resumo: Os virus da influenza A e seus subtipos sdo considerados uma ameaca a salude
publica global. Com epidemias de gripes sazonais e com pandemias no histérico, requerem
atencdo e monitoramento constante. Desde a descoberta em 1996 na China, o virus Influenza
Aviério de Alta Patogenicidade (IAAP) H5N1, também se tornou motivo de preocupacao e
alerta. A possibilidade desse virus zoonotico sofrer rearranjo ou mutacdes ao longo do
tempo, principalmente pelo espalhamento - para assim adquirir especificidade quanto ao
receptor celular humano - é a peca chave para desencadear uma possivel pandemia com alta
morbidade e mortalidade. Em 26 anos foram registrados 896 casos de HSN1 em humanos
em 22 paises. Recentemente, de 2020 a 2023, varias mortes de aves tanto selvagens quanto
domésticas foram relatadas em varios paises da Africa, Asia, Europa e nas Américas (Norte,
Central e Sul) pela variante do clado H5 2.3.4.4b. Neste trabalho, revisamos e atualizamos a
epidemiologia do virus H5N1 e, de forma geral a sua patogénese, focada em alteracGes que
possibilitem a transmissdo entre humanos e o surgimento de uma nova pandemia.
Concluimos que mesmo com Vvarios surtos globais restrito em animais, e raros casos em
humanos, o virus influenza H5SN1 precisa de algumas mudancas especificas em sua genética,
para que consiga com eficiéncia, realizar a transmissdo entre humanos e assim, apresentar
capacidade pandémica.

Palavras-chave: epidemiologia; Virus da Influenza A Subtipo H5N1; patogénese;
transmissao

INTRODUCAO

O virus Influenza, pertencente a familia Orthomyxoviridae, possui envelope e o
genoma com RNA de sentido negativo. Dentre sua classificacdo de subtipos, a influenza A
(Flu A) € o virus mais comum e causador de pandemias e epidemias sazonais, indicando que
ele tenha sido o maior causador de doengas em aves desde 1878. (COSTA, Ligia Maria
Cantarino da & MERCHAN-HAMANN, Edgar, 2016; SEALY JE, et al. 2021)

Pertencente ao grupo do Flu A, o virus IAAP/H5N1, considerado como uma
zoonose vem recebendo atencdo desde sua descoberta em 1996 na China, devido a situagao
devastadora com aves de criacdo, e por isso, € um virus temido e cotado como possivel
pandémico, mesmo que ainda ndo tenha a capacidade de transmissdo entre humanos.

(ZHANG H, et al. 2013)
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Em 2021, o virus espalhou em aves migratorias, e foi detectado em outros
continentes causando preocupacao global, pois possui a habilidade de se adaptar em varios
hospedeiros. O virus influenza HSN1 possui um total de 878 infec¢bes em humanos, sendo
458 Obitos, considerando um periodo de 20 anos. O reservatorio desse virus sao as aves
selvagens (aquéticas/ migratérias), mas a infeccdo pode ocorrer em outras aves e espécies
terrestres, como galinhas e codornas que sdo aves de capoeira (domésticas), e mamiferos,
como por exemplo, os porcos, cavalos, cdes e humanos. (PAHO, 2023; YAMAJI R, et al.
2020)
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Este trabalho tem por objetivo avaliar a possibilidade de uma pandemia pelo virus
influenza aviario H5N1, demonstrando a sua epidemiologia com foco no espalhamento
global a partir dos animais infectados, e a transmissdo para humanos e entre 0s humanos,
além da descrigdo sucinta da patogénese do virus, em torno das provaveis mutagdes que este
pode vir a adquirir.

MATERIAL E METODOS

Embasada nos sites oficiais de governos e organizagfes, como Organizacao
Mundial da Saude (OMS), Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e do Centro de
Controle de Doencas (CDC — Atlanta, EUA), Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE)
e bases de dados on-line PubMed, SSRN Product & Services, foram coletadas as principais
informacdes de noticias e artigos publicados do periodo entre 2013 a 2023. A busca foi
realizada entre julho e novembro de 2023, onde foram lidos e analisados. Imagens foram
produzidas e/ou adaptadas para um melhor entendimento do trabalho. Foram utilizadas as
seguintes palavras chaves: epidemiology; avian influenza H5N1; H5N1; pathogenesis of
avian influenza H5N1; streaming.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Etiologia e transmissao

O virus influenza € observado desde a pré-historia, porém sé foi isolado em 1933.
No Brasil, os relatos sdo logo apos a colonizacgéo por volta de 1552 e 1559. (COSTA, Ligia
Maria Cantarino da & MERCHAN-HAMANN, Edgar, 2016) Esse virus possui quatro tipos,
sendo a influenza A o virus que atinge animais e humanos e esta associado aos casos de
epidemias e pandemias. As pandemias de gripe que conhecemos sdo todas derivadas do virus
aviario, e os tipos de alta patogenicidade geralmente pertencem ao subtipo H5 ou H7, e esta
relacionada a interacdo virus-hospedeiro. (WANG D, et al. 2021)

Como as aves silvestres (migratdrias/aquaticas) sdo as principais na transmissao do
virus (figura 1), o ambiente mais provavel é os de 4gua doce. Essa transmissao se da a partir
da via oral- fecal, pelo contato de outras aves com as fezes, com goticulas salivares, e a
carcaga de aves contaminadas. Essa relagéo oral — fecal é devido a replicacdo do virus ocorrer
no trato gastrointestinal e na cloaca dessas aves contaminadas. (JOSEPH U, et al. 2016) A
partir das aves migratorias, a transmissao pode ocorrer para as aves silvestres locais e dessas
para as aves domeésticas e comerciais.

O contéagio aos humanos pode ser adquirido a partir de criadouros (granjas) e
mercados com as aves contaminadas e vivas, através do contato com secrecdes respiratorias
e fezes dessas aves. Para evitar esse contagio, o abate sanitario de toda a granja é o mais
comum, mas ndo suficiente. A quarentena e desinfeccdo de todo o local se faz necessario
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para esse controle, j& que gaiolas e utensilios usados com as aves também ficam
contaminados por um periodo de tempo, tornando-se fonte de transmissao. E como profilaxia
da infecgdo, é correto a vacinacdo das aves contra a gripe. (GUAN Y & SMITH GJ, 2013;
WANG D, et al. 2021; REISCHAK, Dilmara, et al. 2023)
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Figura 1 - Vias de transmissao do virus influenza A, a partir de aves aquaticas e migratorias, e 0s subtipos de
acordo com as espécies receptoras

Fonte: Figura do proprio autor.

A nivel global, todo ano esse virus é monitorado atraveés dos Programa Global da
Gripe e do GISRS, e a partir disso é decidido quais vacinas devem ser produzidas contra a
gripe sazonal para o proximo ano. Nesse contexto, existe o Sistema de Vigilancia de
Sindromes Respiratdrias, com o programa Rede de Vigilancia Sentinela de Sindrome Gripal
(SG), analisando e notificando os casos atraves de laboratdrios de referéncia, através de
coletas semanais de unidades de saude selecionadas, além de compartilhar as estirpes
encontradas com os grandes centros como a OMS. (CVE, 2021)

Espalhamento global de H5N1

A China é um pais considerado epicentro de influenza, originando varios virus da
gripe, com sua localizacdo favoravel para as aves migratorias. (GUAN Y & SMITH GJ,
2013) Assim como na China, o continente asiatico inteiro apresenta surtos de H5SN1, sendo
0 mais recente dois casos no Camboja, onde uma menina de 11 anos foi a Gbito apos a
infeccdo pelo influenza H5N1. (BOYLE, J & NEELY, J, 2023) J& no continente africano
atualmente eles vivem a maior crise de gripe aviaria ja vivida, com a Africa do Sul, o maior
produtor de aves para consumo do continente, relatando milhares de perdas na producao.
(GOTTEMS, L, 2023)

A Europa registrou em 2022 um caso na Inglaterra (SEALY JE, et al. 2021), e outro
na Espanha, e em 2023 foi o Reino Unido quem divulgou um caso humano, além de infeccéao
em mamiferos como martas, raposas e lontras. (HO, PL, 2023) Recentemente, casos de gatos
infectados por influenza A na Poldnia, vieram a publico. A OMS informou que 46 gatos
foram infectados pelo H5N1, e dos 19 genomas detectados, todos foram do mesmo clado
(H5 2.3.4.4b). (OMS, 2023)
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Em 2021, o H5 da linhagem 2.3.4.4b se disseminou pelas Américas entre as aves
silvestres e domésticas, e em setembro de 2023, o Brasil registou a marca de 100 casos do
H5N1, na grande maioria em aves migratorias e nenhum caso em humanos foi relatado até
0 presente momento. (ZEM, R 2023)
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Patogénese

Esse virus consiste em oito segmentos de RNA, que em conjunto com o complexo
polimerase + NP, sdo conhecidos como VRNPs (Ribonucleoproteina viral), que codificam
10 proteinas, como a Matrix (M1 e M2), Complexo Polimerase PB1, PB2 e PA; NP
(Nucleocapsideo) e NS (proteinas ndo estruturais NS1 e NS2). A Hemaglutinina (HA), a
Neuraminidase (NA), sdo primordiais para que ocorra a infeccdo do virus na célula
hospedeira, e até 0 momento, o virus Flu A aviario possui uma variacdo de 16 subtipos de
HA (H1 -H16) e nove NA (N1-N9) igual a 144 subtipos conhecidos, e isso confere ao virus
uma diversidade de hospedeiros. (ZHANG H, et al. 2013)

As glicoproteinas HA e NA, sdo responsaveis por fazer o reconhecimento na
superficie das células hospedeiras, entrada do genoma viral na célula-alvo, em especifico
através da ligacdo ao acido sialico, a partir de endocitose. O pH de ativacéo celular é de total
importancia, pois € ele quem vai causar uma mudanca conformacional na HA para assim
ocorrer a fusdo das membranas (celulares e viral). Se o pH for maior, é melhor para a
infeccdo celular em aves. Se o pH for menor é mais favoravel para infeccdo celular em
mamiferos. As proteinas virais M1 e M2 sd@o responsaveis por auxiliar na mudanca do pH e
na liberagdo do complexo polimerase PB1, PB2 e PA, que tem grande importancia no ciclo
de vida e na evolugéo do virus. O estudo de Gabriel G et al. (2013) demonstra que mutacdes
nas proteinas virais como PB2, aumenta a patogenicidade e a viruléncia do H5N1. (ZHANG
H et al. 2013)

As proteinas ndo estruturais NS1 tem papel fundamental na resposta imunoldgica
do hospedeiro. De acordo com Dayan Wang, et al. (2021), mutacGes na NS1, poderiam
gerar adaptagdes nos virus, alterando a NEP e consequentemente a replicagdo do genoma
viral na célula alvo. Outro ponto que caracteriza um fenotipo de alta patogenicidade e
viruléncia, é o sitio de clivagem multibasico (MBCS) na proteina HA. (SEALY JE, et al.
2021) A temperatura de 37-42°C é essencial para que haja replicacdo eficiente do virus
aviario. (GABRIEL G, et al. 2013) O virus é dividido em 10 clados (0-9), sendo que 0s
clados 0, 1 e 2 sdo os que infectam humanos. (VELKOV T, et al. 2013)

Desencadeamentos da transmissao entre humanos e potencial pandémico

Os suinos teriam facilidade em realizar esse rearranjo, pois possuem varios
receptores, tanto para virus oriundos de aves, quanto os virus derivados de humanos. E como
0s mamiferos sdo biologicamente mais préximos aos humanos que as aves, esse rearranjo
em suinos poderia causar a transmissao interespécie para humanos. (YIN J, et al. 2013;
OMS, 2023) O virus pode sofrer uma deriva antigénica, com alteracfes ao longo do tempo
nos antigenos de membrana, que sdo as glicoproteinas HA e a NA, ou uma mudanca
antigénica, quando ocorre a combinacao viral em um hospedeiro e assim gerar adaptacéo e
consequentemente um novo virus (figura 2). (CDC, 2023)




esPec JALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

L
o\ew
et
(B) Antigenic Shift Direct Jump

Adaptati
(A) Antigenic Drift aptation

Small Mutations

eEL

Bt . QR il o

y XY Accumulation 8 5“.~"'"'"-./°‘ o Swine

ﬁ..- /wqivw» -_‘“ of Mutations oy /4 PUSL Ve N . JumptoHumgns
'.H: AR g}. — ',H-' e | »" Major antigenic change

"t V’fﬁ 3 L - :B" " with pandemic potential

Ao, ¢ SF P ¢ L\,‘\“,JJ Saer Genetic

N, A e D

popers;

Reassortment  / _4%°
I
.

N
N
S e, e ¢ & ;
Nl 7 g e L i
-8 R} Ay
‘$===4’).
Minor antigenic change Human @ Swine
[]

with epidemic potential
Figura 2- Deriva e mudanga antigénica

Fonte: Adaptado de Yeo, Joshua & Gan, Samuel Ken-Em, 2021

Como o virus H5N1 ainda néo é transmissivel entre humanos, os estudos sugerem
que pelo menos uma mutacdo na HA ou NA seria necessaria. Dentre as mutagdes, um
exemplo é a mudanca na especificidade da HA na ligagdo a-2,3 para a-2,6. Essa ligacéo
refere-se a afinidade que o virus tem com determinada parte do organismo, como por
exemplo, a liga¢do a-2,3 estd mais presente no trato intestinal de aves aquaticas, enquanto a
ligagdo a-2,6 estd presente no trato respiratdrio superior de humanos. (YIN J, et al. 2013;
IMAI M, et al. 2013)

CONCLUSOES

A influenza causa uma doenca aguda que estd presente no cotidiano dos seres
humanos. O H5N1, por usa vez, ainda contido na transmissdo entre aves, e com €asos
esporadicos em humanos, requer vigilancia constante por que como visto, ele é apto a
rearranjos com outros virus e mutagdes genéticas pontuais que podem torna-lo transmissivel
entre humanos e por consequéncia, causar surtos zoonoéticos, epidemias e até pandemias.
Pesquisas e monitoramento se fazem necessarios para avaliar todas as possiblidades de
alteracdes genéticas, transmissibilidade, além de estudos para desenvolvimento e producdo
de vacinas especificas e terapias antivirais, reduzindo a infeccéo e a transmisséo do virus,
além da vigilancia sentinela com as aves migratorias, silvestres e de capoeira.
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Resumo: Apo6s mais de um século depois de sua introducdo em 1921, a BCG se apresenta
ainda como a Unica vacina contra a tuberculose disponivel para ser utilizada em humanos e
apresenta melhores resultados em criangas e adolescentes, com eficacia que varia entre 0%
a 80% em adultos, o que resulta no desenvolvimento da infecc¢do ativa como decorréncia de
reativacdo ou disseminacdo. Com o avango tecnoldgico, diversas vacinas estdo em
desenvolvimento para sobrepujar as fraquezas da BCG utilizando diversas estratégias
relacionadas a utilizacdo de subunidades proteicas, a vetores virais, a inativacao de células
utilizando micobactérias, e vacinas de BCG recombinante. Desta maneira, este trabalho foi
organizado com o objetivo de apresentar as perspectivas vacinais para a tuberculose e seus
mecanismos de acdo, assim como avaliar as limita¢6es da atual vacina BCG para melhores
resultados. Foi realizado um levantamento bibliografico em buscadores, como LILACS,
SCIELO, MEDLINE, BVS e Periddicos CAPES. O desenvolvimento de vacinas com
tecnologias mais modernas, atreladas com uma melhor eficacia, é capaz de melhores
resultados para a prevencédo e tratamento de casos de tuberculose, uma vez que envolvem
abordagens diferentes a da vacina BCG.

Palavras—chave: vacina bcg; vacinas contra a tuberculose; tuberculose

INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) é uma doenca causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) com caracteristicas de quase erradicacdo em paises desenvolvidos, porém ainda assola
diversos paises em desenvolvimento, como o Brasil. O surgimento de uma vacina — a
conhecida BCG, ou vacina do Bacilo de Calmette-Guérin — contra a TB foi muito importante
para a medicina, uma vez que ajudou a conferir protecdo e, consequentemente, salvar
diversas vidas ao longo dos anos (JIANG et al., 2023; SRIVASTAVA; DEY;
MUKHOPADHYAY, 2023).

O tratamento de TB se baseia em grande parte pela utilizacdo de medicamentos anti-
TB e navacinacao pela BCG como medida protetora, principalmente em neonatos e criancas.
A vacina BCG se encontra como uma parte fundamental do calendario de imunizagédo
infantil de diversos paises, essencialmente aplicada em infantes e neonatos. No ano de 2019,
115 paises apresentaram taxa de imunizacdo por meio da BCG superior a 80% e 87
apresentaram numeros superiores a 90%. Alguns paises apresentaram prevaléncia
aumentada de TB, com taxas variadas de cobertura vacinal. Papua Nova Guiné apresentou
valores aproximados de 45%, enquanto Bangladesh, China, Tailandia e Tanzania tiveram
taxas de cobertura vacinal de 99% (LANGE et al., 2022; SETIABUDIAWAN et al., 2021).
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De acordo com a OMS (2023), os paises das Américas apresentam uma taxa
compartilhada de 85% em 2019, 70% em 2020, 82% em 2021 e 87% em 2022 de vacinacao
entre criancas menores de um ano. Paises como o Brasil apresentaram taxas de 73% em 2020
e 69% em 2021, especialmente devido a ocorréncia da pandemia da Covid-19 (CASTREJON
etal., 2022).

Desta maneira, o desenvolvimento de vacinas mais eficazes pode trazer um melhor
aproveitamento ao tratamento e cura efetiva. O avanco tecnoldgico permite o surgimento de
novas estratégias vacinais, as quais podem sobrepujar as fraquezas trazidas pela BCG com
0 passar dos anos. As tecnologias criadas envolvem a utilizacdo de subunidades proteicas,
vetores virais, inativacao de células com a utilizacdo de micobactérias e o desenvolvimento
de BCG recombinante (SRIVASTAVA,; DEY; MUKHOPADHYAY, 2023).

Além disso, a Organizacdo Mundial da Saude apresenta planos de erradicacao da
Tuberculose até 2030 e a vacinacgao protetora pode trazer grandes resultados, uma vez que,
embora os individuos tenham contato com a micobactéria, tenham uma menor chance de
desenvolver a doenca por estarem imunizados adequadamente e assim quebrar a cadeia de
transmisséo da doenca (LANGE et al., 2022; SRIVASTAVA; DEY; MUKHOPADHYAY,
2023).
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Portanto, este trabalho foi organizado com o objetivo de apresentar as perspectivas
vacinais para a TB e seus mecanismos de acdo, avaliar as limitagdes da atual vacina BCG ao
revisar 0s mecanismos imunologicos envolvidos na TB, apresentar um recorte histérico do
surgimento da BCG, sua capacidade de protecdo contra a doenca, bem como suas limitagdes,
e discutir novas estratégias vacinais mais eficazes contra a doenca.

MATERIAL E METODOS

Para realizar esta pesquisa, foi feito um levantamento bibliografico, ou seja, a busca
de informacGes ja publicadas, utilizando como fonte as seguintes bases de dados da saude:
LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), SCIELO
(Scientific Electronic Library online), MEDLINE (Medical Literature Analysis and
Retrieval System on-line), BVS (Biblioteca Virtual em Saude) e Peridédicos CAPES
(Comissdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior).

Na busca dos artigos foram utilizadas palavras-chaves em portugués e inglés
selecionados mediante consulta aos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da Bireme,
sendo elas: Vacina BCG, Vacinas contra a Tuberculose, Tuberculose.

Foram incluidos artigos, dissertacfes ou teses, completos; sendo originais, cujas
metodologias fossem baseadas em estudos observacionais, presentes em um dos bancos de
dados acima mencionado, publicados entre 2018 e 2023; em periddicos nacionais e
internacionais, em idiomas portugués, inglés ou espanhol.

Artigos, dissertagcdes ou teses incompletas, que ndo abordarem ao menos um dos
descritores indicados, publicados em anos anteriores e com duplicidade, assim como
revisOes sistematicas, meta-analises e estudos com apresentacdo insuficiente dos resultados
foram excluidos do estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Atualmente, a BCG, imunizante aplicado pela primeira vez em 1921 (figura 1), se
encontra como a unica vacina disponivel para a prevencdo de casos de TB, mas seu
desenvolvimento data de muito tempo antes (SETIABUDIAWAN et al., 2022).

Identificagdo da Caracterizagéo de Subcultivo de cepas

micobactdria TB humana e TB ndo virulentas para
desenvolver uma

Obtengéo de uma
cepa incapaz de
causar doenga em
cavalos, gado e

coelhos.

Mycobacterium bovina
tuberculosis

vacina atenuada

250 mil criangas 14 mil criangas 18/07/1921
vacinadas sem vacinadas; aplicagéo do

efeitos adversos na vacinagéo regional e imunizante pela
Franga. incentivos & compra. primeira vez em um

neonato.

Desastre de Libeck: 0 piblico 56 voltou a
251 neonatos ter credibilidade apos

contaminados com a 2° Grande Guerra,
Mtb. endossado pela OMS.

Figura 1 — Contexto histérico do surgimento da vacina BCG.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

No entanto, a auséncia de novos imunizantes até os dias atuais pode estar relacionada
com o fato de ndo se compreender adequadamente 0s mecanismos imunoldgicos associados
a protecdo contra a infecgdo causada pelo Mtb (SETIABUDIAWAN et al., 2022).

Segundo Setiabudiawan et al. (2022) e Romano et al. (2023), a protecdo ocasionada
por linfécitos T é importante e extensiva, mas sua capacidade de diferenciar linfocitos T
efetores pode diminuir com o passar do tempo, de maneira que a protecdo em neonatos e
infantes é maior do que em individuos mais velhos.

Grande parte da imunidade desenvolvida pela imunizacdo se da pela imunidade
adaptativa celular, uma vez que ha a possibilidade de se formar uma imunidade a longo
prazo. Entretanto, a vacinacao pode levar ao desenvolvimento de uma “imunidade treinada”
que conta com a participacdo de células natural killer (NK), neutr6filos e mondcitos, os
quais sdo extremamente adaptativos de uma maneira ndo dependente de antigenos e sao
mediadas por fatores epigenéticos e reprogramacfes metabdlicas estimulados pela BCG
(SETIABUDIAWAN et al, 2022; LANGE et al, 2021; CHO et al, 2021,
NADOLINSKAIA; KOTLIAROVA; GONCHARENKO, 2022).

O principal beneficio associado com a vacina BCG estéa relacionado com a prevencao
de TB infantil, sobretudo casos de TB miliar infantil. A eficcia de sua protecdo estd
associada principalmente aos dez primeiros anos de vida. O imunizante é muito importante
para prevenir casos de infecgdes primarias com a micobactéria, embora o perfil protetor
decaia com o tempo (LANGE et al., 2021; SABLE; POSEY; SCRIBA, 2020).

Entretanto, as respostas imunoldgicas ndo podem necessariamente estar associadas
com respostas protetoras e a falta de marcadores confiaveis que indiqguem protecdo ao
organismo leva a dificuldades para a producdo de vacinas que realmente sejam eficazes
(SETIABUDIAWAN et al., 2022; FOSTER et al., 2021).

Além disso, embora seja uma vacina eficaz em neonatos e criancgas, suas limitacoes
residem no fato de que ha a perda da eficacia e protecdo conforme os anos se avancam.
Muitas pessoas também vivem com TB latente e, embora dificilmente estes casos levem a
reativacdo, sdo casos de potenciais riscos de doenca ativa, especialmente em adolescentes e
adultos. Vacinas com uma eficacia maior podem quebrar a cadeia de transmisséo de casos
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de TB até mesmo em pacientes que ndo sabem que ja tiveram contato com a micobactéria
(SABLE; POSEY; SCRIBA, 2020; FOSTER et al., 2021).

Com os avancgos tecnolégicos, novos imunizantes tém sido desenvolvidos com o
tempo para atender as necessidades crescentes que sdo encontradas pelas limitaces da BCG
ao utilizar diversos mecanismos de acdo (SRIVASTAVA; DEY; MUKHOPADHYAY,
2023; BOUZEYEN; JAVID, 2022).

Um dos mecanismos de acdo utilizados para o desenvolvimento de novas tecnologias
sdo vacinas de subunidades virais, em que a imunogenicidade é explorada de acordo com os
critérios de parede celular, capsula, antigenos de secrecdo, antigenos da fase de dorméncia e
de ressuscitacdo e antigenos da regido de diferenciacdo (RD) de BCG. Associados a estes
antigenos, os adjuvantes sdo adicionados, de maneira que haja a melhor entrega de resposta
(ZHANG et al., 2023).

O Mtb e 0 BCG compartilham aproximadamente 98% de seu genoma, de maneira
que a superexpressao de antigenos de Mtb pode aumentar a eficacia da vacina, assim como
melhorar a resposta treinada do individuo em face do contato. Além disso, a utilizagdo destes
antigenos pode ser um excelente meio carreador para eliminar antigenos imunogénicos de
BCG e aumentar a resposta contra a TB. Outra opg¢do vacinal € a readministracdo da BCG,
situacdo que exige posteriores estudos, porém apresentou aumento da resposta celular
(SRIVASTAVA; DEY; MUKHOPADHYAY, 2023).

A utilizacdo de vetores virais para a entrega de antigenos micobacterianos € uma
excelente opcdo de transferéncia, uma vez que se trata de moléculas geneticamente
modificadas que sdo capazes de gerar resposta imunoldgica ao superexpressarem antigenos.
Alguns virus sdo comumente utilizados, como o Adenovirus, virus Influenza e o virus
Vaccinia (SRIVASTAVA; DEY; MUKHOPADHYAY, 2023; BOUZEYEN; JAVID, 2022;
AFKHAMI et al., 2020; QU; ZHOU; LI, 2021).

As novas tecnologias também permitem que haja alteracdes particulares a cada
imunizante que ndo se enquadram a mecanismos de acdo especificos e que estdo relacionadas
a fragmentacdo de cepas por meio de métodos de inativacdo, a delecdo de genes de cepas
atenuadas para aprimorar as respostas imunoldgicas e até mesmo a associacdo de antigenos
de Mtb a antigenos de HIV para uma melhor resposta de pacientes que sejam HIV+ e estejam
infectados por TB (SRIVASTAVA; DEY; MUKHOPADHYAY, 2023; BOUZEYEN;
JAVID, 2022; AFKHAMI et al., 2020).

Desta maneira, a BCG se estabelece como uma vacina muito importante para a
prevencdo de casos de TB infantil e casos de TB extrapulmonar, mas é necessario que 0s
horizontes sejam expandidos para que haja a erradicacdo desejada da doenca por meio de
imunizantes que atendam aos mecanismos imunoldgicos e possam interromper a cadeia de
transmissdo mantida pela Mtb. Para isso, os estudos precisam ser diversos para abrangerem
diversos mecanismos de ag&o e, por sua vez, atenderem as a¢fes do sistema imunologico.

CONCLUSOES

A administracdo da BCG durante o ultimo século foi muito importante porque
permitiu que muitas vidas fossem protegidas por meio dos efeitos conhecidos por
“imunidade treinada”. Além disso, seus efeitos inespecificos permitem que possa ser
amplamente aplicada em outras situa¢fes, como para o tratamento de neoplasias de bexiga,
de maneira que sua aplicabilidade é ainda maior do que para o que foi inicialmente
produzido.

No entanto, com as descobertas de novos mecanismos imunolégicos envolvidos com
a TB, novas vacinas sao necessarias para que a protecdo seja realizada de maneira melhor e,
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por sua vez, possam assegurar a erradicacdo de TB no mundo de maneiras seguras e
altamente eficazes.
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Resumo: O norovirus (NoV) é considerado a principal causa ndo bacteriana de
gastroenterite aguda em humanos, ap6s a introducdo da vacina contra o Rotavirus (RV)
responsavel por casos esporadicos e surtos em hospitais, creches, navios e asilos. A sua
transmissdo ocorre através do contato direto com infectados, alimentos e 4gua contaminada,
existindo hipdteses da transmissao zoonotica, porém ainda sem comprovacao. No Brasil e a
nivel global, o principal genogrupo circulante de NoV é o GlI, sendo o mais prevalente em
surtos de gastroenterites. A existéncia de inimeros gendtipos e constante mutagdo do virus
dificulta o desenvolvimento de uma vacina confiavel e eficaz. Com isso, atualmente as
principais medidas profilaticas estdo relacionadas com o diagndstico rapido, isolamento e
tratamento do infectado, controle da contaminacdo de alimentos, agua, superficies
ambientais e fémites. Ensaios clinicos de possiveis vacinas contra o NoV estdo em
andamento, atualmente nas fases | e 11.

Palavras—chave: DTA; Epidemiologia; Norovirus; Prevencao;

INTRODUCAO

A gastroenterite aguda (GEA) é um dos problemas de saide mais comuns em todo o
globo. Por muitos anos o RV foi considerado a principal causa de episddios diarréicos em
criangas, por meio da implementacao da vacina no plano de imunizacao infantil foi possivel
observar um declinio da incidéncia onde foi aplicado (PIRES et al., 2015).

O NoV se tornou a principal causa de GEA grave na infancia em alguns paises que
instituiram a vacinagdo generalizada contra RV, como Finlandia, Estados Unidos e Brasil
(HEMMING et al., 2013; PAYNE et al., 2013; SANTOS et al., 2017). Os NoV séo
considerados uma causa importante de GEA em todas as faixas etarias (SARMENTO et al.,
2021) e a segunda causa mais frequente, depois do rotavirus (RV) em criangas menores de
5 anos de idade (PIRES et al., 2015). Gera um impacto significativo no bem-estar humano
em termos de morbilidade, custos econdmicos e mortalidade nos paises em desenvolvimento
(WHITE, 2014).

NoV foi citado como a principal causa mundial de doencas de transmissdo hidrica e
alimentar (YEARGIN; GIBSON, 2019). Estima-se que o GEA devido ao NoV cause 699
milhGes de casos e 219.000 mortes em todo 0 mundo todos os anos (BARTSCH et al., 2016).
A identificacdo do alimento como veiculo transmissor é dificultada por conta das
subnotificacdes dos casos, problemas na investigacdo de surtos e dos diferentes agentes
etioldgicos, que possuem rotas de transmissdo alternativas (contato pessoa-pessoa, aerossois
produzidos durante o vomito e contato pessoas-animais; ambiental: agua, solo e ar)
(HAVELAAR et al., 2015), sdo um problema de satde publica, pois ainda ndo existe um
agente antiviral ou vacina disponivel (FUMIAN et al., 2016).




A atualizacdo de dados e conhecimentos sobre o NoV pode trazer informacdes
importantes sobre a situacdo da doenca. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
elaborar uma revisdo bibliografica integrativa atraves do levantamento de dados em artigos
cientificos para tratar dos principais aspectos do NoV com énfase na epidemiologia
molecular e métodos de prevencéo.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa de literatura cientifica foi realizada por consulta a base de dados PubMed,
Scielo, Scopus e repositorio ARCA (Fiocruz), empregando como palavras-chave:
Norovirus; Epidemiology; Prevention; Zoonosis; Foodborne. Foram selecionados artigos
publicados do periodo de 2013 a 2023, com foco nas informagdes sobre epidemiologia
molecular e prevencdo. A busca foi realizada entre julho e outubro de 2023.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os NoV pertencem a familia Caliciviridae e s&o virus ndo envelopados, possuindo
capsideo, divididos em 10 genogrupos, sendo os Gl, GllI, GIV, GVIII e GIX caracterizados
por serem mais patogénicos para humanos, subdivididos em 49 genétipos, o principal
gendtipo identificado em casos esporadicos é o Gl1.4, que apresentam novas variantes a cada
2-4 anos. Essa classificacao foi estabelecida com base nas andlises filogenéticas da ORF-2
de 164 sequéncias de NoV (CHHABRA et al., 2019). O material genético é constituido por
RNA de fita simples, e sua replicacdo, dependente dos receptores da membrana celular do
hospedeiro (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).

Os NoV apresentam uma alta taxa de mutagéo e estdo em constante evolugdo por
alteracdes de nucleotideos e recombinacdo do genoma. Cepas recombinantes de norovirus
foram detectadas como causadoras de surtos de GEA em diversos paises. A recombinacdo é
uma das principais forcas motrizes que moldam a evolucdo dos virus, fornecendo um
mecanismo para gerar virus geneticamente novos e, portanto, a capacidade de escapar do
sistema imunologico. No genoma NoV, um hotspot de recombinacdo esta presente préximo
a juncdo ORF1 / ORF2 e uma variedade de cepas recombinantes foram detectadas em todo
o mundo (FUMIAN et al., 2016).

As infecgdes por NoV sdo autolimitantes em individuos saudaveis, mas estdo
associadas a complicac@es graves em individuos imunocomprometidos, idosos e criangas.
Os principais sintomas sdo vomitos e diarreia que geralmente séo de curta duracdo; pode
gerar mialgias, arrepios e febre baixa (GREEN, 2014). Os sintomas geralmente comecam 1
a 2 dias seguintes ap6s o contato com o virus permanecem durante 1 a 8 dias (LUZ;
MIAGOSTOVICH, 2017). A gravidade dos sintomas pode variar com as cepas (BARCLAY
etal., 2014).

A transmissdo pode ocorrer diretamente através do contato com individuos
infectados pela via fecal-oral ou a aerossois infecciosos produzidos pelo voémito, ou
indiretamente seja pela ingestdo de alimentos e agua contaminados (BARCLAY et al.,
2014).0s modos de transmissdo, a gravidade da doenca e as pressoes evolutivas influenciam
0 risco representado pelas infec¢des por NoV e podem variar entre as estirpes (DE GRAAF;
VAN BEEK; KOOPMANS, 2016).

A transmissdo alimentar é responsavel por 10% dos surtos causados por Gll.4, 27%
por todos 0s outros gendtipos Unicos e 37% por misturas de Gll.4 e outros (VERHOEF et
al., 2015). Os alimentos mais sujeitos a contaminacao por NoV séo frutas, verduras, frutos
do mar e alimentos prontos para consumo que ndo sofrem processamento adicional
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(sanduiches, saladas de vegetais, produtos de confeitaria). Frutas e verduras, geralmente séo
consumidas cruas e passam por tratamentos sanitarios industriais que ndo garantem a
eliminacdo total do patdgeno quando presente (LUZ; MIAGOSTOVICH, 2017).

Baseado nos estudos atuais, ainda ndo é possivel afirmar que o NoV pode ser
considerado uma zoonose, atualmente sendo considerada apenas uma hipotese. Atualmente,
ndo existem estudos controlados de surtos durante os quais animais e humanos tenham sido
amostrados simultaneamente. Porém existem evidéncias que o NoV seja uma zoonose, por
meio da identificacdo do RNA do NoV humano diferentes espécies (cachorros, roedores,
aves, suinos e gado) (VILLABRUNA; KOOPMANS; DE GRAAF, 2019).

A evidéncia de transmissdo do NoV de animais para humanos é limitada, se baseia
principalmente em analises soroldgicas. Caso tais transmissdes ocorram, elas provavelmente
sdo eventos raros, dificeis de identificar por serem geralmente assintomaticas ou esporadicas.
Para melhorar as chances de identificar a transmissdo interespécies, seria necessario
implementar uma vigilancia mais especifica, que incluisse amostras de animais e humanos
que tenham contato proximo, de preferéncia durante surtos, utilizando métodos de deteccdo
imparciais. Desvendar os reservatérios de NoV e transmissao interespécies auxiliara a
entender a evolucdo e a origem desses virus (VILLABRUNA; KOOPMANS; DE GRAAF,
2019).

Em um estudo de levantamento de dados sobre o panorama das DTHA no Brasil,
entre os anos de 2009 e 2019, os virus representaram 9% dos casos de surtos de DTHA,
sendo 4% causado por NoV. Porém, a maior parte dos casos notificados néo foi determinado
0 agente envolvido, considerando-se o0 agente ignorado, inconclusivo ou inconsistente. A
ndo identificacdo do agente etioldgico envolvido no surto esta relacionada com a notificagdo
tardia, coleta de amostras de agua ou alimento em tempo inadequado, ou testes de
laboratdrios inconsistentes, impossibilitando o controle e prevencdo dos casos (AMARAL
etal., 2021)

A investigacdo dos surtos e estudos epidemioldgicos sdo essenciais para garantir a
salde publica, destacando a importancia de uma vigilancia sistematica, apoiando a
implementacdo de estratégias de prevencdo e controle, bem como uma melhor compreenséo
da evolucdo molecular do NoV (DA SILVA RIBEIRO DE ANDRADE et al., 2018). O
sequenciamento dos genes da polimerase e do capsideo é uma ferramenta valiosa para uma
compreensdo adequada da epidemiologia e evolucdo do NoV (GONCALVES BARREIRA
et al., 2017). O continuo surgimento de novas variantes do virus enfatiza a necessidade de
vigilancia laboratorial ativa para NoV, incluindo epidemiologia molecular e estudos sobre a
evolucdo do virus (ANDRADE et al., 2017), e fornecem uma base para o desenvolvimento
de vacinas (SIQUEIRA et al., 2017).

O genogrupo GII é o mais prevalente em surtos de gastroenterites a nivel mundial,
sendo responsavel por mais de 90% dos casos clinicos de noroviroses relatados. Os NoV
GI1.4 acumulam mutacGes ao longo do tempo na sequéncia nucleotidica do gene que codifica
a proteina VP1, o qual permite evasdo da imunidade na populacdo humana (PRADO;
MIAGOSTOVICH, 2014).

Estudos realizados no Brasil nas regides norte e nordeste (GONDIM et al., 2018;
HERNANDEZ et al., 2018; PORTELA et al., 2021; SARMENTO et al., 2021; SIQUEIRA
etal., 2017), e sul e sudeste (ANDRADE et al., 2017; DA SILVA RIBEIRO DE ANDRADE
et al., 2018; FUMIAN et al., 2016; GONCALVES BARREIRA et al., 2017) demostram o
predominio em casos esporadicos, surtos de adultos e criancas no GIl e cepas
recombinantes. Sendo raros os estudos que resultaram genoétipo diferentes, porém foi
identificado GIV no estado do Rio de Janeiro (FIORETTI et al., 2018) e o GI em amostras
do estado do Para (SIQUEIRA et al., 2017). GIll.4 Sydney[P16], GII.2[P16], GIl.4
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Sydney[P31] e GI1.6[P7] s&o gendtipos recombinantes prevalentes no Brasil (SARMENTO
etal., 2021).

O primeiro passo para controlar surtos de NoV é o diagndstico laboratorial rapido,
que direciona a implementacdo de praticas de intervencdo e controle apropriadas, como
protocolos de limpeza e desinfecgéo, isolamento, agrupamento de pacientes com base nos
sintomas, exclusdo de funcionarios sintomaticos ou manipuladores de alimentos, e se
necessario, até fechamento de estabelecimentos (BARCLAY et al., 2014). A reducdo da
transmissdo é consequéncia do controle da contaminacdo de alimentos, agua, superficies
ambientais e fomites, assim como a aplica¢do de boas préaticas de manipulagdo e higiene
adequada de manipuladores de alimentos. Assim como, é necessario educar os consumidores
sobre como prevenir, controlar e como a infeccdo por NoV é ocasionada (CATES et al.,
2015). Nas creches e escolas é indicado préaticas como lavagem das maos para funcionarios
e criancgas, isolamento e exclusdo de criancas e funcionarios doentes, troca de fraldas e
limpeza ambiental (LEONE et al., 2016). Para evitar a continua transmissdo, pode ser
necessario suspender as operagdes de estabelecimentos como navios de cruzeiro, resorts,
acampamentos e restaurantes (LUZ; MIAGOSTOVICH, 2017).

Em junho de 2016, o Comité Consultivo de Desenvolvimento de Produtos para
Vacinas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) identificou 0 NoV como uma doenca
prioritaria para o desenvolvimento de vacinas (GIERSING et al., 2019). Atualmente, as
vacinas contra NoV estdo em ensaios clinicos (fases | e Il), porém as vacinas candidatas
enfrentam o desafio de uma defini¢do pouco clara de imunidade de protecéo cruzada entre
os diferentes gendtipos. Existe uma ampla diversidade genética e antigénica dos NoV com
multiplas variantes cocirculantes de varios genotipos. Além disso, a auséncia de um sistema
de cultura celular, de um modelo animal eficiente e de marcadores imunoldgicos confiaveis
de protecdo contra NoV para avaliacdo de vacinas dificulta ainda mais o processo de
desenvolvimento (TAN, 2021). O surgimento de uma nova estirpe de Gll.4 a cada 2-4 anos
representa um problema no desenvolvimento de uma vacina. Este é um problema semelhante
ao enfrentado pelo virus Influenza e exigiria que a vacina evoluisse a medida que novas
variantes surgissem. Uma vacina NoV ideal protegeria contra multiplas variantes
(WINDER; GOHAR; MUTHANA, 2022).

Os programas de vigilancia epidemiolégica e molecular integrada podem ajudar na
tomada de decisGes globais as politicas de implementacdo de vacinas. Além disso, como
novos genotipos ou variantes podem surgir em qualquer parte do mundo e espalhar-se
rapidamente, sendo necessarios programas de vigilancia continua para acompanhar as
tendéncias epidemiologicas e evolutivas das infec¢fes por NoV (SARMENTO et al., 2021).
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CONCLUSOES

O NoV ¢é a principal causa de GEA (ndo bacteriana) no Brasil e no mundo apoés a
introducdo da vacinacdo contra o RV, gerando um grande impacto no bem-estar e
socioeconémico global. Existem hipOteses da sua transmissdo zoonoOtica, porém para a
comprovacao seria necessario a realizagao de um estudo com uma vigilancia mais especifica,
incluindo amostras de animais e humanos que tenham contato, a confirmagéo da transmisséo
interespécie auxiliaria no entendimento da evolucédo e origem do NoV Atualmente, existem
estudos que comprovam a identificagdo do NoV humano em amostras de diferentes espécies.

No Brasil, 0 NoV representou 4% como agente etiolégico de surtos de origem
alimentar no periodo de 2009 a 2019, porém essa estimativa provavelmente é subestimada
devido & subnotificagdo e ndo identificacdo do agente etiologico. Com relacdo a
epidemiologia molecular do Brasil, o genogrupo prevalente é o GII, sendo o Gll.4
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Sydney[P16] predominante. O monitoramento dos casos de GEA causados por NoV &
essencial para avaliar o impacto deste virus na comunidade (casos esporadicos e surtos), bem
como para o desenvolvimento e avaliagdo de medidas de controle, como vacinas. Em razéo
da evolucdo répida e continua desses virus requer um sistema de vigilancia ativo que
identifique genotipos circulantes e prevalentes que possam auxiliar no estabelecimento de
uma eventual vacina no pais. A implementacdo de um sistema de vigilancia epidemiolégico,
e de notificacdo além de uma rede integrada entre os estados e paises, auxiliaria no
conhecimento de diversas areas do conhecimento da doenca (variedade genética,
sazonalidade, distribuigdo), auxiliando no desenvolvimento de medidas profilaticas.

Atualmente, a vacina de NoV esta em desenvolvimento (ensaios clinicos fase I e 1),
com isso, as principais medidas preventivas estdo relacionadas com o diagnoéstico rapido,
isolamento e tratamento do infectado, controle da contaminacdo de alimentos, agua,
superficies ambientais e fomites.
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Resumo: O nucleo de cole¢des de micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz possui vasto
acervo com linhagens de bactérias, fungos e protozoarios derivados de amostras clinicas,
isolados do ambiente e outras colecGes de referéncia. Para ser devidamente incorporado ao
acervo, 0 micro-organismo € submetido a autenticacdo completa através da andlise das
caracteristicas por métodos fenotipicos classicos, analises genotipicas e de protedmica,
utilizando diferentes métodos de conservacao. Este estudo prop6s identificar e autenticar 15
linhagens de Fonsecaea sp. armazenadas no acervo do ndcleo de colegdes de micro-
organismos derivadas de amostras clinicas de pacientes acometidos por cromoblastomicose
e validar a viabilidade dos métodos de preservacdo empregados. As linhagens foram
mantidas por Método de Castellani e congelamento a -80°C em micangas por um periodo de
até 16 anos. Todas as linhagens selecionadas foram reativadas com sucesso, sem ocorréncia
de contaminacdo. Com a identificacdo polifasica, foram integrados os aspectos fenotipicos
macro e micromorfoldgicos, onde foi possivel caracterizar padrBes intraespécies de
velocidade e tamanho de crescimento das coldnias gigantes e padrbes interespécies de
conidiogénese, com métodos moleculares de PCR e sequenciamento utilizando iniciadores
ITS1 e ITS4 que possibilitaram a formacdo de regides consenso de DNA, confirmando
identificacGes presuntivas realizadas e a espécie de uma linhagem identificada como
Fonsecaea monophora.

Palavras—chave: Autenticacdo; ColecGes de micro-organismos; Fonsecaea; Congelamento;

INTRODUCAO

O ndcleo de colegdes de micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz foi fundado em
1940 e possui vasto acervo com linhagens de bactérias, fungos e protozoarios derivados de
amostras clinicas, isolados do ambiente e também de outras cole¢des de referéncia. Para ser
devidamente incorporado ao acervo, 0 micro-organismo € submetido a autenticacdo
completa através da andlise das caracteristicas fenotipicas, genotipicas, protedmicas, um
laudo é gerado e o micro-organismo é registrado com nimero de IAL (ANDRADE et al.,
2008). O acervo do nucleo de colegdes de culturas do Instituto Adolfo Lutz conta com 211
linhagens de fungos melanizados derivados de amostras clinicas de pacientes acometidos
por cromoblastomicose. Muitos desses fungos foram identificados, autenticados e
armazenados por diferentes métodos de manutencdo para serem incorporados ao acervo,
porém alguns permanecem sem identificagdo de espécie e ndo possuem numeracao de IAL.




Fungos possuem maior complexidade estrutural, morfolégica e genética em relacdo a
maioria das bactérias, e os melanizados séo especialmente complexos pela verificacdo de
pleomorfismo mesmo intraespécie, demandando analise morfoldgica criteriosa pelo analista.
(ANDRADE, 2007)

Fungos melanizados como Fonsecaea spp., Exophiala spp., Rhinocladiella spp. e
Phialophora spp. sdo alguns dos agentes etioldgicos causadores da cromoblastomicose,
infecgdo granulomatosa da pele e de evolugdo cronica, é encontrada em todo o mundo,
majoritariamente em zonas tropicais e subtropicais, sendo endémica em populacgdes rurais
de todo o pais (GOMES et al., 2016). O inoculo ocorre através de trauma transcutaneo em
espinhos, folhagens e madeira contaminada (ANDRADE et al., 2020), formando uma
pequena papula résea podendo demorar de meses a anos até o aparecimento de lesdes
granulomatosas e verificacdo de estruturas globosas melanizadas conhecidas como células
muriformes na microscopia de raspado da lesdo, que caracterizam a patologia (DE BRITO
et al., 2018). O presente estudo tem o objetivo de realizar a caracterizacdo e autenticacao
completa de 15 linhagens de Fonsecaea por métodos moleculares e validar os métodos de
conservacdo empregados no nucleo de cole¢do de micro-organismos do Instituto Adolfo
Lutz.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 15 linhagens com até 16 anos de armazenamento pelo método
de Castellani (CASTELLANI, 1963) e submetidas a analises macro e micromorfolégicas e
analises gendmicas por PCR e sequenciamento no intuito de autenticar estas linhagens. Para
reativacdo, uma porcdo de cada fungo foi repicada em tubo de &gar dextrose batata e
incubada a 28°C, durante 6 a 18 dias, verificando e registrando a cada 3 dias o
desenvolvimento das caracteristicas dos fungos e mudancas no aspecto no meio de cultura
com crescimento. Também foram selecionadas 6 linhagens de Fonsecaea spp. armazenadas
no acervo do NCMO por método de congelamento a -80°C em migangas para avaliar a
viabilidade deste método de conservagao por longos periodos (Tabela 1).

Tabela 1 — Linhagens e método empregado

1AL Lote MN;T::;?':;O Linhagem 1AL Lote M“;it:;:l:;o Linhagem
4931 18/08/08 Castellani |Fonsecaea pedrosol 5517 12/08/21 Castellani |Fonsecaea spp.
4902 18408/08 Castellani |Fonsecaea pedrosol 5518 12708721 Castellani |Fonsecaea spp.
4907 2211214 Castellani |Fonsecaea pedrosol 5519 12/08/21 Castellani |Fonsecaea spp.
4956 12008721 Castellani |Fonsecaea nubica 5520 12708721 Castellani |Fonsecaea spp.
3999 24/09/14 Castellani |Fonsecaea nubica 3993 29/07/14 Micanga |Fonsecaea pedrosol
4915 | 20001M5 Castellani |Fonsecaea pedrosol 4907 29/01115 Micanga |Fonsecaea pedrosol
4922 231214 Castellani |Fonsecaea pedrosol 3999 17/09014 Micanga |Fonsecaea nubica
5110 12108721 Castellani |Fonsecaea nubica 4915 18/02/15 Micanga |Fonsecaea pedrosol
5124 13402/09 Castellani |Fonsecaea monophora 4922 26001115 Micanga |Fonsecaea pedrosol
5404 12008721 Castellani |Fonsecaea pedrosol 5124 177014 Micanga |Fonsecaea monophora
5487 12008721 Castellani |Fonsecaea pedrosol

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: Informacdes de origem, lote, método de conservacédo, origem e temperatura de

crescimento das linhagens.
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Para anélises macro e micromorfoldgicas, foi transferida no centro de placas de agar
dextrose batata uma porcdo de cada linhagem de Fonsecaea sp. e incubadas a 28°C para
analise morfoldgica de colbnia gigante e preparada uma placa de microcultivo em agar
dextrose batata para cada linhagem, incubadas nas mesmas condi¢des supracitadas. As
laminas de microcultivo foram coradas com lactofenol azul de algod&o quando verificada a
formacéo conidiogénica.

Para a extracdo de DNA das linhagens, foram utilizados dois métodos distintos, um
automatizado e outro convencional. O método automatizado utilizou o extrator e purificador
de DNA e RNA — EXTRACTA®16 da Loccus com o protocolo MFXD-PU16, indicado
para a extracdo de fungos. Foram seguidas as instrucdes do fabricante. Para triagem do
método convencional foi utilizado Invitrogen DNA mini kit e selecionadas 2 linhagens
Fonsecaea pedrosoi (IAL 5494 e 5497) e 2 Fonsecaea spp. (IAL 5518 e 5520), de acordo
com as orientagdes do fabricante. A integridade do DNA foi analisada por eletroforese em
gel de agarose a 1%, 100V por 30 minutos.

Foram realizadas duas reagGes de PCR, uma utilizando a GoTaq® Green Master Mix
e outra utilizando a Platus Tag DNA Polimerase. Foram seguidas as orientagdes dos
fabricantes quanto as quantidades e concentracdes no preparo dos mixes. As condi¢des de
termociclagem seguiram 1 ciclo de 5 minutos a 95°C seguidos de 35 ciclos de 30 segundos
a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C e 1 ciclo de 5 minutos a 72°C. A amplificagédo
dos produtos gerados foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% a 100 V por
30 minutos.

O protocolo e os insumos do kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems™) foram utilizados no preparo das amostras para sequenciamento. A
reacdo foi realizada no sequenciador de DNA ABI Prism 3700 (Applied Biosystems). Os
dados de eletroferograma obtidos do sequenciamento foram analisados e compilados por
ferramenta digital de andlise qualitativa de eletroferograma disponibilizado pelo site da
EMBRAPA (Ibi.cenargen.embrapa.br/phph/). As sequencias de nucleotideos formados
foram comparados com linhagens de referéncia armazenadas no Genbank da ferramenta
BLAST® (NCBI). Para formatacdo das sequéncias e auxilio na comparagdo entre as
linhagens foi utilizando o software Bioedit®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As 15 linhagens selecionadas foram reativadas com sucesso, sem ocorréncia de
contaminacgdo. Apesar do método de Castellani ser considerado um método de preservacao
de médio prazo (GUIMARAES, 2011), as linhagens permaneceram viaveis mesmo com até
16 anos de armazenamento (Tabela 1).
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Figura 1 — Tempo de maturagdo x centimetros de crescimento
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: IAL 4931F. pedrosoi; IAL 4902F. pedrosoi; IAL 4907F. pedrosoi; IAL 4956F. nubica; IAL 3999F.
nubica; IAL 4915F. pedrosoi; IAL 4922F. pedrosoi; IAL 5110F. nubica; IAL 5124Fonsecaea monophora;
IAL 5494F. pedrosoi; IAL 5497F. pedrosoi; IAL 5517Fonsecaea spp.; IAL 5518Fonsecaea spp.; IAL
5519Fonsecaea spp.; IAL 5520Fonsecaea spp.

As 15 placas com colbnias gigantes foram medidas 6 vezes no decorrer de 19 dias,
para verificacdo de similaridade entre as linhagens (Figura 1). Para comparacao, 3 linhagens
(IAL 4931 e 4922 F. pedrosoi; IAL 5519 Fonsecaea spp.) formaram coldnias pequenas
(menos de 3cm), 10 linhagens (1AL 4902, 4907, 4915 e 5494 F. pedrosoi; 1AL 4956, 3999
e 5110 F. nubica; IAL 5124 F. monophora; IAL 5517 e 5518 Fonsecaea spp.) formaram
colbnias médias (entre 3cm e 5¢cm) e 2 (IAL 5520 F. monophora e 1AL 5497 F. pedrosoi)
formaram coldnias grandes (6 cm ou mais). Na analise de tamanho das colénias, 6 linhagens
(IAL 4931, 3999, 4922, 5110, 5124 e 5519) apresentaram crescimento lento (até 12 dias) e
9 linhagens (IAL 4902, 4907, 4956, 4915, 5494, 5497, 5517, 5518 e 5520) apresentaram
crescimento rapido (até 6 dias). Esses resultados corroboram com as identificacGes
presuntivas e com a literatura descrita por Larone, 2000. A anélise fenotipica indicou outras
similaridades interespécies na topografia e aspecto das linhagens. Todas as colbnias
apresentaram centro elevado, com feixes concéntricos em tons de cinza e preto, resultados
esses que corroboram com a literatura de referéncia. Entretanto, houve discrepancias entre
texturas e formatos das coldnias: 4 linhagens, entre elas F. pedrosoi (IAL 4902) e F. nubica
(IAL 4956, 3999 e 5110) apresentaram textura cotonosa, enquanto que 11 coldnias, entre
elas F. pedrosoi, F. monophora e Fonsecaea spp. (IAL 4931, 4907, 4915, 4922, 5124, 5494,
5497, 5517, 5518, 5519 e 5520) apresentaram textura velutina. O formato das col6nias de 8
linhagens (IAL 5520, 5519, 5494, 5110, 4915, 3999, 4907 e 4902) foi circular irregular,
enquanto que 7 linhagens (IAL 5518, 5517, 5497, 5124, 4922, 4956 e 4931) apresentaram
formato circular uniforme.

Os dois métodos de extragcdo de DNA utilizados geraram resultados que puderam ser
utilizados para a PCR, porém foi demonstrada maior eficiéncia do método automatizado por
resultar em concentragdes maiores (melhor extragdo) com maior intensidade de amplificagéo
na eletroforese.




O sequénciamento dos produtos formou regides consenso de DNA (contigs) com
similiradidades de até 100% quando comparadas com linhagens de referéncia presentes no
GenBank BLAST® NCBI. O sequenciamento rendeu 6 contigs das linhagens de nimero de
IAL 4902, 3999, 4915, 5494, 5497 e 5520 (Tabela 5). 10 linhagens ndo formaram regides
consenso de DNA com ambos os primers ITS1 e ITS4, porém 4 linhagens possuiram
resultados passiveis de identificagdo presuntiva com pelo menos um dos primers ITS1 ou
ITS4 quando comparados com o GenBank BLAST® NCBI (Tabela 2), porém, estes

resultados ndo podem ser depositados no GenBank tampouco servir como autenticacdo
completa.
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Tabela 2 - Resultados e similaridade com o GenBank

Similaridade
AL Resultado Contig ou FIR (%)
44902 | Fonsecaea pedrosoi Contig 899 .65%
3999| Fonsecaea nuhica Contig 99 65%
4915 |Fonsecaea pedrosoi  |[Contig 08.73%
44922 |Fonsecaea pedrosoi [ITS4 100.00%
5124 |Fonsecaea monophora | ITS4 100.00%
5404 |Fonsecaea pedrosoi  |Contig 99.13%
54497 |Fonsecaea pedrosoi |Contig 99 83%
5517 |Fonsecaea pedrosoi ITS1 100.00%
5519 | Fonsecaea pedrosoi ITS1 100.00%
5520| Fonsecaea maonaphora [Contig 100.00%

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: Resultados do sequenciamento comparados com linhagens de referéncia presentes no GenBank
Blast® NCBI

O sequenciamento das amostras corroborou com os resultados das identificacdes
presuntivas. A linhagem IAL 5520 que nédo possuia identificacdo de espécie, formou regies
consenso de DNA com 100% de similaridade com linhagens reférencia de Fonsecaea
monophora depositadas no GenBank.

Apesar das andlises morfologicas majoritariamente corroborar com a literatura de
referéncia (LARONE, 2000) foram observadas discrepancias interespécies e mesmo
intraespécies. No método de identificacdo polifasica, essas caracteristicas sao integradas a
anélise molecular para identificar, caracterizar e expor essas discrepancias a fim de
relacionar diferentes espécies do género Fonsecaea.

CONCLUSOES

A autenticagdo completa de 6 linhagens foi concluida por identificacdo polifasica. O
método classico de identificacdo para fungos melanizados consiste nas analises macro e
microscopica, as quais podem levar a erros de anélise se baseadas apenas nas morfologias,
principalmente interespécies.

O conjunto das analises macro e microscopicas unidas as analises gendmicas
garantiram a autenticacdo completa das espécies de Fonsecaea sp. pela verificacdo das
caracteristicas esperadas com a similaridade com outras linhagens de referéncia de
Fonsecaea spp.

O presente estudo possibilitou a identificacdo da espécie da linhagem IAL 5520
(antes Fonsecaea spp.) como Fonsecaea monophora. As informacgdes dos resultados de

100



See
[ s
-t
sequenciamento obtidos foram registradas e permitem que sejam depositadas em bancos
geneticos, para serem utilizadas como referéncia pela comunidade cientifica.

Andlises das linhagens IAL 5517 e 5519 forneceram resultados passiveis de
identificacdo presuntiva que podem ser utilizadas para elaboracédo de novos estudos.
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Resumo: As infecgdes parasitarias representam uma questdo de extrema relevancia em
Saude Publica, dado seu potencial para causar sérios danos tanto as populacdes humanas
quanto aos animais. Nos Gltimos anos temos testemunhado uma crescente compreensédo da
importancia das vesiculas extracelulares (EVs), que sao nanoestruturas com diametros que
variam de 10 a 1000 nandmetros e sdo liberadas por todas as células eucaridticas e
procaridticas. Desempenham multiplas funcdes celulares essenciais, tais como, transporte
de proteinas e acidos nucleicos, além de facilitar a comunicacao intercelular. Nas dltimas
décadas varios estudos tém mostrado a importancia das EVs, principalmente na participacao
das infecgBes. Diante desse cendrio, o presente estudo realizou uma anélise retrospectiva
utilizando revisdes cientificas pertinentes a esse tema, visando ampliar a compreensao sobre
a participacao das EVs na relacdo parasita-hospeiro. Esta analise concluiu que o estudo das
EVs de parasitas unicelulares abre novas perspectivas para a pesquisa, proporcionando uma
compreensdo mais profunda da biologia parasitaria e das EVS. Isso cria oportunidades para
diagnosticos e terapias inovadoras.

Palavras—chave: Comunicacdo Celular; Exossomos; Infec¢Ges Parasitérias; Parasitas;
Vesiculas Extracelulares.

INTRODUCAO

A comunicagéo entre celulas é crucial para a homeostase de seres multicelulares,
ocorrendo através de contatos diretos ou transferéncia de moléculas. Foi identificado um
terceiro mecanismo de comunicacdo celular: a transferéncia intracelular de vesiculas
extracelulares (EVs) (GURUNG et al., 2021). No ambiente extracelular, diversas vesiculas
sdo liberadas, originadas de compartimentos endossomais e da membrana plasmaética,
conhecidas como exossomos e microvesiculas, respectivamente (GURUNG et al., 2021).

Enquanto a liberagdo de corpos apoptoticos durante o processo de apoptose é um
fendmeno conhecido ha algum tempo, a liberacdo de outros tipos de EVs pelas células
saudaveis representa uma descoberta recente. As EVs sdo nanoparticulas com bicamada
lipidica, secretadas por quase todos os tipos celulares em diversos organismos (GURUNG
etal., 2021).

Elas se dividem em trés grupos: exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos
(GURUNG et al., 2021). Devido ao seu papel crucial na comunicacdo intracelular e na
modulacdo da resposta imunoldgica em parasitas unicelulares, as EVs sdo essenciais para a
patogenicidade, adaptacdo ao ambiente e sobrevivéncia desses organismos. Pesquisar as EVs
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em parasitas unicelulares é fundamental para entender suas estratégias adaptativas e
desenvolver novas abordagens diagnosticas e terapéuticas para doencas parasitarias.

esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

MATERIAL E METODOS

Este estudo refere-se a uma revisdo de literatura cientifica de artigos em que 0s
autores desenvolveram estudos sobre as EVs. Os resumos cientificos foram pesquisados na
internet nos sites de base de dados eletrénicos como SciELO, Google académico, PubMed e
Lilacs. As buscas foram realizadas através das palavras chaves no idioma inglés e publicadas
em torno de 2010 até 2023. Os termos mais pesquisados foram “extracelular vesicles”,

“exosomes”, “parasite extracelular vesicles” “microvesicles” e “miCroRNASs .

PN

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vesiculas extracelulares

Essas vesiculas desempenham um papel fundamental na comunicacao entre células,
facilitando a interacdo intercelular. Pesquisas recentes mostraram que as EVs sdo essenciais
em varios processos biologicos. Ao mesmo tempo, influenciam nas respostas imunologicas,
desempenhando um papel crucial na interacdo parasita-hospedeiro (AKERS et al., 2013).

Exossomos

A formacdo dos exossomos comeca no interior da célula, onde vesiculas intraluimais
sdo formadas em compartimentos endossémicos, as vesiculas intracelulares se fundem para
formar corpos multivesiculares (MVBs) dentro de endossomo, os MVBs passam por um
processo de maturacao, esse processo esta associado a formacdo de vesiculas intraluminais.
Os MVBs se movem em direcdo & membrana plasmatica e fundem-se com ela, liberando as
vesiculas no ambiente extracelular. Conhecidas entdo como exossomos, essas vesiculas séo
liberadasmedindo cerca de 40-100 nm (Kalluri & Lebleu, 2020). Estudos mostraram que 0S
exossomos sdo secretados em fluidos corporais, como sangue, urina, sémen, liquido
cefalorraquidiano, liquido amniético, liquido sinovial e leite materno (KALLURI; LEBLEU,
2020).

Microvesiculas

Microvesiculas (MV) sdo EVs formadas por brotamento ou fissdo da membrana
plasmatica de células ativadas por diferentes estimulos. O aumento nos niveis intracelulares
de Ca2+ € crucial para determinar a composicao dessas vesiculas, permitindo a incorporacao
seletiva de proteinas, acidos nucléicos e lipideos. Isso confere uma heterogeneidade maior
as MV em comparagdo com o0s exossomos. Com tamanhos variando de 50 nm a 1.000 nm
de diametro, as MV séao encontradas em tecidos e em diversos fluidos corporais, tornando-
se essenciais em organismos multicelulares (VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).

A composicdo das MVs varia conforme a origem celular e o estimulo que as formou.
Podem conter diferentes proporcdes de fosfolipidios, lipidios bioativos, RNAs como RNA
mensageiro (MRNA) e microRNA (miRNA), enzimas, e proteinas do citoplasma celular.
Citocinas e receptores especificos da célula de origem também sdo comuns nas MVs,
tornando-as estruturas complexas e funcionalmente diversas (DOYLE; WANG, 2019).
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Corpos apoptéticos

O processo de apoptose € algo natural e regulado para a morte celular programada
em organismos multicelulares. Desempenham um papel fundamental para o equilibrio
homeostatico, assegurando a proporcao adequada entre a formacao celular e a eliminagéo de
células. Este processo ndo causa reacdes inflamatorias ou danos nos tecidos circundantes
(AKERS et al., 2013).

Em seus estagios finais, as células liberam as vesiculas extracelulares apoptoticas
pela membrana (ApoEVs) (SANTAVANOND et al.,, 2021). Os corpos apoptdticos
(ApoBDs), sdo um subconjunto importante de ApoEVs, formados a partir de um processo
conhecido pela desmontagem de células apoptoticas, o qual se caracteriza por uma série de
etapas morfoldgicas rigorosamente reguladas. Estas incluem a formacdo de bolhas na
membrana plasmatica, protrusdes na membrana apoptoéticas e, finalmente, a fragmentacéo
em ApoBDs (SANTAVANOND et al., 2021).

Funcdes das Vesiculas Extracelulares em Parasitas Unicelulares

Estudos revelaram que as EVs liberadas por parasitas desempenham um papel crucial
em hospedeiros infectados. Transportam antigenos especificos como proteinas
excretadas/secretadas, intimamente relacionadas a fatores de viruléncia como toxinas,
proteases e adesinas. As EVs liberadas pelos parasitas ativam do sistema imunoldgico do
hospedeiro, especialmente induzindo respostas pro-inflamatérias e facilitando a
disseminacéo do parasita (SHARMA et al., 2023).

Em infeccBes parasitarias, ha trés tipos distintos de liberacdo de EVs: 1) vesiculas
extracelulares liberadas exclusivamente pelos parasitas, contendo moléculas biologicamente
ativas; 2) EVs originadas das células do hospedeiro, estimuladas pelas EVs do parasita,
desencadeando uma resposta especifica; 3) EVs provenientes das proprias células infectadas
do hospedeiro, transportando informacdes moleculares vitais e desempenhando um papel
crucial no processo infeccioso (SHARMA et al., 2023). A descoberta de que as EVs podem
mediar a comunicacao intercelular, através da entrega de materiais genéticos de uma célula
para outra, tem impulsionado o interesse de mais estudos das EVss para possiveis
biomarcadores de doencas (MARCILLA et al., 2014).

EVs de Toxoplasma gondii

Para identificar e isolar as EVs liberadas por T. gondii, sdo empregados métodos
especificos para analises. A microscopia eletronica é frequentemente usada para confirmar
a presenca das EVs, possibilitando uma visualizacdo detalhada de suas estruturas (SILVA et
al., 2018). Outro método comum é a Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas,
fundamental para determinar o tamanho e a quantidade de particulas com base no movimento
browniano (SILVA et al., 2018). Além disso, a gPCR é uma técnica valiosa adotada para
avaliar os niveis de expressao génica. Esses métodos combinados oferecem uma abordagem
completa para investigar as EVs liberadas pelo parasita, permitindo uma compreensdo mais
aprofundada de seu papel bioldgico (SILVA et al., 2018).

Quiarim et al., (2021) observaram que taquizoitos extracelulares tém a capacidade de
liberar EVs pela membrana plasmatica, pelo anel apical e pelo poro posterior. A populacdo
de EVs identificada apresentava tamanhos distintos, variando de 50 a 200 nm, sugerindo a
presenca de exossomos e microvesiculas.
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Estudos revelam que as EVs de T. gondii podem modular a ativacdo da imunidade
protetora, tanto in vitro quanto in vivo. As EVs provenientes de cultura de células dendriticas
infectadas demonstraram propriedades antigénicas e adjuvantes, podendo oferecer protecdo
contra T. gondii em modelos de camundongos (BEAUVILLAIN et al., 2007). Além disso, a
imunizacdo de camundongos AS/n e BALB/c com os exossomos de T. gondii aumentou
significativamente o tempo de sobrevida, estimulando resposta tanto humoral quanto celular.
Isso sugere que 0s ex0ssomos possam ser considerados como potenciais candidatos a vacinas
ou agentes terapéuticos contra a toxoplasmose (LI et al., 2018; MAIA et al., 2021).
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EVs de Trypanosoma cruzi

Existem diversos métodos de isolamento de EVs utilizados em diferentes modelos
experimentais, porém, é preciso ter uma avaliagdo criteriosa dos fatores pré-analiticos, bem
como uma padronizacdo e caracterizacdo minuciosa das EVs obtidas para assegurar sua
qualidade ideal. Os métodos de isolamento mais eficazes e amplamente utilizados em
pesquisas envolvendo T. cruzi incluem a centrifugacéo diferencial, o gradiente de densidade
e a filtracdo (ROSSI; GAVINHO; RAMIREZ, 2019).

As EVs de epimastigotas de T. cruzi foram minuciosamente caracterizadas,
revelando duas populagdes distintas em termos de tamanho. A andlise protebmica dessas
vesiculas revelou a presenca de proteinas relacionadas ao metabolismo, interacdes parasita-
hospedeiro, sinalizacdo celular, ligacdo de acidos nucleicos e fatores de viruléncia
(PARANAIBA et al., 2019).

EVs de Leishmania spp

As EVs desempenham um papel essencial no ciclo de infeccdo por Leishmania spp,
tanto nos estagios de promastigota quanto de amastigota. Os promastigotas secretam EVs no
intestino médio do flebotomineo, que sdo inoculadas com os parasitas quando o inseto pica
um hospedeiro (ATAYDE et al., 2015). Estudos mostraram que a co-inoculagdo das EVs
com os parasitas facilita a infec¢do. Além disso, macrofagos infectados com amastigotas
também produzem EVs, as quais modulam as respostas imunes no hospedeiro. Esses
processos destacam a importancia fundamental das EVs na dindmica da infec¢do por
Leishmania (SHARMA et al., 2023).

As EVs transportam diversos fatores de viruléncia, fatores de transcricéo e proteinas
codificadas por genes de resisténcia a medicamentos. Em parasitas resistentes a
medicamentos, as EVs secretadas contém regides genébmicas com genes de resisténcia a
medicamentos (DOUANNE et al., 2020). As EVs, ainda, podem transferir esses genes para
parasitas em outras areas, aumentando sua sobrevivéncia. Esse processo destaca a
importancia vital das EVs no transporte e disseminacdo de resisténcia a medicamentos em
Leishmania (DOUANNE et al., 2020).

Relagdo microRNAs, vesiculas extracelulares e interacdo patégeno-hospedeiro

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de 17 a 25 nucleotideos, sendo classificadas
como RNAs nédo codificantes, desempenhando um papel crucial para a manutencdo do
genoma e na regulacéo da expressdo génica no nivel do RNA mensageiro (MRNA) (JORGE
et al, 2021). Devido a sua grande importancia como reguladores de expressdo génica, 0s
miRNAs tém servido de grande material para a pesquisa, existe uma grande suspeita de que
estejam envolvidos em grandes processos bioldgicos, além de serem associados a condi¢des
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fisiologicas e patoldgicas especificas, tornando-as grandes potenciais biomarcadores para
uma variedade de doencas (JORGE et al, 2021).

A analise do perfil de expressdo de miRNAs ndo apenas auxilia no reconhecimento
e diagndstico preciso de doencas, mas também permite 0 monitoramento das respostas
terapéuticas e a determinacdo do progndstico do paciente, esta abordagem ndo apenas
melhora a eficécia do tratamento, mas também auxilia em tomada de decisdes sobre opcoes
terapéuticas mais adequadas para cada paciente (JORGE et al, 2021).

Os miRNAs podem ser carregados em microvesiculas durante sua biogénese, e
existem mecanismos especificos para a selecdo de miRNAs em exossomos e microvesiculas.
Um desses mecanismos sdo pelas células doadoras, que podem ser internalizadas pelas
celulas receptoras, levando a transferéncia de miRNAs (VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018). Os miRNAs transferidos podem regular a expressao génica nas células
receptoras, direcionando mMRNAs especificos e influenciando varios processos celulares, a
transferéncia de miRNAs mediada por microvesiculas pode modular processos celulares,
incluindo proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e respostas imunologicas (VAN NIEL;
D’ANGELO; RAPOSO, 2018). O empacotamento de miRNAs especificos em
microvesiculas é um processo regulado, e fatores celulares e ambientais podem influenciar
a composicdo de miRNAs em microvesiculas extracelulares (VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018).

Em infeccBes parasitarias existem estudos que mostram que 0s parasitas regulam a
expressao génica das células do hospedeiro, podendo modificar a expressdo de diferentes
miRNAs nas células, seja como resposta as estratégias do parasita ou como reacao aos
mecanismos de defesa do hospedeiro (DEOLINDO; EVANS-OSSES; RAMIREZ, 2013).
Este processo tem como objetivo, aprimorar a capacidade do parasita de infectar e se
reproduzir nas células-alvo, que podem incluir as células epiteliais, hepatdcitos, hemacias e,
em alguns casos, células do sistema imune, como macrofagos e células dendriticas. Os
parasitas alcangam isso inibindo respostas imunoldgicas relacionadas a apoptose e a
producdo de citocinas, aumentando assim sua habilidade de se proliferar dentro do
hospedeiro (DEOLINDO; EVANS-OSSES; RAMIREZ, 2013).
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CONCLUSOES

O estudo das EVs em parasitas unicelulares revela um mundo desconhecido e repleto
de descobertas para a comunicacao celular. Essas estruturas membranosas desempenham
papéis cruciais na patogenicidade e sobrevivéncia desses organismos. Ao transportar
proteinas e acidos nucleicos, as EVs sdo ferramentas multifuncionais que manipulam o
ambiente parasitario e a resposta imune do hospedeiro.

O estudo das EVs de parasitas unicelulares abre novas perspectivas para a pesquisa,
proporcionando uma compreensdo mais profunda da biologia parasitaria e das EVs. 1sso cria
oportunidades para diagnosticos e terapias inovadoras.

Conclui-se que esse estudo ndo apenas aprofunda nossa compreensdo da interagao
parasita-hospedeiro, mas também impulsiona avancos significativos na medicina e na saide
global.
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Resumo: A pandemia de COVID-19 teve impactos nos servicos de salde em geral,
incluindo os Servigos de Atendimento Especializado (SAE), responsaveis pela coleta de
sangue para realizacdo do exame de Carga Viral do HIV-1 (CV-HIV). Este estudo teve como
objetivo analisar o impacto da pandemia de COVID-19 nos exames de CV-HIV no Estado
de S&o Paulo. Os dados de CV-HIV foram obtidos do Sistema de Controle de Exames
Laboratoriais (SISCEL) da Rede Nacional de Contagem de Linfécitos CD4+/CD8+ e Carga
Viral, durante o periodo de janeiro de 2018 a junho de 2023. Foram selecionados dados de
CV de pacientes que estavam que estavam em uso de tratamento antirretroviral e que
pertenciam aos SAEs selecionados para o estudo. As comparacdes feitas entre os periodos
pré, durante e pds a pandemia COVID-19 foram relacionadas a quantidade de entrada de
exames, porcentagem de supressdo viral, e variagdes na porcentagem da supressao viral
decorrentes das trocas de equipamentos que ocorreram durante o periodo analisado. Na
quantidade de exames encaminhados para testagem nos meses de mar¢o e maio comparado
aos dois anos anteriores (2018 e 2019), observou-se uma reducao de 63%, sendo observado
0 mesmo padrdo nos meses seguintes. Os dados obtidos mostraram varia¢fes de supressao
viral entre os periodos, entretanto a porcentagem da supressdo aumenta de 86,11% no
periodo pré-pandemia para 88,49% no periodo da pandemia. A comparacao de equipamentos
foi feita através de exames realizados em 2022 com um grupo de pacientes que realizou dois
exames durante este ano em equipamentos cujo limite de quantificacdo diferiam,
influenciando na categorizacao desses pacientes como suprimidos ou ndo. Com isso conclui-
se que mesmo com a interferéncia da pandemia nos servicgos de salde, as medidas adotadas
pela Secretaria da Salde viabilizaram a estabilidade da carga viral da populagdo, mesmo que
as consultas e exames nao fossem téo regulares.

Palavras—chave: CV-HIV; COVID-19; Saude-Publica; Epidemiologia-HIV

INTRODUCAO

O HIV desde seu surgimento com o despontamento de uma grande pandemia, até os
dias de atuais onde milhares de pessoas vivem com o virus, mostra-se com grande impacto
epidemioldgico. Os sistemas de salde publicos tratam com grande seriedade o controle da
infeccdo pelo HIV. (Greco, 2008) No Brasil o Sistema Unico de Satde (SUS) conta com
uma abordagem ampla e completa para tratar das consequéncias do HIV, assim como sua
prevencdo. (MINISTERIO DA SAUDE. PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES
TERAPEUTICAS PARA MANEJO DA INFECCAO PELO HIV EM ADULTOS, 2018)
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A pandemia do COVID-19 marcou 0 mundo e o Brasil por se tratar de um virus com
alta transmissibilidade, os sintomas da infecgdo como a dispneia, muitas vezes necessitavam
de internacdo e/ou cuidados hospitalares o que rapidamente ocasionou na sobrecarga do
sistema nacional de salde. Na tentativa de controle de danos as medidas tomadas pelo
governo federal em vigéncia foi implantacdo da quarentena e do distanciamento social.
(AQUINO ET AL. 2020)

O monitoramento de pessoas vivendo com HIV (PVHIV) consiste no
acompanhamento clinico regular e continuo do paciente ja vinculado ao Servico de Saude,
garantindo que ele compareca as consultas, faca exames regularmente e dé seguimento ao
seu tratamento. (Brasil, 2018) O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para
manejo da infeccdo pelo HIV em Adultos orienta que a solicitacdo de exames de CV-HIV-
1 para monitoramento laboratorial em PVHIV em seguimento clinico deve ser realizado a
cada 6 meses para confirmagdo da continuidade da supressdo viral, com excecdes para
realizacdo de mais exames nos casos de inicio ou modificacdo de TARV ou confirmacao de
falha viroldgica. (Brasil, 2018).

Este é um trabalho descritivo que visa avaliar os impactos da Pandemia do COVID-
19 na realizacdo de exames de Carga Viral HIV (CV-HIV), através da comparacdo entre 0s
periodos pré-pandémico (janeiro de 2018 - 2019), pandémico (2020 - 2021) e, pos
pandémico (2022 — junho 2023).
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MATERIAL E METODOS

Para analise foram selecionados resultados de carga viral e dados clinicos de
pacientes acompanhados em trés Servicos de Atencdo Especializada (SAE), cujas amostras
foram encaminhadas para o Laboratdrio de Carga Viral do Centro de Virologia do Instituto
Adolfo Lutz (IAL), no periodo de janeiro de 2018 a junho de 2023, foram obtidos do Sistema
de Controle de Exames Laboratoriais (SISCEL) do Ministério da Saude. Dados pessoais dos
pacientes ndo foram utilizados para garantir o anonimato.

Foram selecionados resultados de trés SAEs da regido metropolitana de Sdo Paulo,
com maior volume de amostras encaminhadas para testagem no IAL, representando juntos
1/3 do total de exames realizados no periodo analisado, essa abordagem foi adotada para
manter a homogeneidade dos pacientes envolvidos nesta anélise. Foi critério de incluséo na
analise dados os quais 0 motivo de entrada declarado no laudo médico para emissdo do BPA-
I como “Monitoramento de pessoas que estdo em tratamento antirretroviral”. Outros
motivos de entrada declarados foram critérios de excluséo da anélise.

A quantificagdo da carga viral de HIV-1 realizada no Instituto Adolfo Lutz ao longo
do periodo analisado foi determinada utilizando a técnica de Transcri¢cdo Reversa em Reacao
em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (RT- gPCR). Considerou-se critério
de supressao viral a definicdo do PCDT (2018), de resultados “ndo detectado” ou “abaixo
do limite de deteccdo”. Contudo, ¢ importante destacar que ocorreram mudangas nos
equipamentos de RT-gPCR, utilizados ao longo do tempo, cujo as principais mudancas séo
os limites de quantificacdo e deteccdo, o que pode resultar em algumas variacbes nos
resultados da analise, descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — EspecificacGes dos equipamentos utilizados na rotina durante o periodo de

2018 a 2023.
Abbot Real Time HIV-1 -
(M2000) Abbot Alinity m HIV-1 Roche Cobas 5800
Limite de Quantificacdo 40 copias/mL 20 copias/mL 20 copias/mL
Limite de Detec¢do 25 copias/mL 13,8 copias/mL 13,2 copias/mL

111



o

Margo/2022 — Mar¢o/2023  Abril/2023 — Junho/2023

esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Periodo utilizado dentro do intervalo da Janeiro/2018 —
pesquisa Fevereiro/2022

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A compilacéo dos dados foi feita utilizando o programa Microsoft Excel 2016 e, 0s
agrupamentos para andlise de carga viral, idade, género e quantidade de exames realizados
durante o periodo foi realizado utilizando programa Stata 14. Para analise descritiva, foi
empregado o Stata 14, enquanto a criacao dos graficos foi realizada no Microsoft Excel 2016.
Valores expressos em mediana foram acrescidos de interquartil (25th-75th) e os expressos
em média acrescidos de desvio padrdo (DP). A Figura 1 apresenta o fluxograma deste
trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionadas para avaliacdo 20.835 resultados laboratoriais de quantificagéo
de Carga Viral do HIV-1 que entraram para monitoramento por estarem em uso de
tratamento antirretroviral, no periodo de janeiro de 2018 a junho de 2023. As informacdes
demogréficas e laboratoriais dessa populacdo estdo descritas na Tabela 2 abaixo de acordo
com o periodo observado.

Tabela 2 — Caracteristicas demogréficas e clinicas da populacdo geral em TARV.

Variaveis Total de amostras 2018-2019 2020-2021 2022 — Jun/2023
No. (%) 20835 7076 6775 6984
Sexo Feminino 6557 (31,5) 2367 (33,5) 2139 (31,6) 2051 (29,4)
Sexo Masculino 14273 (68,5) 4709 (66,6) 4636 (68,4) 4928 (70,6)
Sexo Ignorado 5(0,02) 0 0 5(0,07)
Idade (Mediana, IQR) 42 (32-52) 42 (33-52) 42 (32-52) 42 (32 -53)
Supressao viral (%) 85,0 86,1 88,5 80,5

Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados obtidos na plataforma SISCEL (2023)

A partir dos dados analisados, comparando os anos de 2018 e 2019 foi observado um
crescimento de 18,3% na quantidade de exames de CV-HIV realizados no IAL, dados estes
podem ser comparados e retificados com base nos registros obtidos no Estado de S&o Paulo
no mesmo periodo que mostra uma crescente de 5,6% na quantidade de pessoas em TARV
que realizam exame de CV-HIV anualmente. (DVIAHV...) Avaliando a distribuicdo na
quantidade de exames encaminhados ao Laboratério de Carga viral do IAL no periodo pré-
pandemia, foi observado um desvio padrdo relativo (DPR) entre os meses 2018 de 13,4% e
entre os meses de 2019 de 15,2%. Essa informagé&o evidencia que, embora tenha um aumento
na quantidade de exames no ano de 2019 esses exames se distribuiram mais irregularmente
durante o ano. Comparando 0s meses com maior variacdo percentual entre os dois anos
definidos como pré-pandémicos destaca-se os meses de abril (32%), julho (33%) e setembro
(52%), sendo essas porcentagens relativas ao aumento na entrada de exames em 2019 em
relacdo a 2018.

No periodo de 2009 a 2022, 0 ano de 2020, marcado pela pandemia de COVID-19,
€ 0 unico em que houve um declinio no nimero de exames de carga viral do HIV realizados
anualmente no Estado de S&o Paulo em comparacdo com o ano imediatamente anterior, de
acordo com os dados expressos pela plataforma de acompanhamento de indicadores clinicos.
(DVIAHV...) Foi observado em diversos paises impactos significativos nos servigos
direcionados a cuidados de PVHIV, na Africa do Sul estima-se uma queda de 10% na
realizacdo de testes de CV-HIV, e no Brasil como um todo também houve uma diminuicéo
na realizacéo destes exames (PEOPLE..., 2020; DOMINGUEZ, 2021)

112



esPEclALizacAo

A& o=
VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA l',b.

No periodo analisado com pandémico (2020 e 2021) a distribui¢do na quantidade de
exames encaminhados ao Laboratdrio de Carga viral do IAL mostra um DPR entre 0s meses
de 2020 de 36,2% e entre os de 2021 de 16,9%. Isso mostra uma irregularidade muito maior
na entrada de exames durante o ano de 2020 e ligeiramente maior durante o0 ano de 2021
quando comparadas com o0s anos pré-pandémicos. Em rela¢éo a 2019 o ano de 2020 mostra
uma queda de 34,8% na quantidade de exames realizados. Comparando 0s meses com maior
variagdo percentual entre os dois anos definidos como pandémicos destaca-se 0s meses de
marco (162%), abril (938%) e maio (93%), sendo estes percentuais de aumento na
quantidade exames realizados no ano de 2021 em relagdo a 2020

Avaliando a distribuicdo na quantidade de exames encaminhados ao Laboratdrio de
Carga viral do IAL no periodo pds-pandemia, foi observado um desvio padréo relativo
(DPR) entre os meses 2022 de 12,7% e entre os meses de 2023 de 6,1%. Através dessas
informacdes sobre a dispersdo na quantidade de exames é possivel ver uma aproximacao dos
resultados observados no periodo pré-pandémicos, alem de um distanciamento positivo das
altas dispersdes observadas no periodo pandémico. Comparando 0s meses com maior
variacao percentual entre os dois anos definidos como pds-pandémicos destaca-se 0s meses
de janeiro (70%), abril (19%) e junho (16%), sendo essas porcentagens relativas ao aumento
na entrada de exames em 2023 em relacao a 2022.

De acordo com os decretos governamentais do Estado de Sao Paulo, considera-se
pandémico o periodo que compreende mar¢o de 2020 a margo de 2022 entretanto a divisao
em periodos foi feita de acordo com 0s anos mais afetados pela pandemia de COVID-19,
sendo esses anos o0s anos de 2020 e 2021 pois durante esses anos estiveram em vigor as
medidas mais restritivas de isolamento e distanciamento social, e embora a declaracdo do
fim da pandemia tenha se dado apenas em marco de 2022, no inicio deste ano ja estavam
suspensas muitas das medidas de isolamento e distanciamento ja estavam em fases de
flexibilizacdo ou suspensas, retornando a normalidade a circulacdo de pessoas através das
medidas estabelecidas pelo Plano S&o Paulo. (QUARENTENA [...]; SAO PAULO, 2020a;
SAO PAULO, 2021a).

Destaca-se que durante a pandemia de COVID-19, especialmente nos meses de
marco a junho de 2020 e durante um intervalo similar em 2021 estiveram em vigor medidas
mais restritivas e rigorosas de isolamento social. (SAO PAULO, 2020b; SAO PAULO,
2021b; SAO PAULO, 2021c) Durante esses meses foram registradas altas taxas de
incidéncia, morbidade e mortalidade relacionadas ao COVID-19, sendo em 2020 devido ao
inicio da pandemia e em 2021 devido ao surgimento das variantes. (BARCELLQOS;
XAVIER, 2022).

Foi notada uma reducdo no nimero de exames realizados, principalmente durante os
meses de abril e maio de 2020. Entretanto, em junho de 2020, observa-se um aumento dos
nameros superior ao nivel pré-pandémico. Em contrapartida, no ano de 2021, ndo se nota
uma reducdo significativa na quantidade de exames em comparagao com 0s periodos antes
e depois da pandemia.

Uma das questdes levantadas acerca dos impactos da pandemia neste setor é a
possibilidade de diminuicdo taxa de supressao viral da populacdo. (90-90-90: ..., 2020) Para
um servi¢o publico de satde o principal objetivo em relagdo ao HIV € o diagnostico precoce
e 0 tratamento, uma vez que um paciente com o tratamento adequado o paciente quase
sempre tera a carga viral suprimida, e, portanto, ndo sera transmissor do virus. (90-90-90- ...
2017)

Para monitorar a eficacia do antirretroviral, sdo realizados exames para quantificacéo
de carga viral, o recomendado € a realizacdo desse exame a cada 6 meses. Estima-se que
pacientes em TARV devem estar com a carga viral em uma das condigdes indetectaveis ou
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residuais em um periodo de 6 meses apGs o inicio do tratamento. (MINISTERIO DA
SAUDE. PROTOCOLO CLINICO EDIRETRIZES TERAPEUTICAS PARA MANEJO
DA INFECC;AO PELO HIV EM ADULTOS, 2018)

A OMS apresentou a meta 90-90-90, em 2020, com intuito de eliminar a infeccdo
por HIV-1 até 2030. Esta meta objetiva diagnosticar 90% das pessoas potencialmente
infectadas, tratar 90% das pessoas diagnosticadas e obter supressdo viral em 90% das
pessoas tratadas, ou seja, com CV-HIV indetectavel. Uma das questdes levantadas acerca
dos impactos da pandemia neste setor é a possibilidade de diminuicdo taxa de supresséo viral
da populagdo. (90-90-90: ..., 2020) Para um servico publico de saude o principal objetivo
em relacdo ao HIV é o diagnostico precoce e o tratamento, uma vez que um paciente com o
tratamento adequado o paciente quase sempre estard em supressao viral, e, portanto, ndo sera
transmissor do virus. (90-90-90- ... 2017) Estima-se que pacientes em TARV devem estar
com a carga viral em condicdes indetectdveis ou residuais em um
periodo de 6 meses ap6s o inicio do tratamento. (MINISTERIO DA SAUDE. PROTOCOL
O CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS PARA MANEJO DA INFECQAO PELO
HIV EM ADULTOS, 2018)

Em geral 85% dos dados avaliados estdo dentro das condi¢des de supressdo (“nao
detectado” ou “abaixo do limite de quantifica¢ao” do equipamento) no periodo pré pandemia
a supressao registrada é de 86,1%, e j& no periodo da pandemia essa porcentagem registra
um aumento para 88,5%.

Equiparando dados de 2019 e 2020 nota-se também a manutencéo de altos niveis de
supressdo viral sendo neste estudo de 92% em 2019 e 93% em 2020. (MATSUDA et al.,
2022). Dados do Estado de S&o Paulo e do Brasil seguem este mesmo padréo de ligeiro
aumento da supressao viral ao longo dos anos de 2018 a 2021. (DVIAHV...) Isso pode ser
justificado porque, apesar das medidas de restri¢do, de distanciamento fisico e circulacao
das pessoas, 0 Estado ampliou a dispensa de medicamentos antirretrovirais de forma a nao
prejudicar o tratamento dos individuos HIV-1 soropositivos (BRASIL, Ministério da Saude,
2020). No entanto, no periodo pés-pandemia, notou-se uma diminui¢do no nimero de casos
de supressao viral, passando a ser de 80,5% no periodo entre 2022 e junho de 2023 contra
86,1% observado no periodo pré-pandémico.

No periodo p6s-pandémico foi notada uma diminui¢@o de resultados “néo detectado”
e aumento de resultados “<Lim.” uma vez que esses resultados foram obtidos através de
exames realizados em equipamentos mais sensiveis cujo o limite de quantificacdo é de 20
cépias/mL, e no equipamento utilizado anteriormente o limite era 40 cépias/mL, fazendo
com que uma parte dos pacientes que antes eram considerados “nao detectado” fossem
detectados pelo novo equipamento, ocasionando no fendémeno mencionado. Além disso 0s
novos equipamentos capturam a faixa entre 20 e 39 copias/mL que eram “perdidas” ou
classificadas com “<Lim.” pelo equipamento anterior. Se em todo periodo pos pandémico
fosse considerada supresséao viral também a faixa entre 20 e 39 copias/mL a supressao seria
de 86,9% no periodo p6s pandémico. Isto implica que embora exista uma reducdo, na
porcentagem de supressdo, esta reducdo ndo implica numa mudanca no estado clinico da
populacdo e ndo é decorrente de um déficit no servigo, e sim oriunda da definicdo de
supressdo adotada pelo Ministério da Saude.

Considerando os resultados dessa mudanca de equipamento, os dados de carga viral
de 584 pacientes que realizaram o exame duas vezes no ano de 2022, sendo o primeiro exame
no sistema M2000 e o segundo no sistema Alinity e sendo a carga viral destes dentro da
faixa de ndo detectados, abaixo do limite de quantificacdo ou quantificados entre 20 e 39
copias/mL, estes foram analisados e comparados em niveis quantificacdo de carga viral, 0s
resultados obtidos estdo expostos na tabela 3.

114



o

esPEclALizacAo

VIGILANCIA LABORATORIAL EM SAUDE PUBLICA

Tabela 3 — Classificacdo de carga viral dos pacientes com andlises realizadas em diferentes

sistemas.
M2000 Alinity
Né&o detectado 491 (74,9%) 353 (53,2%)
< 20 copias/mL (Lim. Alinity) - 202 (33,6%)
20 - 39 copias/mL (<40 Lim. M2000) 93 (16,0%) 29 (5,0%)

Fonte: Elaborado pela Autora (2023).

Observou-se que as principais mudancas que ocorrem ap0s a troca do M2000 para o
Alinity ¢ aredu¢ao da faixa “ndo detectado” e a do que era considerado “< Lim. (40 copias)”
para 0 M2000. Nos dados do Alinity é possivel visualizar que a quantidade de amostras “nao
detectado” diminui em 28,1%, e essas amostras passam serem classificadas como “< Lim.
20 copias”, 0 mesmo ocorre com a o intervalo de “< Lim. (40 cépias/mL)” que também ¢
estreitada apds a troca de equipamento e esses também passam a se enquadrar na faixa de “<
Lim. (20 cdpias)”. Essas informagdes indicam que parte das amostras que possuiam uma
carga viral abaixo de 20 copias/mL o equipamento M2000 reconhecia como “Nao detectado”
e em equipamentos mais sensiveis como é o caso do Alinity passam a ser classificadas como
“< Lim. (20 copias/mL)” ou sdo quantificadas no intervalo de 20 a 39 copias/mL.

O uso de equipamentos mais sensiveis, capazes de detectar baixas concentracdes de
RNA viral sdo melhores para 0 acompanhamento clinico de pessoas pois além de possibilitar
a deteccdo precoce de infeccdes, tornando o inicio do tratamento o mais rapido possibilita
também a detecgdo precoce de possiveis resisténcias ao TARV e 0 monitoramento preciso
do tratamento e consequente melhor gestdo da carga viral indetectavel, que esta relacionada
a transmissibilidade do virus. (FISCHER et al., 1999; SITNIK; REBELLO PINHO, 1998)

CONCLUSOES

Diante do exposto, a presente pesquisa revela importantes insights sobre o impacto
da pandemia de COVID-19 nas préaticas laboratoriais relacionadas a exames, especialmente
no contexto de testes para a deteccdo de CV-HIV. Ficou evidenciado que as medidas de
contengdo adotadas durante a pandemia resultaram em uma significativa reducdao no nimero
de exames realizados, refletindo as restricdes impostas pela situagdo emergencial.

No entanto, a analise longitudinal dos dados revelou uma gradual retomada nas
atividades laboratoriais, conforme observado pelo aumento no nimero de exames realizados
em 2021 em comparagcdo com 0 ano anterior. Destaca-se ainda a heterogeneidade na
distribuicdo mensal desses exames, sugerindo uma adaptacdo dinamica as condi¢cfes
epidemioldgicas e as medidas de flexibilizacdo ao longo do tempo.

Um achado relevante desta pesquisa foi a constatacdo de que a pandemia ndo exerceu
influéncia significativa na taxa de amostras com supressao viral. Este resultado sugere que
as estratégias adotadas pelo Estado, possivelmente direcionadas a melhoria na distribuigéo
de medicamentos, foram eficazes em manter a eficacia do tratamento, mitigando potenciais
impactos negativos da pandemia nesse aspecto especifico.

A introducdo do equipamento Alinity, substituindo o M2000, permitiu uma
estratificacdo mais precisa dos resultados de CV-HIV, segmentando-os em categorias de
indetectaveis, <20 e 20-39. Contudo, a importancia clinica e epidemiolédgica dessa
diferenciacdo requer uma analise mais aprofundada, sendo um ponto que merece atencao
futura.

Diante do exposto, a presente pesquisa contribui para a compreensdo dos efeitos da
pandemia nas préaticas laboratoriais, destacando a resiliéncia e a capacidade de adaptacdo do
sistema de saude. As conclusdes aqui apresentadas fornecem subsidios para aprimoramentos
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na gestdo de crises sanitarias, além de apontar para possiveis direcionamentos em futuras

investigacOes relacionadas a estratificacdo de resultados laboratoriais em contextos
epidemiolégicos desafiadores.
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Resumo: A metodologia padrdo-ouro para deteccdo de virus respiratorios € a PCR em tempo
real com transcricdo reversa. Possui alta sensibilidade e especificidade, mas é considerada
de alto custo, devido aos equipamentos e insumos que inclui sonda composta por uma
sequéncia genética especifica ao alvo ligada a um fluoréforo. Durante a pandemia de
COVID-19, observamos a falta de insumos para atendimento da demanda mundial, por isso,
0 estudo de protocolos alternativos e de menor custo € necessario para eventos como este.
Além disso, visto os sintomas similares as outras infeccBes respiratdrias graves, existiu
grande necessidade de diferenciacdo entre os virus, e por isso, a importancia no uso de
protocolos multiplex, que possam diferenciar o agente causador ou detectar a presenca de
coinfecgdes. Portanto, nesse estudo adotou-se o sistema de enzima polimerase com corante
inespecifico (SYBR green), na auséncia de sondas com fluordforos, para detecgdo dos alvos
amplificados, e sua diferenciagdo foi realizada atraves da curva de dissociacao destes genes.
Foram testadas 123 amostras quanto a presenca dos virus SARS-CoV-2, Influenza A e B,
além do gene humano RP, em duas reacBes multiplex. A técnica apresentou alta
especificidade (=99%), além de boa correlacdo com a metodologia padrdo-ouro (Pearson
p<0,0001). Porém, a metodologia apresentou Otima sensibilidade (=94%) apenas para a
detecgdo de SARS-CoV-2. Medidas de acuracia de diagnostico foram geradas para cada gene
e houve boa concordancia (91-98%). Em comparac¢do com a metodologia padréo-ouro, foi
possivel desenvolver um protocolo com custo inferior e com bom padrdo de diagnostico.

Palavras—chave: DIAGNOSTICO MOLECULAR; INFECCOES RESPIRATORIAS; RT-
qPCR; SYBR GREEN

INTRODUCAO

Os virus respiratorios sdo um grupo de agentes infecciosos que podem causar
infeccdes no trato respiratdrio superior e inferior (ZHU et al., 2020). Abrange uma grande
variedade de virus, entre eles estdo os virus da gripe e o coronavirus. Sdo virus de
importancia para saude publica devido sua facilidade de propagacéo e potencial de causar
pandemias (RAVI et al., 2022).

A COVID-19 e uma doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, um betacoronavirus
pertencente ao subgénero Sarbecovirus (RAVI et al., 2022). Essa linhagem de coronavirus
foi encontrada pela primeira vez em humanos em dezembro de 2019 na provincia de Wuhan
na China, e devido suas caracteristicas de alta transmissibilidade se espalhou pelo mundo
causando a pandemia de COVID-19 (DORLASS et al., 2020). Outros virus respiratérios
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também sdo responsaveis por causar epidemias sazonais, como a Influenza A e B, e até
mesmo pandemias, como a pandemia de HIN1 de 2009, causada pelo virus Influenza A
(LANA et al., 2020).

Existem diferentes maneiras de diagnosticar as infecgdes por virus respiratorios,
entre eles estdo os testes para identificar antigenos ou anticorpos e os testes de amplificagcdo
do acido nucléico, que € tido como padrdo-ouro (BOCCARDO, 2020). O teste consiste em
detectar o material genético do virus a partir do material biol6gico dos pacientes por meio
da metodologia de Polymerase Chain Reaction em tempo real com transcricdo reversa (RT-
qPCR).

A vantagem de se realizar a RT-qPCR ¢ atribuida a alta sensibilidade capaz de
detectar a infec¢do logo no inicio dos sintomas. Porém, o uso dos reagentes e sondas
especificos podem deixar a metodologia com um custo elevado, tornando-a menos acessivel
(RAHMASARI et al., 2022). Além disso, durante a pandemia de COVID-19 foi observada
a escassez de insumos para atendimento da demanda mundial. Por isso, o estudo de
protocolos alternativos é necessario para eventos como este.

Uma maneira de baratear a técnica € substituir a sonda por um corante inespecifico
intercalador de DNA, como o SYBR green, que na presenca do gene amplificado utilizando
primers especificos é capaz de produzir fluorescéncia. Através da andlise da curva de
dissociacdo, reacao que ocorre apos a qPCR, é gerada a temperatura de melting (Tm) do gene
alvo, sendo assim possivel diferenciar o gene amplificado. (RAHMASARI et al., 2022).

Com base na andlise da Tm, é possivel desenvolver protocolos multiplex,
permitindo detectar a presenca de um ou mais virus, indicando coinfec¢do. 1sso é benéfico
tendo em vista que as pessoas infectadas com SARS-CoV-2 apresentam sintomas
inespecificos, condizentes com Sindrome Gripal ou Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(BAGGIO et al., 2021). Entdo, com um ensaio multiplex pode-se diferenciar o agente
causador, ou detectar a coinfecgao.

A caracteristica de ligacdo inespecifica de SYBR green possibilita que a mesma
técnica seja utilizada para deteccdo de diferentes alvos, sendo necessario padronizar os
primers e suas concentragdes. Como qualquer outra metodologia, todas as modificacfes
devem ser submetidas a um processo de validacdo do teste. Este procedimento é essencial
para garantir a confiabilidade dos resultados, assegurando que as mudancas realizadas nao
comprometam a eficacia do protocolo.

Portanto, este trabalho teve o objetivo de padronizar uma metodologia multiplex
para deteccdo de SARS-CoV-2, Influenza A (InfA), Influenza B (InfB) e RNaseP humano
(RP), a partir da RT-gPCR SYBR green e comparar os resultados com a metodologia
“padrdo-ouro”, um kit comercial de RT-qPCR, para validar os resultados.
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MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Para esse estudo foram selecionadas 123 amostras de secrecdo de nasofaringe que
foram coletadas entre abril de 2022 a julho de 2023, com resultados previamente conhecidos
a partir de ensaios realizados na rotina laboratorial do Centro de Laboratorio Regional Santo
André do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Dividiram-se em 31 amostras positivas para SARS-
CoV-2, 32 de Influenza A, 30 de Influenza B e 30 negativas. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica Institucional (CAAE: 45285921.7.0000.0059) e dispensou o consentimento
informado dos pacientes, uma vez que as amostras clinicas aqui relatadas foram coletadas
para fins diagnosticos e os dados foram analisados anonimamente.
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Extracdo do RNA

O material genético das amostras biologicas foi extraido utilizando o kit Bio Gene
(Bioclin) pela metodologia de coluna de silica, seguindo as orientagbes do fabricante. O
material obtido foi armazenado em freezer a -80°C até 0 momento de uso.

Padronizacao do ensaio

Os primers utilizados foram sintetizados para os genes E, N e RdRP (CoV-E, Nch,
CoV-RdRP, respectivamente) de Sarbecovirus e SARS-CoV-2, de acordo com CORMAN
et al., (2020); gene InfA de acordo com KAPLAN et al., (2015); gene N de SARS-CoV-2
(N1) de acordo com PETRILLO et al., (2020); gene InfB e RP de acordo com WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO, 2021); todas com modifica¢des nas concentracoes.

Para determinar a concentracdo de cada primer que seria utilizada, foram realizados
testes single de RT-qPCR SYBR green contendo amostra extraida positiva ou agua
ultrapura, como controle negativo, e reducbes das concentracdes a partir do protocolo
original. Assim, além de definir a concentragdo que seria utilizada no multiplex, também se
obteve o valor de Tm verdadeiro.

RT-gPCR padréo-ouro

Para uniformizar os resultados da metodologia padréo-ouro, utilizando o mesmo kit
e mesma aliquota de extracdo, primeiramente realizamos a RT-qPCR de todas as amostras
com o Kit Molecular INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos. Como a quantidade total de
amostras ultrapassava o limite de pocos da placa de PCR, foram necessarias duas ciclagens
de 60 amostras cada. A master mix foi preparada de acordo com as recomendacgdes do
fabricante, adicionando 3,75 pL da mistura de PCR e 1,25 uL. do mix INFA/INFB/SC2/RP
para cada reacdo individual. Foram aplicados 5 uLL de master mix na placa de 96 pocos e
posteriormente 10 pL de amostra em cada pogo ou 10 puL de controle negativo ou do controle
positivo. O equipamento utilizado para a reacéo foi o QuantStudio5 da Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific), com as seguintes configura¢des: 50°C por 15 minutos para a
transcricdo reversa, 95°C por 2 minutos para desnaturacao inicial e 40 ciclos de 95° C por
20 segundos e 58° C por 30 segundos. Resultados com Cycle threshold (Ct) < 40 foram
considerados detectados.

RT-gPCR SYBR green multiplex

A RT-gPCR SYBR green multiplex foi realizada com duas reacdes de diferentes
combinagdes para todas as amostras. A primeira reacdo foi composta de primers para 0s
genes CoV-RdRP, InfB e RP e a segunda reacdo foi realizada com primers para 0s genes
InfA e CoV-E. A master mix foi preparada adicionando 0,4 pL da enzima GoScript™
Reverse Transcriptase (Promega), 10 puL da enzima PowerUp™ SYBR™ green Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), o volume necessério de primers de acordo com a concentragdo
final e 4gua ultrapura para completar o volume final de 15 puL. de master mix por reacao.
Esse volume foi aplicado na placa de PCR de 96 pocos e adicionado 5 pLL de amostra em
cada poco ou 5 pL de controle negativo (4gua ultrapura) ou controle positivo (Kits
comerciais). O mesmo equipamento foi utilizado para essa metodologia, e com ciclagem de
acordo com o fabricante das duas enzimas utilizadas, transcriptase reversa e DNA
polimerase: 37°C por 15 minutos, 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de
95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos e 72°C por 1 minuto. Ao final do ciclo de
gPCR foi realizada a curva de dissociacdo, que permite distinguir o gene detectado, para
isso, adicionou-se ao final dos 40 ciclos a seguinte configuracdo: 95°C por 15 segundos,
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60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos. Os testes realizados com as outras enzimas
seguiram o protocolo dos respectivos fabricantes.
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Analise estatistica

A avaliacdo do teste de diagnostico foi realizada por meio do calculo de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN), acurécia conforme EUSEBI (2013). Coeficiente de correlacdo kappa (k) foi
calculado em https://idostatistics.com/cohen-kappa-free-calculator/#risultati. VValores entre
0,81 a 1,00 sdo interpretados como concordancia quase perfeita, 0,61 a 0,80 como
concordancia boa, 0,41 a 0,60 como concordancia moderada, 0,21 a 0,40 como concordancia
justa, 0,01 a 0,20 como concordancia minima, e 0,00 como concordancia ruim entre os testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao realizar as reacdes single de RT-qPCR SYBR green se observou variacao da
Tm dos genes de acordo com a concentragdo de primer utilizada (dados ndo mostrados), o
que dificultou a formacdo de condi¢cbes multiplex. Também foi observado que a
concentragdo de primers no multiplex precisava ser maior do que havia sido padronizado no
single, o que ocasionou picos inespecificos e algumas op¢bes de multiplex foram sendo
descartadas. Esses resultados ndo foram observados na literatura. A melhor op¢éo de
multiplex que prosseguiu a padronizacao e validacdo do método foi CoV-RdRP + InfB + RP
e CoV-E + InfA. A concentracdo final dos primers sofreram redugdes de 1,3X a 8X de
acordo com o protocolo original.

As 123 amostras analisadas em ambas as metodologias foram categorizadas como
‘positivo’ quando o Ct <40 e como 'negativo' na auséncia de amplificacdo. Na RT-qPCR com
SYBR green multiplex, além do valor de Ct, para uma amostra ser considerada positiva deve
também apresentar a Tm especifica para um ou mais genes do multiplex. Entdo, os produtos
das reac6es foram submetidos a analise da Tm dos genes amplificados e seguindo os valores
de referéncia obtidos nas reacGes single, foi possivel distinguir qual gene havia sido
amplificado.

Das 32 amostras positivas para Influenza A, a RT-qPCR SYBR green multiplex
detectou 24; de 30 positivas para Influenza B, 20 foram detectadas; de 33 amostras positivas
para SARS-CoV-2, 31 foram detectadas; todas as amostras foram positivas para o gene RP.
Dentre esses resultados, estdo duas amostras de coinfecgdo com o virus de Influenza B e
SARS-CoV-2.

Considerando os dados fornecidos pelo fabricante, a sensibilidade e especificidade
da metodologia padrdo-ouro sdo indicadas como 99,9% e 100%, respectivamente. Os dados
de medidas de acuracia de diagnoéstico para cada virus pela técnica RT-gPCR SYBR green
multiplex foram calculados e estdo documentados na tabela 1.

Tabela 1: Medidas de acuracia de diagnostico da RT-qPCR SYBR green multiplex

Sensibilidade  Especificidade FP FN VPP VPN Acurécia

Virus (%) (%) %) %) (%) K

Influenza A 75,0 100,0 0 8 100 91,9 93,5 0,791
Influenza B 66,7 98,92 1 10 95,2 90,2 91,1 0,730
SARS-CoV-2 93,9 98,89 1 2 96,9 97,8 97,6 0,937

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: Falso positivo (FP), Falso negativo (FN); Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo
(VPN); coeficiente de correlacdo kappa (k). VPP e VPN foram calculados com as seguintes formulas: VPP=
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VP/(VP + FP) e VPN=VN/(VN + FN), sendo VP verdadeiro positivo e VN verdadeiro negativo (EUSEBI,
2013)

Os resultados apontam que para a detec¢do dos trés virus, a metodologia RT-gPCR
SYBR green multiplex apresentou alta especificidade, similar a metodologia padréo-ouro.
Porém, a metodologia apresentou 6tima sensibilidade apenas para a detec¢do de SARS-CoV-
2 Resultados que se assemelham ao encontrado na literatura, em que os valores de
especificidade ficaram proximos de 100%, como apresentado por RAHMASARI et al.
(2020) e DORLASS et al. (2020) e a sensibilidade para detec¢do de SARS-CoV-2, similar
a que foi apresentado por ALHAMLAN et al., (2021). Os resultados para os virus da
Influenza A e B apresentaram relativamente grande namero de FN, comprometendo seus
resultados de sensibilidade, que apresentaram uma reducdo de 24% e 33,2%,
respectivamente. Os valores de sensibilidade indicam a capacidade do teste de identificar
com preciséo os verdadeiros positivos e a especificidade a capacidade em identificar com
precisdo os verdadeiros negativos. Essa reducdo na sensibilidade ndo afetou os valores de
VPP e VPN, que apresentaram bons resultados (acima de 80), ou seja, boa probabilidade de
detectar os verdadeiros positivos e verdadeiros negativos. Esses valores foram calculados de
acordo com a formula apresentada por EUSEBI (2013). O alto nimero de FN pode ser
explicado pela reducéo na concentracdo de primers quando comparada com as metodologias
de referéncia, o que pode diminuir a sensibilidade para detectar amostras com concentragdes
virais mais baixas. Além disso, enquanto a metodologia padrdo-ouro emprega 10 ulL de
amostra, o protocolo desse estudo utiliza 5 pL. Talvez, se a técnica RT-gPCR SYBR green
multiplex utilizasse a mesma quantidade de amostra, a sensibilidade do teste poderia ser
aprimorada. Quanto aos FP, apenas 2 amostras tiveram esse resultado, e poderiam ter esse
resultado desconsiderado com base nos valores de Tm. As amostras FP para InfB e para
CoV-E apresentaram Tm=81,33 e Tm=78,09, respectivamente, e foram discretamente
diferentes das amostras verdadeiras positivas. Quanto a concordancia entre as metodologias
(acurécia), obtivemos boa porcentagem para os trés virus. Quanto ao coeficiente de
correlacdo k, para deteccdo de SARS-CoV-2, ambas metodologias apresentaram
concordancia quase perfeita, e para deteccdo de Influenza A e B, apresentaram boa
concordancia.

Além disso, observou-se experimentalmente que quando o Ct da metodologia
padrdo-ouro foi superior a 30, a técnica com SYBR green teve menor deteccdo, o que
resultou em queda da sensibilidade. A partir desse Ct, a eficiéncia da metodologia desse
estudo caiu, sendo que com Ct da metodologia padréo-ouro entre 33-34, os resultados séo
negativos para RT-qgPCR SYBR green multiplex, salvo excecdes. Provavelmente, as
amostras nao detectadas pela técnica em estudo se devem a concentragdes virais mais baixas
presentes nas amostras, ja que apresentaram valores mais altos de Ct.

A escolha pela metodologia RT-gPCR com SYBR green revelou-se uma boa opcao
para deteccdo dos virus respiratérios, destacando-se por seu custo mais acessivel, com um
valor estimado na faixa de R$74,00 a R$104,00 como foi descrito por ALHAMLAN, et al.
(2021) e METAWLLY et al. (2018). Enquanto que técnicas de PCR que utilizam sondas
podem custar de R$125,00 a R$200,00 (METAWLLY et al., 2018). Considerando o valor
médio para as metodologias, R$89,00 e R$162,50, respectivamente, a técnica SYBR green,
representa uma reducao em torno de 45%.

CONCLUSAO
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O protocolo desse estudo, RT-gPCR SYBR green multiplex, pode ser empregado
como uma alternativa para o diagndstico de virus respiratdrios, visto seu bom desempenho
em relacdo ao padrdo-ouro. Proporcionando uma metodologia viavel que ndo apenas
mantém um alto padrdo de detec¢do, mas também oferece a perspectiva de reducdo dos
custos associados a um PCR em tempo real. Apesar dos resultados significativos obtidos
nesse trabalho, estudos futuros sdo necessarios com a padronizacdo de Limite Minimo de
Deteccdo (LMD) e anélises com mesmo volume de amostras entre as metodologias.
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Resumo: A Microscopia Alimentar abrange a pesquisa e identificagdo de elementos
histoldgicos, com a finalidade de verificar a identidade dos produtos alimenticios. O analista
em microscopia de alimentos deve ser capaz de diferenciar os elementos histologicos de
cada tipo de produto, revelando os ingredientes que fazem parte de sua formulacao.
Considerando a escassez de material de referéncia atualizado, moderno e com produtos
nacionais, o objetivo deste trabalho foi confeccionar, a partir de fotografias, padrbes
histologicos que possam ser utilizados como referéncia nas analises laboratoriais da area de
Microscopia Alimentar para confirmacdo dos ingredientes dos produtos alimenticios e
deteccdo de fraudes. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microscopia Alimentar
do Instituto Adolfo Lutz, Centro de Laboratério Regional de Santo André, no periodo de
julho a novembro de 2023. Os padr@es histologicos foram confeccionados com fotos
de laminas montadas a partir de oito frutas tipicamente brasileiras, adquiridas em
feiras e mercados da regido do grande ABC. A identificacdo e descricdo dos
elementos histologicos foram feitas com base na literatura existente. As amostras tiveram
suas laminas preparadas apds tratamento aplicado ao material, de acordo com o tipo de
produto, utilizando processos fisicos, quimicos e tratamento complementar. A partir do
desenvolvimento deste projeto, acredita-se que o material produzido possa ser utilizado
como referéncia para os laboratdrios que realizam analise histologica de produtos
alimenticios, contribuindo para a elucidacédo de casos de fraudes e, ainda, para a confirmacgéo
dos ingredientes declarados em rétulo.

Palavras—chave: andlise de alimentos; composicdo de alimentos; fraude; histologia;
rotulagem de alimentos

INTRODUCAO

A Microscopia Alimentar abrange a pesquisa e identificagdo de elementos
histoldgicos, com a finalidade de verificar a autenticidade e qualidade dos produtos
alimenticios. Além de ser uma ferramenta para identificacdo dos ingredientes que fazem
parte de um produto, a analise histologica também verifica a fraude, intencional ou ndo, que
¢ a substituicdo total ou parcial de um componente por outro de menor valor (Rodrigues;
Nogueira, 2007).

Na anélise de elementos histoldgicos para identificar os ingredientes de um produto,
0 analista deve estar familiarizado com os principios morfoldgicos e histoldgicos de vegetais
e animais, uma vez que as matérias-primas vegetais presentes nos alimentos podem ser
detectadas pela identificacdo de seus elementos histoldgicos e/ou amidos caracteristicos
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(Menezes Junior, 1949, 1958; Winton; Winton, 1932) e produtos carneos sdo identificados
por suas fibras musculares, feixes nervosos e vasos sanguineos (Dias, 2020).

Grande parte dos vegetais tem elementos histologicos que os diferenciam e
caracterizam, podendo ser tricomas, paredes celulares, células pétreas, amidos, células de
uma area do fruto (epicarpo, mesocarpo ou endocarpo), detalhes como vasos condutores de

seiva e sua posicao entre as células podem colaborar na identificacdo de um vegetal (Mattos
etal., 2016).
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MATERIAL E METODOS

O atlas foi confeccionado com fotos de ld&minas montadas a partir de padrdes
de frutas tipicamente brasileiras (acgai, cacau, cambuci, cupuacu, goiaba, jabuticaba,
jatoba e pitanga). As fotos foram feitas utilizando maquina fotografica (Canon,
modelo EOS Rebel T100®) acoplada na lente ocular do microscopio Optico
(Olympus, modelo CBA®) e microscopio petrografico (Carl Zeiss, modelo
JENAMED).

A identificacdo e descricdo dos elementos histoldgicos foram feitas com base
nos trabalhos de Menezes Junior (1949 e 1958), Winton e Winton (1932) e Gassner e Bothe
(1989).

As amostras tiveram suas laminas preparadas a partir das estruturas que
compdem as frutas, tais como semente (endocarpo), polpa (mesocarpo), casca
(epicarpo) e, quando necessario foi realizado clareamento, utilizando-se o hipoclorito de
sodio a 2%. Com uma espatula, foram retiradas porcoes das diferentes partes das frutas e
preparadas laminas com &gua filtrada ou glicerinada a 2% e cobertas com laminulas
(Rodrigues; Nogueira, 2007). A solucéo de lugol como meio de montagem foi utilizada para
corar amidos.

A lamina foi observada inicialmente na objetiva de 10x para a obtencédo da vista geral
e em objetiva de 40x para identificacdo de cada elemento histoldgico (Barbieri et al., 2001).
A luz polarizada foi utilizada para melhor visualizacdo das estruturas quando necessaria. E
importante ressaltar que ndo foram feitos cortes histologicos e as todas as imagens foram
ampliadas digitalmente para melhor visualizacdo dos elementos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseada em estudos sobre a morfologia dos tecidos vegetais caracteristicos dos
alimentos (Menezes Junior, 1949, 1958; Winton; Winton, 1932) e por comparagdo com
padrdes, a identificacdo microscopica dos elementos histologicos vegetais é uma atividade
que exige um longo periodo de treinamento e experiéncia do analista (Pauli-Yamada et al.,
2021).

Com a globalizacdo, novos produtos surgem a cada dia, advindos das diversas regides
do mundo, tornando o processo de identificacdo de elementos histologicos vegetais um tanto
desafiador, tendo em vista a escassez de estudos atuais sobre a identidade vegetal de diversos
alimentos e a dificuldade na aquisi¢do de padrbes para comparacdo (Pauli-Yamada et al.,
2021). Na rotina de andlise histoldgica de alimentos é fundamental ter referéncias seguras e
confiaveis para elucidacdo de casos de fraudes e confirmacéo dos ingredientes declarados
em rotulo. O desenvolvimento deste projeto vem da necessidade de literatura atualizada e
que inclua produtos nacionais, ja que tem se aumentado, a procura, compra e a venda de
produtos industrializados que utilizem de ingredientes de origem brasileira.
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O presente estudo demonstrou os principais elementos histoldgicos de algumas frutas
tipicamente brasileiras, de forma moderna e didatica, possibilitando aos analistas de
alimentos a consulta ao material produzido em suas analises de rotina.

As Figuras 1 a 9 mostram os elementos histoldgicos encontrados nas frutas brasileiras
contempladas nesse estudo.
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Figura 1 — Elementos histolégicos do agai (Euterpe oleracea Mart.)
Legenda: A) Fibras do endocarpo (aumento de 100x). a) Fibras do endocarpo sob luz polarizada (aumento de
100x). B) Células pétreas do mesocarpo (aumento de 400x). C) Células pétreas de epicarpo (casca) apds
tratamento em hipoclorito 2% (aumento de 400x).

Figura 2 — Elementos histol6gicos do cacau (Theobroma cacao L.)

Legenda: A) Gréos de amidos pequenos arredondados agrupados de dois a quatro grdos (circulos), hilo forma
uma cavidade no centro do grdo (aumento de 400x). a) Graos de amido sob polarizagdo formando uma “cruz
de malta” (aumento de 400x). B) Pelo multicelular da radicula do endocarpo (semente) (aumento de 400x). C)
Envoltério do endocarpo (testa) (aumento de 400x).
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Figura 3 — Elementos histolégicos do Cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum)

Legenda: A) Célula pétrea (seta grossa) e células do mesocarpo (seta fina) (aumento de 400x) a) Células pétreas
do mesocarpo sob luz polarizada (aumento de 400x). B) Células pétreas com células de mesocarpo ligadas em
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seu entorno (aumento de 100x). b) Células pétreas com células de mesocarpo ligadas em seu entorno sob luz
polarizada (aumento de 100x). C) Epicarpo (casca) de células poligonais com espaco intercelular e cavidade
secretora de dleo (seta) (aumento de 400x)

£

Figura 4 — Elementos histol6gicos do cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.)
Legenda: A) Célula de mesocarpo com grédos de amido em seu interior. a) Célula de mesocarpo com amidos
em seu interior sob luz polarizada (aumento de 400x). B) Grédos de amido arredondados de tamanho variados
soltos pelo campo de forma individual, em duplas ou trios, hilo concavo sitil (aumento de 400x). b) Gréos de
amido sob luz polarizada formando “Cruz de malta” (aumento de 400x). C) Células alongadas do mesocarpo,
compridas, de parede grossa, algumas lisas e outras com aparéncia “enrugada” (aumento de 100x)
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Figura 5 — Elementos histoldgicos da goiaba (Psidium guajava L.)
Legenda: A) Célula pétrea e células do mesocarpo (aumento de 400x) a) Células pétreas do mesocarpo sob luz
polarizada (aumento de 400x). B) Células de mesocarpo (aumento de 400x) C) Epicarpo (casca) de células
poligonais com espaco intercelular e cavidades secretoras (aumento de 100x).

A
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Figura 6 — Elementos histolégicos da jabuticaba (Plinia trunciflora)
Legenda: A) Fibras alongadas de parede celular grossa, ligadas ao endocarpo (aumento de 40x) B) Células de
mesocarpo arredondadas de diferentes formatos e tamanhos (aumento de 100x). C) Camada externa do
epicarpo com células retangulares e isodiamétricas com espago intercelular e estrutura circular em seu interior,
estbmatos (seta fina) e cavidade secretora (seta grossa) (aumento de 400x).
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Figura 7 — Elementos histol6gicos do jatoba (Hymenaea L.)
Legenda: A - B) Células de mesocarpo alongadas com gréos de amido em seu interior (aumento de 400x) b)
Célula de mesocarpo alongada com gréos de amido em seu interior sob luz polarizada (aumento de 400x) C)

Células alongadas unidas pela extremidade formando “corrente” de células (aumento de 400x)

P
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Figura 8 — Elementos histolégicos da pitanga (Eugenia uniflora L.)
Legenda: A) Células de mesocarpo e cristais de oxalato de calcio (seta pontilhada) (aumento de 400x). a)
Células de mesocarpo e cristais de oxalato de calcio sob luz polarizada (aumento de 400x). B) Células de
mesocarpo e vasos espiralados (aumento de 100x). C) Camada externa da epiderme com células retangulares
com pigmento rosado em seu interior (aumento de 400x).

CONCLUSOES

O material produzido pode ser utilizado como referéncia para os laboratérios que
realizam analise histoldgica de produtos alimenticios derivados de frutas tipicas brasileiras,
contribuindo para a elucidacdo de casos de fraudes e, ainda, para a confirmacdo dos
ingredientes declarados em rotulo.
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Resumo: O numero de consumidores que optam por produtos analogos a carnes feitos a base
de plantas (plant-based) em busca de uma alimentacdo saudavel, preocupacdo com bem-
estar dos animais e questdes ambientais vem crescendo exponencialmente, porém, essa nova
classe de alimentos ainda ndo possui regulamentac6es especificas no Brasil. A microscopia
alimentar pesquisa e identifica matérias estranhas presentes nos alimentos, com a finalidade
de verificar a suas condicdes higiénico-sanitarias. Deste modo, o objetivo do estudo foi
avaliar, atraves de técnicas microscopicas, a presenca de matérias estranhas em nove
alimentos plant-based que se prop6em a substituir a: frango em cubos, carne moida,
hambdrguer de frango e hamburguer de carne. Para o estudo foi utilizada a técnica analitica
oficial da AOAC (método 993.28). Como resultado, matérias estranhas microscopicas foram
encontradas em 100% das amostras, sendo elas: acaros, fragmentos de insetos e pelos de
mamiferos ndo identificados. Ndo foram encontrados relatos na literatura sobre matérias
estranhas em produtos plant-based, portanto, recomenda-se um monitoramento pelas
autoridades e fabricantes para averiguar se ha ou ndo a necessidade de estabelecer um limite
de matérias estranhas para essa nova classe de alimentos. Como concluséo, por meio da
analise microscopica foi possivel detectar matérias estranhas em todas as amostras
analisadas demostrando que esta é uma importante ferramenta para o controle destes novos
produtos, tanto na identificacdo das matérias estranhas presentes, quanto na verificacdo das
condi¢es sanitarias.

Palavras-chave: contaminantes fisicos; dieta a base de plantas; microscopia éptica;
seguranca alimentar
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INTRODUCAO

Mudangas nos padrdes de consumo alimentar s&o impulsionadas pelo interesse
crescente dos consumidores em uma alimentacdo mais saudavel, preocupagfes com o bem-
estar animal e questfes ambientais. Os alimentos a base de plantas (plant-based) surgem
como uma alternativa, feitos com ingredientes vegetais para reduzir o impacto ambiental,
evitar o sofrimento animal e promover a satde dos consumidores. No Brasil, o crescimento
da industria de alimentos plant-based é notavel, mas enfrenta desafios devido a falta de
regulamentacdo especifica. Uma constante preocupacdo € quanto a adulteracdo (ndo
intencional) que pode ser causada por substancias indesejadas inseridas nos alimentos por
desconhecimento, descuido ou falta de instalacbes e higiene adequadas durante o
processamento dos alimentos (SANTOS et al., 2022; FREITAS et al., 2022; LIMA et al.,
2021; EAT-LANCET COMMISSION, 2019; ANVISA, 2022; BANSAL et al. 2017).

As condicBes higiénicas da industria podem levar a presenca de matérias estranhas
(ME) em alimentos, com diferentes classificacdes, como ME microscopicas (como insetos
e pelos de roedores) e ME macroscopicas (como areia e vidro). A legislacdo brasileira
estabelece limites permitidos para ME microscépicas em alguns grupos de alimentos,
visando garantir a seguranca alimentar (BRASIL, 2022). Portanto, este estudo teve como
objetivo identificar a presenca de ME em alimentos plant-based por meio de técnicas
microscopicas, abordando a questdo da seguranca e regulamentacédo alimentar.

MATERIAL E METODOS

Um total de nove alimentos plant-based anéalogos a carnes foram adquiridos em
supermercados de Campinas (Séo Paulo, Brasil), sendo de 2 marcas diferentes (A e B), que
se propdem a substituir: frango em cubos (n=2), carne moida (n=1), hamburguer de carne
(n=4) e hamburguer de frango (n=2).

Para o estudo foi utilizada a técnica analitica sugerida pela AOAC (AOAC, 2023),
método 993.28 (16.13.02 — Light filth in bean paste), na qual 100 g da amostra
homogeneizada foram adicionados em um béquer de 2000 mL, juntamente com 400 mL de
agua filtrada quente e homogeneizada manualmente por 1 minuto. Aproximadamente 200
mL de agua quente e 15 mL de Igepal (CO-630, Labware) foram adicionados a mistura. Com
auxilio de agitacdo magnética, a mistura foi fervida por 10 minutos. A amostra foi transferida
quantitativamente para tamis n° 230 e lavada até que a 4gua de lavagem se tornasse limpa.
A amostra que permaneceu no tamis foi entdo transferida para frasco armadilha e adicionado
600 mL de solucdo de isopropanol 40%. A amostra foi novamente fervida por 10 minutos.
O frasco foi retirado do aquecimento e adicionado 60 mL de vaselina e agitado por 10
minutos. Cuidadosamente, o volume do frasco foi completado até inicio do gargalo, com
solucéo de isopropanol a 40%. Apods repouso de 20 minutos a camada oleosa foi extraida
para um béquer. Para a segunda extracdo, 35 mL de vaselina foi adicionado ao frasco
armadilha, agitado por 30 segundos, completado o volume do frasco e extraido apds 30
minutos de repouso para um segundo béquer.

As amostras recuperadas nos béqueres foram filtradas em papéis de filtro qualitativo
riscados, através de bomba de vacuo. O material recolhido no papel filtro foi observado em
microscopio estereoscopio (aumento de 30x) e, quando necessario, as impurezas foram
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retiradas, colocadas em uma lamina e observadas em microscépio dptico para identificacdo
(aumento de 400x). Todas as anélises foram realizadas com branco analitico. Se 0 nimero
de Fl entre as repeti¢Oes de cada amostra apresentasse uma diferenca superior a 10 unidades,
a analise era repetida (CAMPOLO et al., 2012).
RESULTADOS E DISCUSSAO

ME macroscopicas, como insetos inteiros, objetos rigidos, pontiagudos e/ou
cortantes, lasca de madeira, plastico rigido, pedra, metal, fragmentos de vidro ndo foram
encontrados nas amostras. A Tabela 1 e Figura 1 apresentam as ME microscopicas, que
foram observadas nas 9 amostras: FI (AFI, AF2, AM1, AC1, AC2, BC1, BC2, BF1 e BF2),
acaros (AF1 e AF2) e pelos de mamiferos (PM) ndo identificados (AFI, AF2, AC1, AC2,
BC1, BC2, BF1 e BF2). A amostra AF2 foi a que mais apresentou matérias estranhas,
enguanto a AM2 foi a que apresentou o0 menor numero. Os &caros foram identificados devido
a sua coloracgéo, forma e quantidade de patas. Os FI por sua forma, presenca de poros, cerdas
e coloracdo. Os PM pela presenca de medula e escamas (MATTOS et al., 2020; AQUINO e
QUADROS, 2022).

Tabela 1: Tipo e quantidade de ME encontradas nas 9 amostras

Ingredientes com , .
Ndamero e tipo

Nome comercial Amostra |de:\nt|f|,ce!gao de ME
histologica
. . x 1 acaro
P 3FI
Frango em cubos 3 4caros
Soja, ervilha, 1FA
AF2 condimento 2PM
10 FI
Carne moida AM1 SR, G e 1FI
beterraba
Soja, ervilha e 4 FI
ACl beterraba 3PM
Soja, ervilha e 3 FI
AC2 beterraba 1PM
Hamburguer de :
carne Ervilha, cebola, 5 Fl
BC1 beterraba, pimenta-
2 PM
preta e alho
Ervilha, cebola, 5 Fl
BC2 beterraba, pimenta-
1PM
preta e alho.
Ervilha, amido 5|
BF1 modificado, cebola, 1PM
Hamburguer de pimenta-preta e alho
frango Ervilha, amido 2 El
BF2 modificado, cebola, 1PM

pimenta-preta e alho
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ME = matéria estranha; FI = fragmento de inseto; PM = pelo de mamifero; FA = fragmento de acaro.
Fonte: elaborado pelo autor (2023)

A,

Figura 1: exemplos de ME encontradas nas amostras. A) Acaro; B, C, D, E) fragmentos de insetos; F) pelo
de mamifero ndo identificado (aumento de 400x). Fonte: elaborado pelo autor (2023).

De acordo com os ingredientes com identificacdo histologica que constam nos
rotulos dos produtos estudados, pela RDC N° 623 (BRASIL, 2022) é tolerada uma
determinada quantidade de ME em especiarias (80 FI na aliquota analisada) e para pimenta
do reino moida (60 FI e 1 pelo de roedor em 50 g). Ja o (FDA, 2018) estabelece limites de
ME para ervilha (uma média de 5% variando o estado da matriz) e para pimenta-preta (média
de 475 ou mais Fl e 2 ou mais pelos de roedores por 50 g).

A classe de alimentos plant-based, assim como o restante dos ingredientes
declarados nos rétulos (soja, grao-de-bico, beterraba, amido modificado, cebola e alho) ndo
possuem limites de ME nas legislac6es e normas. Nao foram encontrados relatos na literatura
sobre matérias estranhas nessa classe de alimentos. O resultado obtido nesse estudo de 100%
das amostras conterem ME, possivelmente se deve a presenca de ervilha e/ou especiarias
(pimenta preta) nas 9 amostras.

CONCLUSOES

Como conclusdo, por meio da analise microscopica foi possivel detectar matérias
estranhas em todas as amostras analisadas demostrando que esta € uma importante
ferramenta para avaliacdo dos ingredientes e das condigdes higiénicas dos produtos plant-
based. ME microscopicas como fragmentos de insetos, acaros e pelos de mamiferos foram
encontradas em 100% das amostras analisadas. Portanto, é fundamental que a indUstria e 0s
6rgdos reguladores trabalhem em conjunto para estabelecer limites de tolerancia para ME e
garantir a seguranca desses produtos, a fim de proteger a salde e a confianca dos
consumidores.
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Resumo: A tuberculose é uma doenca antiga, de carater infeccioso e transmissivel, sendo
ainda considerada a causa de muitas mortes no mundo. O diagndstico precoce e o tratamento
sdo fundamentais para alcancar a cura e evitar a disseminacéo, contribuindo assim para o
controle epidemioldgico. O objetivo do trabalho foi apresentar a trajetoria da tuberculose ao
longo dos anos, bem como a sua progressao no campo do diagndstico laboratorial. O estudo
foi realizado por meio de uma revisdo da literatura, utilizando as bases de dados: Scielo,
PubMed e Fiocruz. Tendo como descritores de pesquisa: diagndstico laboratorial; evolucao
clinica; tuberculose. Contudo, concluiu-se que, apesar do avanco da sociedade e do
diagnostico laboratorial, a tuberculose continua sendo um grande desafio para a saude
publica global, e a pandemia de COVID-19 ainda exerce um impacto negativo no acesso ao
diagnostico e tratamento dessa enfermidade. Além disso, também foi possivel concluir que
todos os metodos de diagnostico laboratoriais abordados para a detec¢do da tuberculose
oferecem vantagens significativas para sua aplicacdo. No entanto, para a escolha do método
a ser adotado, deve ser levado em consideracdes alguns fatores como: tempo necessario para
a obtencéo do diagnostico, condi¢6es financeiras e a infraestrutura disponivel no laboratorio.

Palavras—chave: diagnostico laboratorial; evolucdo clinica; tuberculose

INTRODUCAO

A tuberculose (TB), também conhecida como "peste branca”, é uma doenca
infecciosa e transmissivel causada pelo Mycobacterium tuberculosis, que afeta
principalmente os pulmdes, mas também pode acometer outros 6rgaos e sistemas (BRASIL,
2022a). Indicios de TB em mumias egipcias sugerem sua existéncia por pelo menos 4 mil
anos (BRASIL, 2000). A doenca em questdo ainda permanece com significativos niUmeros
de casos, sendo considerada a segunda principal causa de morte por um Unico agente
infeccioso no mundo (BRASIL, 2022c).

A transmissdo ocorre pelo ar, quando um individuo portador da forma contagiosa da
infeccdo elimina bacilos através da tosse, fala ou espirro, sendo a forma pulmonar a mais
comum e relevante para a transmissdo (BRASIL, 2022a; JEREB, 2023). Assim, 0
diagndstico precoce e a monitorizagdo do paciente por partes das equipes de saude se tornam
crucial para interromper a capacidade de transmissdo e permitir o inicio do tratamento,
aumentando as chances de cura especialmente em grupos de alto risco (RIO DE JANEIRO,
2023).
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Para o diagnostico laboratorial, exames como a baciloscopia, teste rapido molecular
para tuberculose (TRM-TB) e cultura sdo utilizados para detectar a presenca do bacilo. O
TRM-TB ¢é usado para diagnosticos de novos casos, enquanto a baciloscopia é usada no
acompanhamento do tratamento. Ja a cultura permite ndo apenas o diagnostico, mas também
a realizacdo do teste de sensibilidade e identificacdo de diferentes espécies do Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB) (BRASIL, 2022a; BRASIL, 2022b).

Este estudo tem como propoésito explorar a histéria da tuberculose, desde seus
primordios até os dias de hoje, analisando a evolugéo das técnicas de diagnostico laboratorial
aplicadas a essa doenca por meio de revisdo bibliogréafica. A temética abordada desempenha
um papel fundamental no cenario cientifico e tecnoldgico contemporaneo, pois ndo apenas
acompanha a progressdo do conhecimento sobre a tuberculose ao longo do tempo, mas
também ressalta a importancia do desenvolvimento continuo de méetodos diagnosticos cada
vez mais eficazes. 1sso inclui a busca por diagndsticos mais rapidos, sensiveis e especificos,
abrindo perspectivas para futuras pesquisas sobre novas metodologias de diagndstico da
tuberculose.

MATERIAL E METODOS

A metodologia selecionada foi a reviséo de literatura e, foram realizadas pesquisas
nas seguintes bases de dados: Scielo, PubMed e Fiocruz. Tendo como descritores de
pesquisa: diagndstico laboratorial; evolugdo clinica; tuberculose. Para os resultados foram
adotados como critérios de inclusdo: artigos disponibilizados na integra, disponiveis na
lingua portuguesa e inglesa publicados entre os anos de 1999 a 2023. Excluiram-se obras
ndo disponiveis na integra, assim como também aquelas que nédo se relacionavam com 0s
objetivos do trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As origens da TB néo séo totalmente esclarecidas, mas acredita-se que tenha surgido
através do contato com bois selvagens contaminados com o Mycobacterium bovis, levando
a pequenos surtos endémicos (GURGEL, 2019). Somente no ano de 1882, Heinrich
Hermann Robert Koch descreveu a bactéria responsavel pela TB, o que levou ao
desenvolvimento da teoria da transmissibilidade (BRASIL, 2000).

Com a necessidade de diagnéstico laboratorial da doenca, em 1930, surgiu a
baciloscopia (ROLLA, 2013). Esse método consiste na confec¢do de uma lamina que sera
posteriormente corada e analisada em microscopio, através de amostras de escarro e outros
materiais (ANGRA et al., 2013; BRASIL, 2022b). A baciloscopia ainda mantém sua
importancia nos dias atuais devido a sua facilidade de execug&o, custo-beneficio favoravel e
eficacia no controle do tratamento, permitindo identificar casos de TB pulmonar entre 60%
e 80% em adultos (BRASIL, 2022b; R1O DE JANEIRO, 2023). Em contrapartida, apresenta
baixa sensibilidade, especialmente para grupos especificos de pacientes, como 0s que vivem
com HIV/AIDS, criancas e portadores de TB extrapulmonar. Apresentando sensibilidade na
faixa de 25% e 65% quando comparada a cultura (BRASIL, 2022b; ANGRA et al., 2013).

A cultura é o método padréo-ouro para diagnosticar a TB, comecando em 1950 com
meios sélidos e posteriormente adotando a cultura liquida em sistemas automatizados. Este
método consiste no isolamento e multiplicagdo de bacilo alcool acido resistente (BAAR),
além de permitir a diferenciacdo de espécies e realizacdo do teste de sensibilidade (TS) aos
farmacos de tratamento para TB (BRASIL, 2022b). Apresenta uma especificidade superior
a 99% e maior sensibilidade quando comparada & baciloscopia e a0 TRM-TB (PEDRO et
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al., 2017). Nos casos de TB pulmonar com resultado negativo na baciloscopia, a cultura de
escarro pode aumentar em até 30% o diagnostico bacterioldgico (BRASIL, 2020a).

O TS tem como intuito avaliar o crescimento bacteriano diante da presenca dos
farmacos de primeira e/ou segunda linha utilizados no tratamento da TB, podendo ser
classificados como fenotipicos e genotipicos (BRASIL, 2022b). O método fenotipico se
fundamenta no uso do método das proporg¢Bes em meio Léwenstein-Jensen (LJ), que envolve
a avaliacdo da proporcéo de bacilos resistentes quando expostos a diferentes medicamentos.
Outro método também utilizado é a reducdo do nitrato (nitratase) em meio LJ, no qual se
observa a capacidade do M. tuberculosis em reduzir o nitrato presente no meio de cultura
em nitrito. Podendo também ser utilizado em meio de cultura liquido em sistema
automatizado (WHO, 2018; BRASIL, 2022b).

O TS genotipico faz uso da técnica de hibridizacdo de sonda em linha (do inglés Line
Probe Assay - LPA), que oferece uma vantagem significativa sobre os testes fenotipicos
devido a sua capacidade de detectar o CMTB e mutacdes mais comuns em areas resistentes
em apenas trés dias, enquanto os métodos fenotipicos podem levar meses. Além de resultar
em uma diminuicdo nos gastos publicos com o TS (BRASIL, 2021b). Contudo, em alguns
casos, a confirmacdo completa da resisténcia ndo pode ser assegurada apenas por esse teste,
necessitando do método fenotipico. Isso ocorre pelo LPA ndo poder detectar mutacdes
menos frequentes, que também podem levar a resisténcia (BRASIL, 2023d).

O TRM-TB, como sistema GeneXpert®, é uma ferramenta de diagnostico aprovada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Lancado em 2004 e adotado em 2014 pelo
Instituto Adolfo Lutz de Campinas, detecta 0 CMTB e mutagdes de resisténcia a rifampicina
em até duas horas, simplificando os procedimentos moleculares (BRASIL, 2022b). Suas
vantagens incluem maior sensibilidade como teste de diagnostico inicial em comparagédo
com a baciloscopia, perfil de sensibilidade ou resisténcia a rifampicina, execu¢do mais
rapida do que a baciloscopia, cultura e TS, menor risco bioldgico e custos mais baixos em
relacdo a cultura e TS. A versdo mais recente, chamada "Ultra" introduzida em 2018 no
Instituto Adolfo Lutz de Campinas, tem sensibilidade semelhante a da cultura, mas ndo pode
ser usada para monitorar o progresso do tratamento e tem custos mais altos que a
baciloscopia, 0 que deve ser considerado em sua implementacdo (ANGRA et al., 2013;
BRASIL, 2022b).

Se tratando de diagndstico da TB latente, a prova tuberculina é o teste padréo usado
no Sistema Unico de Saude (SUS), ele envolve a inoculagio de um derivado proteico
purificado (PPD) do M. tuberculosis, com o objetivo de avaliar a resposta imune celular a
esses antigenos. Esse teste € econdmico e ndo requer equipamento de laboratério, mas sua
precisdo pode ser afetada por micobactéria ndo tuberculosa (MNT), vacina BCG (Bacilo de
Calmette e Guérin) e fatores relacionados a execucdo e leitura do teste (BRASIL, 2020b;
BRASIL, 2022a). Outro teste para TB latente é o Interferon-gama release assay (IGRA)
incorporado pelo SUS em 2020. Seu objetivo principal é quantificar a resposta imune celular
dos linfocitos T a partir de amostras de sangue periférico, por meio de um estimulo in vitro
com antigenos especificos do M. tuberculosis (BRASIL, 2022¢). O IGRA supera a prova
tuberculina em termos de acurdcia na identificacdo da tuberculose latente, progressao para
tuberculose ativa e associagdo de resultados positivos e a ocorréncia de fatores de risco.
Além disso, o IGRA exige apenas uma visita do paciente ao laboratorio, enquanto a prova
tuberculina requer duas visitas. Em termos de custo-efetividade, o IGRA demonstra melhor
desempenho clinico a um custo menor. Concluindo, os testes IGRA sdo uma alternativa
valida a prova tuberculina no diagnostico da tuberculose latente, podendo ser usados em
conjunto, sendo a escolha preferencial para individuos vacinados com BCG (BRASIL,
2020D).
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CONCLUSOES

Com o progresso da tecnologia ao longo dos anos, foram desenvolvidos novos
métodos para diagnosticar a TB, cada um apresentando suas proprias vantagens e
desvantagens. No Instituto Adolfo Lutz de Campinas, sdo utilizados métodos como cultura
liguida automatizada, teste rapido molecular e teste imunocromatogréafico, além de ser o
laboratério de apoio na execucdo do Interferon-gama release assay. Enquanto isso, 0
Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo (Central) concentra-se na identificacdo de espécies e teste
de sensibilidade por biologia molecular, visando a obtengdo de um diagndstico eficaz e
rapido. Apesar dos incansaveis esforcos ao longo dos anos por parte dos programas de
combate & tuberculose e dos avangos no campo do diagnostico laboratorial, essa doenga
ainda permanece como uma preocupacéo de satde publica. Em cenarios mais recentes, vale
ressaltar que a pandemia de COVID-19 contribuiu para uma reducdo nos casos
diagnosticados da tuberculose, 0 que pode resultar em um aumento na transmissido e
desenvolvimento da doenga. A tuberculose multirresistente e a interrupcdo do tratamento
devido a sua duracéo prolongada sdo fatores que também contribuem para o agravamento da
doenca. Assim, destaca-se ndo somente a necessidade do diagnostico precoce, mas também
a importancia da conscientizagdo da populacao, visando prevenir a transmissao da doenca e
assegurar um tratamento eficaz.
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Resumo: Para obtencdo de boas micrografias eletrnicas, assim como a identificacdo de
microrganismos ou de ultraestruturas celulares, a fixacdo € uma das etapas mais importantes
na estabilizacdo das estruturas e dos componentes celulares e intercelulares, preservando o
material a ser analisado, mais préximo de como se encontram “in vivo ”. Este trabalho teve
como objetivo, avaliar acdo de diferentes tipos de fixadores utilizados em Microscopia de luz.
Foi realizado com amostras ja processadas de fragmentos de figado de Calomys callosus, em
parafina com diferentes tipos fixadores (CEIAL e CTC n° 43/2006). Os resultados dos cortes
em parafina mostraram a acdo dos diferentes fixadores quanto a qualidade, preservacao e
integridade do tecido estudado. Os cortes fixados com paraformaldeido 4% apresentaram
melhor preservacgéo das estruturas celulares com menor extracdo do conteudo citoplasmatico
e coloracdo adequada (Hematoxilina e Eosina). Portanto, é de suma importancia o
aprimoramento continuo de técnicas de fixacdo de tecidos e de processamento de amostras,
visando a obtencdo de métodos cada vez mais precisos e confiaveis.

Palavras chave: Microscopia éptica, Cricetidae, Células, fixadores.

INTRODUCAO

A realizacdo do estudo morfologico de qualidade requer compreensédo dos cuidados
minuciosos em cada uma das etapas envolvidas no processamento da amostra para anélise
tanto por microscopia de luz quanto por Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET)
(TOLEDO, 2021).

Uma etapa importante a ser realizada para obtencéo de bons resultados € o cuidado
com procedimento de fixacdo da amostra. A fixacdo € um processo responsavel pela
estabilizacdo das estruturas celulares e intercelulares, que tem a finalidade de preservar a
organizacdo celular, protegé-las de proliferacdo bacteriana ou fungica, de forma a manter a
integridade durante o processamento de tecidos, bem como no armazenamento por longos
periodos (ABRAHAO et al, 2004; TOLEDO, 2021).

Ao retirar rgdos ou tecidos de um organismo, inicia-se o processo de autélise devido
a falta de oxigenacao, a falta de substancias para o seu funcionamento e o acimulo de gases,
como dioxido de carbono, causando a morte. Para preservar as estruturas biologicas é
fundamental que, partes do tecido sejam submetidas a um processo de perfusdo ou imerséo
em um liquido fixador imediatamente apds a sua extracdo (MOLINARO et al, 2009;
AARESTRUP, B.J 2012; NUNES; CINSA, 2016).
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Para uma fixacdo eficaz de tecidos na rotina, o fixador deve penetrar rapidamente nas
células permitindo a difusdo sem remover proteinas ou lipideos. A fixacdo pode ser feita por
agentes fisicos (frio ou calor) ou quimicos (HAYAT, 1970; PINTO, 2010).

A fixacdo quimica pode causar a desnaturacdo das proteinas, alterando sua
conformagéo e podem ser classificados em fixadores coagulantes e ndo coagulantes. Se os
fixadores utilizados forem etanol, metanol, acetona, estes sdo fixadores coagulantes. Os
fixadores ndo coagulantes s&o os aldeidos formicos e glutarico e tetroxido de 6smio.

Dentre os fixadores ndo coagulantes o mais utilizado é o formaldeido. Este atua como
um agente fixador quimico, promovendo a estabilizacdo das estruturas celulares e impedindo
a deterioracdo das amostras de tecido. Normalmente em solucdo aquosa, a formalina é
empregada em concentracdes de 4% (diluicdo 1:10) para a fixacdo de tecidos, porém, outras
concentracdes podem ser adotadas, dependendo do tipo de tecido e objetivo da analise (FOX
CH, et al, 1985; PEREIRA, 2007; LIMBERGER, 2011).

O paraformaldeido é utilizado como fixador primario para estabilizar estruturas das
células reage com as ligagdes monovalentes dos grupos de aminoécidos nas proteinas. No
entanto, a sua eficicia na fixacao de proteinas € menor do que a do glutaraldeido. Portanto,
ndo e a escolha recomendada para estudos ultraestruturais, especialmente para microscopia
eletrnica, onde sua eficiéncia € limitada. Por outro lado, é importante notar que este fixador
ndo tem um impacto negativo de forma deletéria em amostras realizadas para imuno-
histoquimica, pois ndo compromete a integridade de sitios antigénicos das proteinas
(BALDANI, 1998).

Para 0 estudo de ultraestrutura celular s&o comumente utilizados os fixadores
quimicos como o glutaraldeido. O glutaraldeido (dialdeido glutarico) tém dois grupos
aldeidos que reagem com o0s grupos amino das proteinas estabelecendo ligacdes cruzadas
inter e intramoleculares. E um fixador aditivo, que vai se incorporando irreversivelmente s
estruturas celulares em difuséo lenta em tecidos (HADDAD et al, 2007).

O presente trabalho tem como objetivo geral “reduzir e prevenir riscos relacionados
a saude da populagdo por meio de agdes de vigilancia, promogao e prevengao”, conforme a
32 diretriz do Plano Estadual de Satde de Sao Paulo (2020-2023), da qual se justifica o estudo
sobre a importancia das substancias fixadoras utilizadas para preservacdo das amostras
bioldgicas para analise morfolégica em microscopio de luz, a fim de minimizar as alteragdes
causadas por estas substancias.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados fragmentos de figado de Calomys callosus normais, previamente
incluidos em parafina e fixados com diferentes fixadores.

Os fixadores utilizados neste experimento foram:
1.Fixador de Karnovsky — paraformaldeido (Merck) a 4% + glutaraldeido (Sigma) a 2,5%
em tampdo cacodilato de sédio 0,1M , pH 7,2;
2. Fixador Paraformaldeido (Merck) a 4% em tampdo fosfato de sodio (PBS), pH 7,3;
3. Formaldeido comercial (Synth) a 4% em tampao fosfato de sédio (PBS) (dilui¢do 1:10),
pH 7,3;
4. Formaldeido comercial (Synth) a 4% aquosa (diluicdo 1:10), pH 5,0.
Os fragmentos de figado foram fixados por 24 horas, lavados em tampd&o e desidratados em
concentracdes crescentes de alcool etilico e incluidos em parafina. Foram realizados cortes
com espessura de 5um no micrétomo (Micron). Os cortes foram colocados em banho Maria
a 40°C e colhidos em l&minas silanizadas e secas em estufa. Foram coradas com
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Hematoxilina (1 minuto) e Eosina alcéolica (1 minuto) e observadas no Microscépio de Luz "
Nikon Eclipse 80i e as imagens foram adquiridas com a camera digital DS-U3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cortes de figado fixados com Karnovsky.

Fig 1. Fotomicrografias de cortes de figado de C. callosus (Rodentia) fixado com Karnovsky. Al. Espaco medular
evidenciando ducto biliar, vaso linfatico, nervos e vasos sanguineos, formando o que é conhecido como espaco porta,
aumento de 20x. A2 e A3, espago medular e cortical de corte de figado mostrando partes do tecido integro e algumas células
com citoplasma extraido, aumento 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor

Cortes de figado fixados com paraformaldeido a 4%.

Fig 2 — Fotomicrografia de cortes de figado de Calomys callosus (Rodentia) fixado com paraformaldeido a 4%. B1. Observa-
se outro espaco porta mostrando o I6bulo hepatico (hexagonal), com a veia central, aumento 10x. B2 Espaco medular
evidenciando ductos biliares, vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos, formando o que é conhecido como espago porta,
no aumento de 20x. B3. Espaco medular, mostrando espacos entre as células hepaticas, aumento 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor

Cortes de figado fixado com formaldeido a 4% aquoso.

Fig. 3. — Fotomicrografia de cortes de figado de Calomys callosus (Rodentia) fixado com formaldeido a 4% aquoso. C1.
Espaco medular evidenciando que abriga ductos biliares, vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos, formando o que é
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conhecido como espaco porta, aumento de 10x; C2. Observa-se o mesmo espago porta, aumento 20x. C3. Espaco cortical,
com conteuddo citoplasmatico extraido e algumas células degeneradas, aumento 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor

Cortes de figado fixados com Formaldeido a 4% em PBS

Fig 4. Fotomicrografia de cortes de figado de Calomys callosus (Rodentia) fixado com formaldeido a 4% em PBS. D1. Espaco
medular evidenciando que abriga ductos biliares, vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos, formando o que é conhecido
como espago porta, aumento de 10x; D2. Observa-se o mesmo espago medular no aumento de 20x. D3 Espaco cortical do
corte de figado com espagos entre as células e nlcleo com pontos claros, aumento de 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor

Observacéo das fotomicrografias, as amostras revelaram diferencas na fixacdo em
cortes de parafina. O fixador Karnovsky teve uma fixagdo boa, no entanto, algumas areas
apresentam extracdo do citoplasma. O paraformaldeido a 4% mostrou fixacdo mais uniforme
sob as mesmas condi¢des, mas observam-se alguns espacos entre as células hepaticas. O
formaldeido a 4% aquoso, em aumento menor apresentou fixacdo uniforme, mas em
aumentos maiores nota-se extracao do citoplasma e nucleos degenerados. O formaldeido 4%
em PBS apresentou uma fixacao boa, mas a coloragdo mostrou pouco contraste, em aumento
maior observam-se espacos entre as células e nicleos com regides claras.

Provavelmente a extracdo observada em algumas regides seja devido ao tamanho da
amostra. O tamanho dos fragmentos sdo maiores para fragmentos incluidos em parafina do
que o tamanho utilizado para MET que sdo de 1 mm?. Também pode ter havido esgotamento
do fixador, principalmente na amostra fixada em Karnovsky, fazendo com que algumas
regides nao tivessem fixador suficiente. De acordo com Haddad et al, 2007, o glutaraldeido
é um fixador aditivo e, & medida que vai penetrando no tecido vai sendo irreversivelmente
incorporado as estruturas, a sua concentracdo na solucéo fixadora vai decrescendo. Além
disso, em cada sitio reativo para fixacdo serdo consumidas em média varias moléculas do
fixador.

Alguns estudos, incluindo o de ABRAHAO et al., 2004, descrevem que a morfologia
celular muda gradualmente durante o processo de estabilizagdo. Mesmo fixadores
considerados os melhores para microscopia eletrdnica, como o Karnovsky, mostraram, por
meio de experimentos, perda variada de proteinas, lipoproteinas, carboidratos e lipideos
durante a fixacdo. A falta de contetdo citoplasméatico em algumas celulas é visivel nas
amostras fixadas com Karnovsky (fig 1).

Segundo WANG et al (2011), o formaldeido tem sido o fixador padréo para exames
histopatoldgicos, ao mesmo tempo é inadequado devido a extracdo de DNA e RNA. As
amostras processadas em formaldeido a 4% em PBS e formaldeido a 4% aquoso mostraram
extracdo de parte do citoplasma dos hepatocitos e alteracdo nuclear. Este resultado se deve
a consideravel presenca de metanol (de 11 a 16%) na solugdo comercial de formaldeido, que
tem acdo coagulante sobre as proteinas e alteram a estrutura do conteudo celular. Embora o
formaldeido se difunda rapidamente, suas reacdes sao lentas.
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Trabalho de Toledo (2021) descreve que o tempo de fixacdo com formalina,
paraformaldeido e glutaraldeido pode afetar os resultados da coloracdo. Uma vez que a
subfixacdo geralmente produz uma coloracao reduzida na regido central do bloco de tecido
com coloracao mais forte na area marginal, enquanto a superfixacdo gera o aspecto oposto
(boa coloracdo na area interna e fraca coloragdo na parte externa). Analises dos cortes de
tecido do figado de Calomys callosus mostraram boa colora¢do na maioria dos cortes, apenas
na fixacdo com formaldeido a 4% em PBS observou-se uma coloragdo pouco corada
(palida).
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CONCLUSOES

Com esse estudo foi possivel observar a importancia da qualidade e integridade da
amostra dos tecidos quanto ao uso de diferentes tipos de fixadores para uma melhor
compreensdo perante o processamento de amostras para analise morfoldgica em microscopio
de luz e posteriormente para o0 microscépio eletrénico de transmissao.

Este trabalho mostrou que os cortes fixados com paraformaldeido 4% apresentaram
melhor preservacao estruturais celulares, menor extracdo do conteudo citoplasmatico e uma
coloracdo adequada. Parte dos fragmentos de figado, processados com os diferentes
fixadores em parafina foram reprocessados para técnica de corte ultrafino, infelizmente, ndo
foi possivel cortar os fragmentos e examinar no MET, devido ao curto periodo do estégio.

Seria interessante examinar os cortes ao MET e analisar a acdo de cada fixador na
ultraestrutura celular, a fim de procurar investir em pesquisas destinadas ao aprimoramento
continuo de técnicas de fixacdo e de processamento de materiais biolégicos, visando a
obtencdo de métodos cada vez mais precisos e confiaveis.
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Resumo: A técnica de imuno-histoquimica se destaca como uma ferramenta poderosa para
detectar e localizar moléculas especificas em tecidos bioldgicos. Contudo, dada a
complexidade dos processos anatomopatoldgicos, torna-se imperativo implementar um
controle de qualidade laboratorial eficaz, visando a minimizar variacfes técnicas e
estabelecer padrBes de referéncia. Nesse contexto, a inclusdo de controles assume um papel
crucial para garantir a qualidade e a confiabilidade dos resultados obtidos. Este estudo tem
como objetivo abordar as etapas envolvidas na padronizacdo, execucdo e avaliacdo dos
controles de qualidade em reacGes de imuno-histoquimica para a pesquisa de agentes
infecciosos, conduzidas pelo laboratério de imuno-histoquimica do Nucleo de Anatomia
Patoldgica, do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. Para isso, foi conduzido um
levantamento de dados por meio da ficha de controle de qualidade, a fim de avaliar os
controles positivos de Leptospira interrogans nas reacdes de imuno-histoquimica nos
ultimos cinco anos (2019 a 2023). Foram propostas sugestdes significativas para aprimorar
a ficha de controles positivos do NAP-IAL, incluindo os pardmetros de dificuldade
encontrados com mais frequéncia pelos patologistas na validacéo de controles positivos. A
implementacédo de procedimentos rigorosos de controle de qualidade se revela fundamental
para reduzir a variabilidade técnica e assegurar a consisténcia dos dados gerados. Portanto,
investir em um controle de qualidade robusto na execucéo da técnica de imuno-histoquimica
é uma medida essencial para manter os mais elevados padrdes de exceléncia e seguranca na
pratica clinica, especialmente na de agentes infecciosos que requerem diagnosticos precisos
€ minuciosos.

Palavras—chave: agentes infecciosos; controle de qualidade; imuno-histoquimica

INTRODUCAO

A imuno-histoquimica (IHQ) é uma técnica valiosa utilizada na area de patologia
para identificar, localizar e quantificar proteinas e antigenos especificos em amostras de
tecido. Essa técnica combina principios da imunologia e histologia para identificar antigenos
especificos relacionados a infeccdo em células e tecidos, ao utilizar anticorpos que se ligam
aos antigenos de interesse. No entanto, para obter resultados precisos e confiaveis, é
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essencial implementar um rigoroso controle de qualidade durante todo o processo (BOGEN
etal., 2016).

O exame imuno-histoquimico envolve um processo complexo, composto por
diversas etapas fundamentais, desde a fixacdo do tecido até a interpretacdo dos resultados.
Durante cada etapa, podem ocorrer variagdes que podem afetar a qualidade dos resultados.
O controle de qualidade desempenha um papel crucial na identificacdo e minimizacdo dessas
variagOes (FERRO, 2014).

Como enfatiza a RDC n°786/2023 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que normatiza laboratorios de Anatomia Patoldgica, os controles sdo utilizados
para estabelecer padrées de referéncia, monitorar e verificar a exatiddo dos procedimentos e
identificar possiveis variagcBes que possam afetar os resultados (ANVISA, 2023). Neste
contexto, garantem vantagens cruciais proporcionadas pelo uso adequado de controles, tais
como:

e Garantia de precisao: os controles sdo amostras com concentracfes conhecidas e
estaveis, que servem como base de comparacao para as medi¢Ges em curso. Ao analisar
0 desempenho do controle e comparé-lo com o resultado desejado, é possivel verificar a
exatiddo do método empregado, reduzindo a probabilidade de erros sistematicos e
aumentando a confiabilidade dos resultados obtidos.

e Monitoramento da qualidade: o uso regular de controles permite que o laboratério
monitore a consisténcia e a estabilidade do processo ao longo do tempo. Variagdes
indesejadas nos resultados podem ser detectadas precocemente, possibilitando a corregéo
de falhas e a melhoria continua dos procedimentos.

e Deteccéo de erros e falhas: quando os controles fornecem resultados fora do esperado,
isso sinaliza a ocorréncia de erros ou falhas no processo analitico. Essa deteccao rapida
permite acdes corretivas imediatas, evitando que resultados incorretos sejam liberados e
possam afetar diagndsticos, pesquisas ou qualquer outro trabalho que dependa da
precisdo das analises.

e Validacgdo e acreditacdo: em laboratérios que buscam certificacdo ou acreditagdo, 0 uso
de controles é uma parte essencial do processo. Os 6rgaos reguladores exigem evidéncias
solidas de que as andlises sdo realizadas com preciséo e confiabilidade, e os controles
desempenham um papel critico ao fornecer essa validacao.

e Aumento da confianga dos clientes: a aplicacdo rigorosa de controles demonstra o
compromisso do laboratério com a exceléncia analitica, aumentando a confianga dos
clientes nos resultados fornecidos.

e Controle de qualidade externo: o uso de controles permite a rastreabilidade dos
resultados ao longo do tempo e entre diferentes laboratdrios, especialmente quando se
utilizam controles certificados. Isso facilita a comparagéo de dados e a padronizagéo de
procedimentos, garantindo maior uniformidade na comunidade cientifica.

E, contudo, imprescindivel que esses controles sejam implementados e monitorados
de forma adequada, seguindo as melhores praticas da &rea, para que as vantagens
mencionadas possam ser plenamente aproveitadas.

Segundo o College of American Pathologists (CAP) a validagdo dos protocolos de
IHQ € necessaria para estabelecer condi¢es experimentais 6timas que garantam resultados
precisos. A validacdo inclui a determinacdo da eficiéncia de recuperacdo antigénica, a
padronizacdo das concentracGes de anticorpos e reagentes, a escolha do sistema de deteccao
apropriado e a definigdo de critérios de positividade e negatividade. A validacdo deve ser
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realizada em diferentes tipos de tecido, considerando a heterogeneidade de expressao
antigénica e especificidade cruzada (DABBS, 2019).

O Nordic Immunohistochemical Quality Control (NordiQC) enfatiza que o0s
anticorpos sd@o um dos principais componentes da analise imuno-histoquimica e a selecdo de
anticorpos adequados é essencial para garantir resultados precisos. E fundamental utilizar
anticorpos altamente especificos e validados para o alvo desejado. Além disso, € importante
padronizar as concentragfes dos anticorpos, bem como avaliar sua reatividade e
especificidade por meio de controles positivos e negativos (NIELSEN, 2015).

A escolha dos anticorpos e reagentes adequados é um passo crucial na imuno-
histoquimica. A selecdo de anticorpos deve considerar a especificidade, sensibilidade e
afinidade para o antigeno de interesse. Os anticorpos policlonais sdo produzidos a partir de
uma variedade de células B em resposta a um antigeno complexo, reconhecendo multiplos
epitopos. Sdo uma mistura heterogénea, geralmente obtida do soro de animais expostos ao
antigeno. Por outro lado, os anticorpos monoclonais derivam de uma Unica populacdo de
células B geneticamente idénticas, sendo altamente especificos para um Unico epitopo. Sdo
uniformes e produzidos por técnicas avancadas de biologia molecular, com aplicacdes
fundamentais em areas como terapia de cancer e diagnosticos precisos (HAMA et al., 2022).

Nesse sentido, como ressalta Bogen et al. (2016), o uso de controles positivos e
negativos é essencial para verificar a eficiéncia da técnica e identificar qualquer variacao
indesejada na reacdo de imuno-histoquimica. Os controles positivos sdo amostras de tecido
conhecidas por expressarem o antigeno de interesse, enquanto os controles negativos sao
amostras de tecido que ndo expressam o antigeno. A inclusdo desses controles permite
avaliar a sensibilidade, especificidade e validade dos resultados.

Os controles garantem que todas as etapas sejam executadas corretamente, desde a
preparacdo da amostra até a deteccao final do antigeno. Eles ajudam a identificar possiveis
problemas técnicos e a evitar resultados falsos ou inconclusivos. Os reagentes utilizados na
imuno-histoquimica possuem uma vida util limitada e seu desempenho pode se deteriorar ao
longo do tempo. E fundamental verificar a validade dos reagentes, incluindo anticorpos,
corantes e reagentes de deteccdo, para garantir resultados confiaveis (VYBERG et al., 2005).

A imuno-histoquimica desempenha um papel fundamental na deteccéo,
caracterizacao e compreensdo das doencas infecciosas. Ela oferece uma abordagem poderosa
para identificar agentes infecciosos em amostras de tecido, avaliar a resposta imune e
elucidar os mecanismos patologicos subjacentes. Com sua aplicacdo adequada e controle de
qualidade, a IHQ contribui significativamente para o diagnostico e tratamento das doencas
infecciosas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Neste estudo, buscou-se, abordar as etapas que envolvem a padronizagéo, execugéo
e a avaliacdo dos controles de qualidade nas rea¢@es de imuno-histoquimica para a pesquisa
de agentes infecciosos, realizadas pelo laboratério de imuno-histoquimica do Nucleo de
Anatomia Patoldgica (NAP), do Centro de Patologia (CP) do Instituto Adolfo Lutz (IAL).
Enfatizando a importancia de dedicar a devida atengdo a esse aspecto fundamental da
validacdo analitica.
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MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo de reviséo da literatura com levantamento de dados, visando
disponibilizar uma sintese das evidéncias relacionadas ao controle de qualidade interno
aplicado nas reacdes de imuno-histoquimica realizadas pelo Nucleo de Anatomia Patologica,
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do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. Para exemplificar melhor a dindmica dos
controles positivos dentro das reagdes de imuno-histoquimica, avaliamos o desempenho do
controle interno para a pesquisa de Leptospira interrogans nas reagOes de imuno-
histoquimica no periodo de 2019 a 2023. Para isso, analisamos os parametros do controle
positivo de Leptospira interrogans em cada reacdo e os principais apontamentos feitos pelos
patologistas na ficha de controles positivos do NAP-IAL, identificada pelo codigo A-NAP-
0081.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecdo do marcador para a deteccdo do agente infeccioso Leptospira interrogans
se deu devido a sua relevancia no contexto da salde publica para o diagnostico da
leptospirose, uma doenca com ocorréncia em todo o territorio brasileiro, especialmente em
areas com condicdes precéarias de saneamento basico, conforme relatado por Grumann et al
(2017) e Hama et al. (2022). Patologia esta que representa um numero significativo de casos
nas reacdes de imuno-histoquimica realizadas ao longo do ano pelo Nucleo de Anatomia
Patoldgica, do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. A Tabela 1 apresenta em
detalhes os dados coletados no periodo de 2019 a 2023.

Tabela 1 - ReagGes de imuno-histoquimica realizadas pelo NAP-IAL.

Reac¢fes com Reacgdes com
Total de Total de reaces com controles (+) controles (+)
Ano reacoes 0 marcador satisfatorios de insatisfatorios de
NAP-IAL Leptospira Leptospira Leptospira
interrogans interrogans interrogans
(%) (%)
2019 72 53 77,4 22,6
2020 70 24 83,3 16,7
2021 84 22 72,8 27,2
2022 95 53 81,1 18,9
2023 60 48 54,2 45,8

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Um dado digno de nota, é que nos anos de 2020 e 2021 houve o advento da pandemia
do COVID-19, onde pelo Decreto Estadual n°64.880 de 20 de marco de 2020, que se
decretou a pandemia, foram suspensas as autdpsias no estado de Sdo Paulo, fato esse que
levou a uma queda consideravel das investigacbes de vigilancia epidemiologica da
leptospirose proveniente das amostras de autopsias que séo recebidas pelo Instituto Adolfo
Lutz.

A ficha de controle de qualidade interno para controles positivos do NAP-IAL é
dividida em dois parametros: controles satisfatorios e insatisfatorios. Satisfatorios sao
controles que funcionaram e validaram o marcador na reacdo, e insatisfatorios sdo os que
ndo funcionaram e nao permitiram a validacdo do marcador na reacdo, entretanto,
analisando-se todas as reacGes com Leptospira interrogans no periodo de 2019 a 2023,
notamos sinalizacOes recorrentes dos patologistas aos controles insatisfatorios, sendo elas
“ruim, fraco, presen¢a de precipitado, borrado e reagdo de fundo”. Verificando-se 0s dados
obtidos, juntamente com os patologistas do NAP-IAL, algumas consideracdes importantes
foram feitas a respeito dos critérios de avaliacdo dos controles positivos, levando em conta,
essencialmente, a performance da marcacéo, auxilio e/ou impacto no diagnostico.
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Os controles designados como “satisfatorios/bons” representam controles que
alcancaram os critérios esperados. Eles exibem uma marcacdo visivel de IHQ, facilmente
identificavel e localizdvel na area tecidual-alvo, sem interferéncias na leitura sob
microscopia Optica. Esse padrdo permite a validacdo do marcador dentro da reacdo,
conforme descrito por David Dabbs (2019), ilustrado nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Lamina controle de Leptospira Figura 2 - Lamina controle de Leptospira
interrogans avaliada como “satisfatorio/bom” interrogans avaliada como “satisfatério/bom”
em aumento final de 100x. em aumento final de 400x.

Fonte: elaborado pelo autor (2023). Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Nos controles sinalizados como “insatisfatorios”, nota-se que ha divisdes
dentro deste mesmo parametro, pois, 0s parametros que interferem na visualizacao
ou impediram a mesma sdo variados. Dentre eles, 0 que impossibilita o diagndstico
e a validacdo do marcador ¢ o parametro “ruim”, pois este entende-se que o controle
ndo atingiu seu objetivo, ndo sendo possivel encontrar a marcacao de IHQ esperada,
necessitando obrigatoriamente, a repeticdo da reacéo para aquele marcador.

No que se refere ao parametro de avaliacdo "fraco"”, a questédo critica envolve
a possibilidade de o controle propiciar uma interpretacéo incorreta da marcacéo de
IHQ, o que pode levar a diagndsticos equivocadamente negativos devido a leve
intensidade da marcacdo. Especialmente na leptospirose, onde a marcacao ja é
conhecida por ser delicada e sutil, como demonstrado por Girio et al. (2004).

No parametro de avaliacdo "presenca de precipitado”, o principal desafio
reside na observacdo da marcagcdo da IHQ, que é dificultada pela presenca de
artefatos que podem ser confundidos com a marcacdo ou até mesmo impedir sua
visualizagdo nas areas alvo do tecido. No caso da leptospirose, sdo as células de
kupffer, conforme relatado no estudo de David Dabbs (2019).

O parametro de avaliagédo "borrado™ apresenta como principal desafio no
diagnostico a perda de nitidez na marcacdo IHQ, decorrente de residuos de reagentes
utilizados durante a rea¢do de imuno-histoquimica, como, por exemplo, o tampéo de
lavagem. Tal interferéncia vai de encontro a mesma problematica encontrada por
Grumann et al. (2017).

No parametro "reacdo de fundo™, ocorre a marcagdo em areas do tecido que
n&o deveriam ser marcadas, seja por serem sabidamente negativas ou por ndo estarem
devidamente padronizadas (marcag6es inespecificas) para a deteccdo de Leptospira
interrogans, exemplificada por Girio et al. (2004), impossibilitando o diagndstico e
podendo ocasionar em falsos positivos.

Os dados obtidos sdo consistentes com os achados da literatura, reforcando a
importancia de um diagnéstico minucioso para agentes infecciosos. Foram propostas
sugestoes significativas para aprimorar a ficha de controles positivos do NAP-1AL, incluindo
os parametros de dificuldade encontrados com mais frequéncia pelos patologistas na
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validagéo de controles positivos. Isso leva a uma conduta aprimorada no tratamento dos
controles com avaliacfes insatisfatorias, promovendo uma comunicacdo mais clara e

eficiente entre os patologistas e os analistas do NAP-IAL.
CONCLUSOES
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O controle de qualidade desempenha um papel fundamental na técnica de imuno-
histoquimica, garantindo a confiabilidade e precisao dos resultados obtidos. Ao implementar
rigorosos procedimentos de controle interno, é possivel minimizar a variabilidade técnica e
assegurar a consisténcia dos dados gerados. I1sso ndo apenas aumenta a confiabilidade dos
diagndsticos e pesquisas baseadas em IHQ, mas também promove avancos na compreensao
e tratamento de diversas condi¢des patoldgicas, especialmente na de agentes infecciosos que
exigem um diagndstico minucioso. Portanto, investir em um controle de qualidade robusto
na execucao da técnica de imuno-histoquimica é uma medida essencial para manter os mais
elevados padrdes de exceléncia e seguranca na pratica clinica e na pesquisa cientifica.
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Resumo: A influenza é uma infeccdo aguda do sistema respiratorio causada pelo virus
influenza. Os virus tipos A e B sdo os de expressivo impacto na sadude publica. O influenza
A, responsavel por importantes pandemias e maior morbimortalidade, é classificado de
acordo com a combinacdo de duas glicoproteinas presentes em sua superficie, a
hemaglutinina (HA), que facilita a ligacdo com a célula-alvo e auxilia a entrada do genoma
viral no citoplasma, além de ser o componente viral de reconhecimento imunoldgico
utilizado para composicao das vacinas, e a neuraminidase (NA), que facilita a liberagéo de
novas particulas virais da célula-alvo. A primeira linha de tratamento contra influenza é a
utilizacdo de inibidores de neuraminidase (NAI), sendo o oseltamivir (Tamiflu®) e
zanamivir (Relenza®) os representantes dessa classe medicamentosa utilizadas no Brasil e
disponiveis no Sistema Unico de Salde (SUS) como parte do componente estratégico. O
programa da rede global de vigilancia da influenza realiza a caracterizagdo antigénica e
genética dos virus circulantes para monitoramento do escape vacinal, e a suscetibilidade e
resisténcia aos antivirais por ensaios de fluorescéncia (NA-Fluor) e quimioluminescéncia
(NA-Star e NA-XTD) para garantir a eficacia do tratamento e atualizacdo vacinal. Este
monitoramento é essencial para determinar o papel dos antivirais especificos nos proximos
eventos de ampla disseminacdo viral. O objetivo deste trabalho foi apresentar brevemente
sobre 0s tipos de testes de suscetibilidade antiviral dos virus e o seu papel na vigilancia do
influenza, visando subsidiar a implantacdo futura da metodologia no Centro Nacional para
Influenza no NDR/IAL-SP.

Palavras-chave: Farmacorresisténcia viral; Influenza; Oseltamivir; Variabilidade
fenotipica; Vigilancia epidemioldgica

INTRODUCAO

A influenza, conhecida como gripe, € uma infeccdo aguda do sistema respiratorio,
cuja principal forma e a mais eficaz de controlar a disseminacéo e diminuir a frequéncia dos
casos graves e de Obito é a vacinacdo que, no Brasil, é disponibilizada no Sistema Unico de
Saude atraves do Programa Nacional de Imunizagédo (PNI) (BRASIL, 2018; BRASIL, [s.d.];
CDC, 2022). O influenza virus tipo A (IAV), responsavel pelas grandes pandemias
registradas, pode ser subtipado de acordo com a combinacdo das glicoproteinas presentes
em sua superficie, a hemaglutinina (HA ou H) e neuraminidase (NA ou N) (BRASIL, [s.d.];
DUWE, 2017; LAMPEJO, 2020). As diversidades antigénicas por meio do drift e shift
antigénico que ocorrem nessas glicoproteinas podem conferir as novas cepas do virus a
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habilidade de se esquivar da imunizagdo por vacinagdo, assim como conferir a elas
resisténcia aos antivirais (BRASIL, 2016; DUWE, 2017; LAMPEJO, 2020).

Os inibidores de neuraminidase (NAI), cujos representantes sd@o oseltamivir e
zanamivir, € a classe de antivirais de primeira linha para prevencao e tratamento de influenza
no Brasil, e atuam inibindo seletivamente a neuraminidase do virus (BRASIL, 2018). Por
mais que os virus influenza circulantes sejam suscetiveis aos NAls, entre 2007 e 2008, foram
detectadas cepas com a mutacdo H275Y, que apresenta resisténcia natural ao oseltamivir
(AIT-AISSA et al.,2017; CDC, 2016; DUWE, 2017; KIM et al., 2020; KRAMMER et al.,
2018; LAMPEJO, 2020; LEE, HURT, 2018; LINA et al., 2018; MURTAUGH et al., 2013;
OKOMO-ADHIAMBO et al., 2012).

O Instituto Adolfo Lutz (IAL), como um laboratorio de referéncia regional (LRR) e
centro de referéncia nacional para influenza (NIC, do inglés National Influenza Center),
participa do monitoramento do virus através da vigilancia amostral das unidades sentinelas
de Sindrome Gripal (SG) e vigilancia universal da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG), realizando a detec¢do do virus por RT-qPCR e sequenciamento genético, visando
a implantacdo de ensaios fenotipicos para melhorar o monitoramento e a investigacdo de
resisténcia aos antivirais, de forma a proporcionar um melhor tratamento para 0s pacientes.
Colabora também com o envio amostral para o Centro de Controle e Prevencao de Doengas
(CDC) para a composi¢do anual da vacina para o hemisfério sul (BRASIL, 2016; WHO,
2022).
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Devido aos fatores apresentados, este trabalho busca abordar brevemente sobre os
ensaios de suscetibilidade e ressaltar a importancia da resisténcia antiviral e seu papel na
vigilancia dos virus influenza, de forma a embasar a futura implementacdo da metodologia
no Centro Nacional para Influenza no NDR/IAL-SP.

METODOLOGIA

Para o presente trabalho foi realizado uma revisao sistematica com base em artigos
cientificos publicados em periédicos indexados em base de dados como Google Scholar,
PubMed, Wiley, Lilacs e outros semelhantes. A pesquisa foi realizada com as seguintes
palavras-chaves, isoladas ou combinadas: influenza, ensaio fenotipico, resisténcia,
suscetibilidade antiviral, inibidor de neuraminidase, oseltamivir, tamiflu, vigilancia e seus
equivalentes em lingua inglesa. A busca pelos artigos foi realizada entre os meses de maio a
outubro de 2023, dando preferéncias a publicagdes mais recentes respeitando o intervalo de
2010 a 2023, com enfoque em ensaios fenotipicos de resisténcia ao antiviral especificamente
voltado aos inibidores de neuraminidase, com foco no oseltamivir como contribuicéo para a
vigilancia no Brasil e para a rede global de vigilancia da influenza. Estudos que abordem
sobre 0 ensaio realizado em animais e/ou outros farmacos da classe dos NAI, exceto
oseltamivir e zanamivir, ndo foram incluidos devido a incompatibilidade com foco deste
trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As mutacbes virais podem ser detectadas por sequenciamento classico,
pirossequenciamento, RT-PCR, PCR digital ou por analise da curva de melting dos produtos
de amplificacdo de PCR e entre outras metodologias, que sdo técnicas sensiveis e nao
necessitam do isolamento viral. Contudo a detecgdo de resisténcia por ensaios genotipicos é
cara e somente valida para mutacOes especificas ja conhecidas ou com comprovacdo da
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resisténcia in vitro (DUWE, 2017; LAMPEJO, 2020; LAPLANTE, ST. GEORGE, 2014;
LINA etal., 2018; OH et al., 2023). A mudanga de um Unico nucleotideo, por mais que ndo
interfira na traducdo de RNAm, ou seja, ndo substitua 0 aminoacido e ndo altere o perfil de
resisténcia, pode resultar na ineficiéncia dos ensaios moleculares devido a perda de sinal de
deteccdo. Este fato ressalta a importancia de constantes estudos que propiciem atualizagfes
nas sequéncias genémicas e dos ensaios genotipicos, demonstrando também a necessidade
e a relevancia dos ensaios fenotipicos, que ndo dependem do sequenciamento e, por
conseguinte, sdo menos suscetiveis a essas alteracdes (LAPLANTE, ST. GEORGE, 2014).
Sendo assim, a correlagdo entre a presenga da mutacgao relacionada com resisténcia e a sua
ocorréncia in vitro ainda é incerta e podem existir mutacdes ndo identificadas,
impossibilitando a detec¢do somente por analise genotipica (DUWE, 2017).

Enquanto a deteccdo de resisténcia por ensaios genotipicos sao o padrdo ouro para
classe das adamantonas, para os NAIs o padréo ouro sdo os ensaios fenotipicos, seguidos de
confirmacdo por ensaios genotipicos, tais quais, 0 pirossequenciamento e sequenciamento
da neuraminidase por Sanger, que também sdo aplicadas para identificacdo de marcadores
de resisténcia das demais classes de antivirais, os adamantanos, NAIs e os ndo NAls, que
incluem os inibidores da polimerase (baloxavir marboxil, favipiravir, pimodivir),
nitazoxanide e DAS181, que se encontra nas fases finais do estudo clinico (AIT-AISSA et
al., 2018; DUWE, 2017; KRAMMER et al., 2018; LEE, HURT, 2018; OH et al., 2023;
OKOMO-ADHIAMBO et al., 2012; ZAMBON, 2012). Ao estabelecer a vigilancia viral
com duas estratégias, genotipicas e fenotipicas, evita-se a interpretacdo equivocada dos
resultados individualizados, permitindo otimizar as acBes da vigilancia focando nas
variantes que efetivamente representam uma ameaca para satde publica (ZAMBON, 2012).

Os ensaios fenotipicos para determinacdo de suscetibilidade aos NAIs, segundo a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), sdo os ensaios por fluorescéncia (NA-Fluor) e
quimioluminescéncia (NA-Star e NA-XTD) disponibilizados por Kkits comerciais e
dependentes de isolamento viral, porém permitem a determinacgdo da concentragdo inibitoria
de 50% (ICs0) (DUWE, 2017; HODGES et al., 2019; OH et al.,, 2023; OKOMO-
ADHIAMBO et al., 2012; WHO, ¢2023). A escolha para o ensaio ideal depende de fatores
relacionados a capacidade de adequacao do laboratério quanto ao custo, sustentabilidade,
velocidade de obtencdo dos resultados, confiabilidade dos valores obtidos e acessibilidade,
sendo essencial criar critérios que definam a suscetibilidade e identifiguem casos que
necessitam de maiores investigacdes (MURTAUGH et al., 2013; OKOMO-ADHIAMBO et
al., 2012).

Devido & dependéncia do isolamento viral, os ensaios fenotipicos ndo sdo ensaios
imediatos, ndo sendo ideais para diagnosticos rapidos. Visando melhorar o rendimento do
ensaio fenotipico, estd em desenvolvimento o iIART (Influenza Antiviral Resistance Test),
uma alternativa de ensaio fenotipico voltada para pesquisa, capaz de ser realizado
diretamente sobre as amostras clinicas e de detectar o virus influenza com inibicdo reduzida
ou inibicdo altamente reduzida ao oseltamivir, o que otimizaria 0 acompanhamento no
tratamento com o antiviral (HODGES et al., 2019; LEE, HURT, 2018; OKOMO-
ADHIAMBO et al., 2012). Ao realizar preferencialmente o ensaio fenotipico, é possivel
realizar a deteccdo de resisténcia independentemente de ser causada por uma mutagao
comum, rara ou até mesmo por uma nova mutacao, independente da realizacdo do ensaio
genotipico (KRAMMER et al., 2018; LAPLANTE, ST. GEORGE, 2014; LEE, HURT,
2018; TREURNICHT et al., 2018).

Os valores de ICsp ndo podem ser diretamente relacionados a concentragdo de
farmaco necessaria para inibir a replicacdo viral no paciente infectado, visto que 0s
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pardmetros clinicos ainda precisam ser estabelecidos e a identificagdo de resisténcia nos
isolados virais é para vigilancia do virus influenza (DUWE, 2017; LEE, HURT, 2018; LINA
et al., 2017). A versatilidade dos ensaios e dos substratos utilizados no isolamento viral e a
auséncia de cut off, além de amostras que tenham a presenca combinada de virus resistentes
e sensiveis, sdo fatores que impedem a correlagdo direta entre 1Cso e resisténcia clinica
(LINA etal., 2017; OKOMO-ADHIAMBO et al., 2012; ZAMBON, 2012). Embora o valor
de cut off ndo tenha sido definido para classificar a resisténcia clinica, a OMS e 0s GISRS
adotam que o valor de 1Cso de 10 a 100 vezes maior em comparagdo com a atividade da
neuraminidase ndo tratada com o antiviral, apresentam suscetibilidade reduzida e, se maior
que 100 vezes, suscetibilidade altamente reduzida, como referéncia para caracterizacdo da
suscetibilidade do virus através da concentragdo de inibicdo (AIT-AISSA et al., 2017;
BRAGSTAD et al., 2019; DUWE, 2017; LAPANTE, ST. GEORGE, 2014; LEE, HURT,
2018; KIM et al., 2020; OH et al.,2023).

Para a vigilancia do uso de NAIls a prioridade dos laboratorios deve ser em
estabelecer uma metodologia padronizada, realizar a investigacdo quanto a resisténcia
natural, sem historico de uso prévio do antiviral e a caracterizagdo dos virus circulantes (KIM
et al., 2020; ZAMBON, 2012). Com a baixa cobertura vacinal e baixa efetividade das
vacinas, 0 monitoramento constante do tratamento através do ensaio de suscetibilidade aos
inibidores de neuraminidase torna-se crucial, devendo ser realizado principalmente, porém
ndo exclusivamente, em pacientes imunocomprometidos, pacientes que apresentam alto
risco de desenvolver casos graves e criangas que ndo estejam obtendo resposta ao tratamento,
por conta dos altos riscos e da rapidez que a resisténcia pode ser desenvolvida durante o
tratamento ou devido ao aumento da populacdo viral que apresenta a resisténcia
(BRAGSTAD et al., 2019; KIM et al., 2020; KRAMMER et al., 2018; LAMPEJO, 2020;
LAPLANTE, ST.GEORGE, 2014; OH et al., 2023; TREURNICHT et al., 2018).
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CONSIDERACOES FINAIS

Para 0 monitoramento do influenza, é importante que sejam realizados 0s ensaios de
resisténcia, para uma amostragem significativa de todos os tipos e subtipos de influenza
detectados, tanto por ensaios genotipicos quanto fenotipicos, para melhor estruturacdo e
historicidade das mutagOes virais, potencializando as medidas coletivas de imunizagédo e
delineando com maior embasamento e precisdo as acles frente a possiveis surtos. Além de
contribuir para a vigilancia da resisténcia aos inibidores de neuraminidase (NAI), que até
entdo, sdo a principal classe medicamentosa para profilaxia e tratamento de influenza, por
mais que novas classes de antivirais e farmacos tém sido desenvolvidos e outros introduzidos
no mercado. N&o excluindo a necessidade de reforgar as campanhas anuais de imunizagao
contra influenza, a fim de auxiliar a diminuig&o do uso de antivirais e consequentemente 0s
casos de resisténcia.

As informagdes concebidas por esses ensaios podem auxiliar na gestéo de recursos
para obtencdo de medicamentos eficazes para o tratamento das cepas circulantes, de forma
a garantir a seguranca do paciente tornando, seu tratamento mais bem direcionado e preciso.
Por fim, o investimento na implementacdo dos ensaios de resisténcia aos antivirais no 1AL
fortalecera a vigilancia laboratorial do virus Influenza na sua area de abrangéncia e produzira
informacdes relevantes que preencherdo lacunas sobre o fenétipo viral que a vigilancia
gendmica ndo pode responder isoladamente, as quais sdo essenciais para o planejamento de
estratégias para proteger a salde da populacéo.
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DETERMINACAO DE ACIDOS GRAXOS TRANS EM OLEOS DE

SOJA
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?Docente/pesquisador do Nucleo de Quimica, Fisica e Sensorial - NQSA — IAL

Resumo: Os impactos causados com o consumo de &cidos graxos trans (AGT’s) na
alimentacdo tem motivado uma série de estudos em relacdo aos maleficios associados ao seu
alto consumo, este estudo refor¢a a importancia de manter os niveis de AGT’s dentro dos
limites estabelecidos pela ANVISA como medida de saude publica. O objetivo deste estudo
foi avaliar os teores de AGT’s em 0leos de soja, com énfase nas regulamentacdes vigentes.
Foram analisadas 36 amostras de 6leos de soja, de diferentes marcas e lotes, coletadas pela
Vigilancia Sanitaria durante Programas de Monitoramento entre 2022 e 2023. A
metodologia envolveu a transesterificacdo alcalina de hidroxido de potassio (KOH)
metanolico 2 mol.L%, conforme o método IUPAC 2301, com modificacdes do Instituto
Adolfo Lutz. Foi utilizada a cromatografia gasosa como técnica analitica para determinar os
teores de AGT’s, com coluna capilar de silica fundida. A identificagdo dos componentes foi
realizada com o auxilio de padrdes cromatogréaficos, e a quantificacdo seguiu a metodologia
descrita no Livro de Normas do Instituto Adolfo Lutz. Os resultados indicaram variagfes
nos teores de AGT’s entre diferentes marcas de dleos de soja, com algumas amostras
excedendo os limites permitidos de 2,0g. No entanto, houve uma diminui¢do notavel nos
teores de AGT’s em comparacdo com estudos anteriores, sugerindo a eficicia das medidas
regulatérias em curso.

Palavras—chave: Gorduras trans; legislacdo; éleo vegetal

INTRODUCAO

Nos dltimos anos, uma atencdo crescente tem sido voltada para os impactos do
consumo de gorduras trans (AGT) na saude, o que tem motivado uma série de estudos e
discussdes a respeito dos maleficios associados ao seu alto consumo. As gorduras trans,
também conhecidas como acidos graxos de isomeria trans, sdo provenientes de gorduras
parcialmente hidrogenadas e estdo presentes em uma variedade de produtos alimentares,
abrangendo desde 0Oleos vegetais e margarinas industriais até sorvetes, chocolates, pipocas,
bolachas, fast food e até mesmo carnes e seus derivados, provenientes de animais ruminantes
(MARTIN et al., 2004).

Os AGT’s sdo um tipo de gordura insaturada que pode ser encontrada em 6leos
vegetais parcialmente hidrogenados, produzidas durante o processo de hidrogenacdo, um
método industrial para transformar 6leos liquidos em gorduras sélidas, como na producéo
de margarina e gorduras usadas em produtos de panificagdo. A utilizacdo especifica de 6leos
vegetais parcialmente hidrogenados na industria alimenticia € motivada para melhorar a
textura e a durabilidade dos alimentos (FREIRE et al., 2013).
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Os AGT’s podem ser de origem bioldgica, ou seja, quando sdo sintetizados
naturalmente por animais ruminantes, ou produzidos pelo homem por meio de diferentes
processos tecnoldgicos. Alimentos obtidos de animais ruminantes, como carne, leite e seus
derivados, contém AGT naturais como vacénico, ruménico e palmitico. Ja os AGT de origem
industrial sdo formados a partir da isomerizacdo de &cidos graxos cis presentes em 6leos
vegetais em dois processos induzidos termicamente: a) pela desodorizacdo industrial, que €
um processo comum na industria de dleos vegetais, onde os 6leos sdo aquecidos a altas
temperaturas para remover componentes volateis de sabor e odor indesejaveis; b) pela
reutilizacdo prolongada de 6leos vegetais na fritura de alimentos em altas temperaturas
(MERGCON, 2010; BRASIL, 2019).

Os AGT’s podem ser encontrados em Oleos vegetais refinados devido as altas
temperaturas utilizadas durante o procedimento de desodorizacdo, podendo induzir a
isomerizacdo geométrica em especial do acido linoléico (C18:2 9¢,12c) e do &cido linolénico
(C18:3 9c,12c¢,15c¢). Tasan e Demirci (2003) observaram que o contetdo do isdmero trans
C18:2 aumentou 13,8 vezes ao final do processo de refino.

No Brasil, como estratégia para diminuir o consumo de AGT, foi publicada pela
ANVISA a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 632, de 24 de margo de 2022 que
dispde sobre a restricdo de uso de gorduras trans em alimentos, limitando a quantidade de
AGT em 6leos vegetais em 2 gramas por 100 gramas de gordura total. A partir de 1° de
janeiro de 2023, ficam proibidos a producdo, a importacdo, o uso e a oferta de oleos e
gorduras parcialmente hidrogenados para uso em alimentos e de alimentos formulados com
estes ingredientes (BRASIL, 2022).

Existem alimentos que possuem nos rotulos a descricdo zero e de acordo outra
resolucdo da ANVISACAO, a RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003:
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(...) na informagdo nutricional sera expressa como ‘zero’ ou ‘0’ ou “ndo contém’
para valor energético e ou nutrientes quando o alimento contiver quantidades
menores ou iguais as estabelecidas como ‘ndo significativas’ (BRASIL, 2003).

As gorduras trans produzidas industrialmente sdo consideradas particularmente
prejudiciais para a salde devido ao seu impacto negativo no perfil lipidico sanguineo,
aumentando os niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL), diminuindo os niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL) e aumentando assim o risco de doengas cardiacas. A
eliminacdo dessas gorduras da cadeia alimentar é vista como uma medida eficaz para reduzir
a carga global de doencas cardiovasculares (SANTOS et al., 2013; BRASIL, 2019).

O objetivo do trabalho foi avaliar os teores de acidos graxos trans em 6leos vegetais
e verificar sua adequacéo a legislacéo vigente.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 36 amostras de 6leos de soja, de 12 diferentes marcas, coletadas
pela Vigilancia Sanitaria durante Programas de Monitoramento entre 2022 e 2023. As
amostras analisadas de mesma marca eram de lotes diferentes. Na Tabela 1 constam os dados
das amostras analisadas.

Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de 6leo de soja analisadas nos anos de 2022 e 2023
Teores de AGT no rotulo

Identificacéo Amostra Marca Fabricacéo (9/100g)
0s1 Oleo de Soja A 23/03/2022 0g
0S2 Oleo de Soja A 18/03/2022 0g
0S3 Oleo de Soja A 25/02/2022 0g
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0s4 Oleo de Soja A 01/05/2022 0g
0S5 Oleo de Soja C 22/03/2022 0g
0S6 Oleo de Soja D 22/12 2022 0g
0s7 Oleo de Soja D 18/03/2022 0g
0S8 Oleo de Soja D 02/02/2022 0g
0S9 Oleo de Soja D 23/05/2022 0g
Identificacio Amostra Marca Fabricacdo Teores d(eg,/é\l(g('); )n o rotulo
0S10 Oleo de Soja D 02/02/2022 0g
0S11 Oleo de Soja F 26/02/2022 0g
0S12 Oleo de Soja H 25/03/2022 0g
0S13 Oleo de Soja H 07/05/2022 0g
0S14 Oleo de Soja H 07/04/2022 0g
0S15 Oleo de Soja H 29/03/2022 0g
0S16 Oleo de Soja H 13/05/2022 0g
0Os17 Oleo de Soja H 20/04/2022 0g
0s18 Oleo de Soja H 31/03/2022 0g
0S19 Oleo de Soja I 09/03/2022 0g
0S20 Oleo de Soja | 12/04/2022 0g
0Ss21 Oleo de Soja I 24/05/2022 0g
0S22 Oleo de Soja I 28/03/2022 0g
0S23 Oleo de Soja J 22/02/2022 0g
0S24 Oleo de Soja J 23/03/2022 0g
0S25 Oleo de Soja K 06/03/2022 0g
0S26 Oleo de Soja K 26/04/2022 0g
0S27 Oleo de Soja K 22/05/2022 0g
0S28 Oleo de Soja K 17/03/2022 0g
0S29 Oleo de Soja L 10/10/2022 0g
0S30 Oleo de Soja L 25/10/2022 0g
0S31 Oleo de Soja L 24/11/2022 0g
0s32 Oleo de Soja L 17/09/2022 0g
0S33 Oleo de Soja M 09/05/2022 0g
0S34 Oleo de Soja M 07/06/2022 0g
0S35 Oleo de Soja N 04/05/2022 0g
0S36 Oleo de Soja 0 14/04/2022 0g

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

As analises foram realizadas no Nucleo de Quimica, Fisica e Sensorial do Centro de
Alimentos do Instituto Adolfo Lutz. A técnica analitica utilizada foi a cromatografia em fase
gasosa. que consiste na separagdo de compostos quimicos. Os 0leos vegetais contém acidos
graxos que por reacdo de transesterificacdo sdo convertidos em seus ésteres metilicos de
acidos graxos (EMAG) correspondentes.

Os acidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG),
conforme descrito em Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2005). Os EMAG foram analisados pela técnica de cromatografia em fase
gasosa (cromatdgrafo Focus GC, Thermo) com detector de ionizacdo de chama (DIC) e
separados em coluna capilar de silica fundida, modelo HP-88 marca Agilent (100m,
0,25mm; 0,25um). Foram empregadas as seguintes condi¢Ges cromatograficas: temperatura
programada da coluna: 180°C (65 min) e rampa de aquecimento de 15°C.min-1 até 215°C
(18 min). Temperatura do injetor e detector: 250°C, pressdo na coluna: 170 kPa, gas de
arraste: hidrogénio, volume de injecdo: 1 puL.

Para a identificacdo dos componentes foram utilizados padrdes cromatograficos: mistura de
37 EMAG do C4 ao C24, mistura de isdbmeros cis/trans do &cido linoleico, mistura de
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isdbmeros cis/trans do acido a-linolénico, padrdes individuais do &cido elaidico e trans
vacénico.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados dos teores de AGT obtidos nas analises.
Os valores de AGT nos 6leos de soja variaram de 0,34 a 3,04 g/100g, que diferenciam entre
as marcas e lotes.

Tabela 2. Teores de &cidos graxos trans (AGT) em 6leos de soja analisados nos anos 2022

e 2023.
Marca Amostras (Qtd.) AGT (g/100g)
A Oleo desoja  (4) 0,76,0,76,1,1e 1,18
C Oleodesoja (1) 1,61
D Oleo de soja (5) 0,34,0,34,0,42,0,42 ¢ 0,76
F Oleo desoja (1) 0,68
H Oleo de soja @) 1,61, 1,61, 1,86, 1,94, 2,03, 2,62 a 3,04
I Oleo de soja  (4) 0,59, 0,85, 0,93 1,18
J Oleodesoja  (2) 0,85e 1,69
K Oleo desoja  (4) 0,68, 0,76,0,85 ¢ 1,01
L Oleo de soja  (4) 1,35,1,69, 2,2 e 2,11
M Oleodesoja  (2) 1,52 e 1,61
N Oleo desoja (1) 0,93
o Oleo desoja (1) 2,03

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Dos 36 Oleos de soja avaliados, seis (17%) amostras,das marcas H, L e O,
apresentaram valores acima de 2g/100g de AGT. Os valores mais elevados de AGT foram
verificados nos 0leos de soja da marca H, atingindo 3,04 g/100g. Verifica-se que mesmo
dentro de uma mesma marca ha variacdo entre lotes, para a marca H, por exemplo, em
que foram analisadas sete amostras, foi observado valores variando de 1,61 a 3,04 g/100g,
sugerindo que ndo houve uma padronizag¢éo no controle do processo de desodorizacéo.

Em estudo desenvolvido por Hou et al. (2011) foram avaliadas 29 amostras e 17
amostras (58,6%) apresentaram teores acima de 2 g/100g de AGT, com concentragdes
variando de 0,23 e 3,11 g/100g, valores similares aos verificados no presente estudo.

Em pesquisa realizada por AUED-PIMENTEL et al. (2009) com amostras de 6leo de
soja comercializadas no estado de S&o Paulo, verificou-se que, das 34 amostras analisadas,
16 (47%) apresentaram niveis acima 2 g/100g T, valores superiores aos verificados neste,
demonstrando uma melhoria ao longo dos anos da qualidade do processo de desodorizagao
e adequacdo da rotulagem quanto a quantidade de AGT.

Na composic¢éo dos acidos graxos trans, foram identificados predominantemente os
isbmeros de AGT dos acidos graxos C18:2t (acido linoleico) e o C18:3t (acido linolénico),
incluindo C18:2 9c,12t e C18:2 9t ,12c, C18:3 9t,12t,15c, C18:3 9t,12c,15t, C18:3
9c,12t,15t, C18:3 9c,12t,15¢, C18:3 9t,12¢,15¢. Ja Hou et al. (2011) encontraram também
isdbmeros C18:1 9t.

A variabilidade consideravel nos teores de AGT entre as amostras de 6leos de soja
analisadas pode estar relacionada ao processo de producéo e refino de cada marca e também
da qualidade do processo de fabricacdo (RIBEIRO et el., 2007). Mas € notavel que os niveis

167




de AGT vem diminuindo consideravelmente com o0s anos, e essa reducdo também é
associada as medidas de monitoramento que estdo sendo empregadas por parte da ANVISA
e OMS, governos e organizacgdes da sociedade civil, na restricdo do uso de gorduras trans
nos alimentos, com o objetivo de reduzir os riscos a saude publica. As regulamentacdes e
diretrizes devem ser levadas em conta a fim de eliminar as gorduras trans em alimentos
processados, no objetivo de proteger a salde da populacdo. O trabalho junto a legislacdo é
essencial para proteger a saude publica, destacando na pesquisa a importancia de continuar
a vigilancia para garantir a conformidade dos 6leos vegetais com os padrdes estabelecidos.
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CONCLUSOES

Os resultados das 36 amostras de 6leos de soja indicaram variacdes significativas
entre as marcas, e seis (17%) estavam com valores de AGT acima do permitido (2 g/100g).
Embora os resultados indiqguem uma reducéo substancial nos niveis de AGT em comparacao
com outros estudos, algumas amostras ultrapassaram os limites aceitaveis destacando a
necessidade de monitoramento continuo destas amostras.

Esta pesquisa enfatiza o papel vital da regulamentacdo na protecdo da saide publica
e ressalta a necessidade de vigilancia persistente para garantir a adesao dos 6leos vegetais
aos padrdes estabelecidos. A conscientizagdo sobre os riscos a salde associados a0 consumo
de AGT em alimentos processados continua sendo fundamental na promoc¢éo de escolhas
alimentares mais saudaveis.
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Resumo: O diagnostico da neurocisticercose (NCC) é complexo e requer a combinacdo de
varios elementos, incluindo caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, exames de imagem e
testes imunologicos para detectar antigenos ou anticorpos especificos do parasita. Esta
revisdo propde apresentar os principais méetodos laboratoriais atualmente empregados no
diagnostico da cisticercose humana. Com os dados da literatura foi possivel observar um
destaque  maior para as metodologias  imunoenzimética-ELISA e de
imunoeletrotransferéncia ligada a enzima, além disso, os trabalhos encontrados indicam que
0s testes rapidos podem ser uma alternativa promissora para o diagnéstico da NCC em areas
com recursos limitados, mas ainda precisam de mais estudos para aprimorar seu desempenho
analitico. E possivel concluir que o desenvolvimento de testes rapidos mais sensiveis e
especificos e 0 emprego antigenos recombinantes e sintéticos sdo metas importantes na area
de diagnostico da cisticercose humana.

Palavras—chave: Taenia solium; Neurocisticercose; Diagndstico laboratorial; Antigenos;
Metodologias.

INTRODUCAO

A Taenia solium (T.solium) é um parasita zoon6tico que possui distribuicdo global,
com alta taxa de transmissdo na América Central, América do Sul, Sudeste Asiético e Africa
subsaariana. As infeccdes por T. solium (teniase/cisticercose) constituem um grande
problema de saude publica devido a sua alta endemicidade em paises de baixa renda. A
criacdo de suinos domésticos junto as méas condicBes sanitarias permite o estabelecimento
do ciclo de vida do parasita. A neurocisticercose (NCC) ou cisticercose humana ocorre
quando o homem acidentalmente entra no ciclo como hospedeiro intermediario ao ingerir 0s
ovos infectantes de T.solium pela via fecal-oral. Apds a ingestdo desses ovos, 0s embrides
sdo liberados, atravessam a mucosa intestinal, migram pelo sistema circulatério e
desenvolvem-se em cisticercos em multiplos tecidos. Porém, o parasita geralmente é
destruido pelo sistema imunolégico do hospedeiro nesses tecidos, sendo capaz de sobreviver
principalmente em locais imunologicamente privilegiados, como o cérebro e os olhos
(GARCIA et al., 2018a, DIXON et al., 2021).

A NCC, uma das principais causas de epilepsia adquirida no mundo, é responsavel
por cerca de 30% dos casos em areas endémicas da doencga. (WHO, 2021) A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estima que o total de pessoas com neurocisticercose sintomatica
ou assintomética é de 2,56 a 8,30 milhdes. No entanto, a base de dados relacionada a
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epidemiologia do complexo teniase/cisticercose, mais especificamente da NCC, é bastante
escassa, com dados pouco genuinos e caréncia de informacdes atualizadas em relacao a real
situacdo epidemioldgica dessa enfermidade no Brasil e no mundo. Demonstrando assim, a
indiferenca em relacdo a doenca e ao seu monitoramento, considerada negligenciada.

O diagnostico da NCC ndo é fundamentado exclusivamente em um Unico exame,
mas sim na combinacdo de diversos elementos, incluindo a analise das caracteristicas
clinico-epidemioldgicas, os achados em exames de imagem, como a tomografia
computadorizada e a ressonancia magnética, e o diagndéstico laboratorial para a deteccdo de
antigenos ou anticorpos especificos do metacestdide de T.solium (fase larval) em amostras
de soro ou liguido cefalorraquidiano (LCR) (GARCIA et al., 2014, ZAMMARCHI et al.,
2017). Nesse contexto, surgiu a necessidade de explorar alternativas mais especificas e
precisas para o diagnéstico da cisticercose humana, com a finalidade de apresentar nesta
revisdo 0s seus principais métodos sorolégicos utilizados.
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MATERIAL E METODOS

O levantamento bibliogréfico foi realizado em trés bases de dados — PubMed, SciELO
e Scopus, com os seguintes descritores — Taenia solium, Cysticercus cellulosae, cisticercose,
neurocisticercose, diagnostico, antigenos, biomarcadores e epidemiologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos soroldgicos para detectar anticorpos contra antigenos de T. solium em
amostras de soro ou LCR, descritos a seguir, sdo ferramentas importantes para diagndstico
da NCC, dentre os quais se destacam os testes de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e de
imunoeletrotransferéncia ligada a enzima (EITB). Apesar de menos empregados, 0s ensaios
para deteccdo de antigenos também sdo encontrados na literatura.

Hemaglutinagé&o indireta

A técnica de hemaglutinacdo indireta ou passiva (HP) se baseia na capacidade dos
anticorpos em aglutinar as hemacias sensibilizadas com o antigeno de interesse. Foi
desenvolvida por Karl Landsteiner, imunologista austriaco-americano, na primeira metade
do século XX. Desde entdo, esse método foi padronizado para a aplicagdo em muitas
enfermidades, sendo bem estabelecido para o diagnostico da cisticercose humana
(FERREIRA et al., 1997, UEDA et al., 1988). Estudos realizados no Instituto Adolfo Lutz
(IAL), empregando a técnica de HP com antigeno de extrato bruto de T. solium em amostras
de LCR de pacientes com NCC, disturbios neurolégicos diversos e pessoas aparentemente
saudaveis, mostraram sensibilidade e especificidade acima de 81,7% e 94,4%,
respectivamente (PIALARISSI et al. 1987; UEDA et al., 1988). Por se tratar de um ensaio
com razoavel sensibilidade, baixo custo, fécil aplicacdo e de execucdo rapida, até
recentemente, a HP foi bastante utilizada como suporte do diagnéstico da neurocisticercose.

Imunofluorescéncia indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) é amplamente utilizado no diagnéstico
laboratorial de virus, bactérias, protozoarios ou outros componentes celulares. A IFI foi
desenvolvida na década de 40, inicialmente com o objetivo principal de permitir a
visualizacdo e a identificacdo de componentes especificos em células e tecidos pela
aplicacdo de anticorpos marcados com fluoréforos, que emitem fluorescéncia quando
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expostos a luz ultravioleta. Desde entdo, essa metodologia foi aplicada com éxito no
diagnostico de diversas patologias, incluindo a neurocisticercose (VIANNA et al., 1992).
Em uma avaliacdo de desempenho desta técnica implantada no IAL, obteve-se a
sensibilidade de 97,6% e especificidade de 98,9% (PIALARISSI et al., 1987). Juntamente
com o ELISA, atualmente é um dos métodos utilizados no IAL para o diagnostico de
cisticercose humana.

Imunoabsorc¢do Enzimatica

O ensaio de imunoabsorcéo enzimética, conhecido como ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), se baseia na deteccdo de ligacBes antigeno-anticorpo através de
reagbes enzimaticas. O ensaio surgiu como um método alternativo a técnica de
radioimunoabsorcdo (RIST), apresentando diversas vantagens em comparacdo a este. No
contexto do diagnostico laboratorial da neurocisticercose, o ELISA pode ser empregado para
a deteccdo de anticorpos contra T. solium ou de antigenos do parasita (COSTA, 1986,
TELLEZ-GIRON et al., 1987).

Diversos trabalhos relatam a pesquisa de anticorpos por ELISA no diagndstico de
NCC, como na pesquisa de Carod et al. (2012) que avaliaram o desempenho analitico de
cinco kits comerciais em amostras de soro de pacientes com a doenca, positivos para outras
parasitoses e grupo controle. Foi encontrada alta especificidade (acima de 90%) em trés dos
cinco testes e baixa sensibilidade em todos (42,9% a 71,4%). Em uma investigacdo mais
ampla a respeito de dois kits de ELISA do estudo anterior, foi observado menor desempenho
tanto na sensibilidade quanto na especificidade (GARCIA et al., 2018b). A baixa
sensibilidade pode estar relacionada ao nimero e viabilidade dos cistos, visto que o grau da
resposta imune pode variar muito em cada um dos casos, ocorrendo uma resposta mais
branda em situagdes de cistos Unicos e para aqueles com presenca de cistos calcificados, a
resposta imune diminui com o tempo. Em ambos os estudos, 0s soros de pacientes com
Echinococcus spp apresentaram altas taxas de reagdes cruzadas.

A deteccdo de antigeno pelo ELISA (Ag-ELISA) também é considerada uma
importante ferramenta diagndstica pela sua capacidade em detectar pacientes com parasitas
viaveis. Desta forma, a pesquisa de antigenos torna-se Util aos individuos que se beneficiam
do medicamento anti-helmintico, por permitir o acompanhamento do tratamento e da cura
clinica (PARKHOUSE et al., 2018). No entanto, Ag-ELISA apresenta desvantagens, como
sua moderada sensibilidade, especialmente em individuos com um Unico cisto, e 0 alto custo
associado ao uso de anticorpos monoclonais especificos (HERNANDEZ et al., 2019). Este
ensaio € realizado no formato "sanduiche," e os principais antigenos pesquisados sdo
B158/B60 e HP10, que a principio foram desenvolvidos para a detec¢do de antigenos
cisticercais de Taenia saginata. Posteriormente, estes foram adaptados para uso em casos de
cisticercose humana em funcgéo de suas reagdes cruzadas. Atualmente, o ELISA B158/B60
€ 0 Unico ensaio disponivel comercialmente para o diagnostico de NCC (CASTILLO et al.,
2023).

Teste de imunoeletrotransferéncia ligada a enzima

A imunoeletrotransferéncia ligada a enzima (EITB) é um ensaio de Western blot
(WB) para deteccdo de anticorpos em amostras de soro ou LCR, em que sdo utilizadas
glicoproteinas purificadas por meio de cromatografia de afinidade em lectina de lentilha em
extrato bruto do metacestoide. Composta por sete glicoproteinas (GP13, GP14, GP18, GP21,
GP24, GP39-42 e GP50), a reatividade em qualquer uma das sete bandas, o resultado da
amostra é positivo. Criada com o objetivo de auxiliar nos resultados dos exames de imagem,
a EITB é considerada padrdo de referéncia no diagnéstico da NCC pela alta sensibilidade e
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especificidade (GARCIA et al., 2018b). No entanto, ha dificuldades na obtencdo do
antigeno, necessidade de um estoque constante de antigenos oriundos de suinos naturalmente

infectados e, por se tratar de uma metodologia sofisticada e cara, precisa de equipamentos
especificos e profissionais qualificados.
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Teste rapido

Para ser considerado um bom método de diagnostico, algumas caracteristicas
desejaveis incluem acessibilidade, simplicidade metodoldgica, sensibilidade e
especificidade. (MUBANGA et al., 2019). Nesse contexto, uma alternativa que tem sido
destaque na comunidade cientifica é o teste rapido (TR), conhecido como “point of care”
(diagnostico no local de atendimento), com tecnologia de imunocromatografia de fluxo
lateral para deteccdo de anticorpos circulantes. Esse ensaio é notavelmente simples, cuja
execucdo, leitura e interpretacdo ocorrem em até 30 minutos e ndo necessita de infraestrutura
laboratorial. Pode ser implementado em servigos de saude de baixa complexidade e,
frequentemente, é a primeira linha de contato para pacientes de &reas endémicas. 1sso
permite que individuos com suspeita de NCC possam ser diagnosticados de forma rapida e
acessivel.

Dentre os artigos que abordam esse tema, um deles relata sensibilidade de 49% e
especificidade de 91%. As amostras foram provenientes de pacientes com crises epilépticas
ou dor de cabeca grave e progressiva recrutados de trés hospitais no sul da Tanzania. Todos
0s pacientes com TR positivo e cada décimo paciente com resultado negativo foram
submetidos ao exame de tomografia computadorizada do cérebro e aos testes de referéncia
para cisticercose (STELZLE et al., 2023). Enquanto no estudo de MUBANGA et al. (2021)
foram selecionados 1.200 participantes da provincia oriental da Zambia, area conhecida pela
endemicidade de T.solium. A sensibilidade foi de 35% e a especificidade de 87%. O primeiro
artigo sugere que os resultados sdo promissores, o segundo considera os seus insuficientes
para 0 uso na triagem da neurocisticercose. No entanto, € importante observar que esse tipo
de teste pode ser extremamente Util na triagem de pacientes suspeitos da doenca em areas
com recursos limitados, que frequentemente correspondem as regides endémicas.

Antigenos

Vale ressaltar, que nos ensaios que buscam a detec¢do de anticorpos, como 0s
mencionados anteriormente, a escolha do antigeno desempenha um papel fundamental na
eficacia do método diagndstico. Dentre os trabalhos encontrados, uma solucéo altamente
promissora, para superar os desafios relacionados aos antigenos naturais de T. solium,
envolve o emprego de antigenos sintéticos ou recombinantes. (RODRIGUES et al.,2012).

CONCLUSOES

Com base na analise da literatura cientifica, foi possivel identificar os principais
testes e antigenos estudados e amplamente utilizados no diagnostico laboratorial da
neurocisticercose. E evidente que, embora o EITB seja considerado o teste imunoldgico de
referéncia para auxiliar no diagnéstico definitivo da NCC, outros métodos, como o ELISA,
a HP e a IFI, ainda desempenham um papel crucial, particularmente em areas onde a
realizacdo do EITB pode ser invidvel. O cenario ideal no campo dos imunoensaios para a
cisticercose humana envolve o desenvolvimento de testes rapidos mais sensiveis e
especificos, como também, o emprego de antigenos sintéticos ou recombinantes nos testes
soroldgicos.
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Resumo: As repeti¢des terminais longas (LTR) do virus da imunodeficiéncia humana 1
(HIV-1) desempenham papel na promocao e regulacdo da transcricdo proviral. A regido
promotora viral € responsavel pela ativagdo do provirus HIV-1. Este trabalho trata-se de um
estudo qualitativo, descritivo e experimental. A deteccdo da regido LTR foi realizada em 60
amostras, sendo 54 de individuos infectados com HIV-1 e 6 de voluntérios soronegativos. O
Nested PCR Convencional da regido LTR do HIV-1 foi padronizado com intuito de detectar
0 DNA proviral do HIV-1 e auxiliar no diagnéstico de pacientes infectados para elucidar
casos que ndo fornecem resultados consistentes. O ensaio apresentou sensibilidade de
61,11% e especificidade de 100%. Com o objetivo de aprimorar a sensibilidade deste, foi
proposto um ensaio de Nested gPCR que combina a precisdo e exatiddo do gPCR com a
sensibilidade do Nested Convencional. Como resultado, observou-se uma significativa
reducdo no valor do Cycle threshold (Ct) no ensaio de Nested qPCR, aumentando
significativamente a probabilidade de deteccdo da regido de interesse, especialmente quando
os alvos séo baixos.

Palavras—chave: hiv-1; LTR; Nested PCR; qPCR; repeti¢cdes terminais longas

INTRODUCAO

O diagndstico do virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) apresenta uma série
de desafios, especialmente quando considerado os diferentes estagios da infeccdo, uso de
antirretrovirais e sistema imunoldgico controlado, que podem produzir resultados
inconclusivos ou indeterminados. Os testes laboratoriais tém o objetivo de aprimorar a
qualidade dos testes diagndsticos de infec¢cdes pelo HIV-1 e garantir um resultado seguro.
Atualmente, os testes sorologicos e a quantificacdo de carga viral (CV) sdo os mais
comumente utilizados para a confirmacdo diagnostica de infeccdo por HIV-1. Entretanto,
existem alguns casos em que a sorologia e a quantificacdo de CV ndo permitem um
diagnostico conclusivo, como se observa entre individuos conhecidos como controladores
de elite, que se caracterizam por terem contagem de linfécitos T-CD4+ estavel e carga viral
indetectavel. Da mesma forma, o diagndstico duvidoso pode ser observado durante o periodo
de janela imunoldgica, quando ha supressdo viral por tratamento com antirretrovirais, em
individuos em fase aguda da infeccdo e em neonatos infectados por transmissdo vertical,
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onde a passagem transplacentaria de anticorpos maternos interfere no diagnostico soroldgico
(WERSOM et al., 2017).

A repeticdo terminal longa (LTR) do HIV-1 promove e modula a transcri¢ao proviral.
A funcdo do LTR é transcrever o RNA em DNA proviral, levando a expressdo e a integracdo
do genoma viral na célula hospedeira. O DNA proviral é flanqueado pela regido LTR em
suas extremidades, regido esta altamente conservada e que constitui uma caracteristica
importante para ser alvo de métodos como a PCR (OPIJNEN et al., 2004).

O protocolo Nested PCR Convencional para a regido LTR do HIV-1 foi padronizado
para a deteccdo do DNA proviral utilizando 54 amostras de individuos infectados com HIV-
1 e 6 de voluntarios soronegativos para o HIV-1. O objetivo deste trabalho é melhorar os
testes moleculares de deteccéo da regido LTR do HIV-1 existentes, fazendo uma combinacéo
de Nested Convencional e gPCR e, comparar o desempenho dos testes.

MATERIAL E METODOS

Para o ensaio de Nested PCR Convencional, no 1° PCR foram utilizados 12,5pL do
Kit GoTag® Colorless Master Mix 2x (Promega), que contém enzimas, tampéo, dNTPs e
corante. Para amplificacdo do DNA, foram utilizados 1pL (10pm) dos primers F1 (F) (5°-
CTACAAGGGACTTTCCGCTG-3’- 342—361) e MZ9 (R) (5-
AGGGTACTAGTAGTTCCTGC-3’- 1517 — 1498) (ZAZZI et al., 1992), 8 uL de agua
livre de nuclease (Invitrogen) e 2,5 uL de amostra de DNA. A amplificacdo foi executada
no termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler. As condi¢des de reacdo padrdo
foram: incubacdo a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 54°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Para o Nested 2° PCR, foram utilizados 12,5uL do Kit GoTag® Green Master Mix
2x (Promega), 1puL (10pm) dos primers Seqlf (F) (5’-TTTTCGCCTGTACTGGGTCTC-3’-
440—460)  (EDELMANN et al, 2010), e SK431 ([R) (5-
TATGTCAGTTCCCCTTGGTTCTC-3’- 1497 — 1475) (LADA et al., 2018), 8 pL de 4gua
livre de nuclease (Invitrogen) e 2,5 uL do produto amplificado do 1°PCR. A amplificacédo
foi executada no termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler. As condicGes de
reacao padrao foram: incubacdo a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com extensao final a 72°C por 7
minutos. O ensaio inclui controle negativo (4gua livre de nuclease) e controle positivo
(células 8E5 - ARP-95).

O sistema TagMan® (ThermoFisher, EUA) foi usado para deteccdo de DNA proviral
HIV-1 por gPCR, com alvo na regido LTR do genoma do HIV-1. Como controle interno
enddgeno, foi usado 0 gene humano CC quimiocina receptor 5 (CCR5). (MALNATI et al.,
2008). Os primers foram LTR-F (TCTCGACGCAGGACTCG- 682—698) ¢ LTR-R
(TACTGACGCTCTCGCACC- 791—808) e probe foi LTR probe (FAM-
CTCTCTCCTTCTAGCCTC-MGB-770—787) (MALNATI et al., 2008). Ambos, primers e
probes, foram sintetizados pela Life Technologies (ThermoFisher, EUA). Para o controle
interno, foram utilizados 0,6uL dos primers CCR5-F (ATGATTTCCTGGAGAGACGC),
CCR5-R (AGCCAGGACGGTCACCTT) e CCR5 probe (VIC-
AACACAGCCACCACCCAAGTCATCA-MGB). (MALNATI et al., 2008).

Os ensaios foram conduzidos utilizando o Kit GoTag® Probe gPCR Master Mix
(Promega, EUA), com GoTagq® Hot Start Polymerase (10uL), MgCl2, dNTPs e o tampao
de reacdo. Além disso, também inclui 0,05 pL do corante de referéncia carboxi-rodamina
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(CXR), que ¢ fornecido separadamente do Master Mix. As reacGes ocorreram na seguinte
ciclagem: 95°C por 2 minutos, seguida por 45 ciclos de amplificacdo, cada uma consistindo
em 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O procedimento foi executado no
equipamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System e as analises foram feitas
usando o software 7500 v.2.3 (TermoFisher, USA).

Os ensaios de Nested qPCR foram conduzidos combinando o protocolo de Nested
PCR Convencional com o de gPCR. O Nested PCR Convencional foi executado a partir do
2° PCR. As condicoes de reacao padrdo foram: incubacao a 94°C por 3 minutos, 15 ciclos a
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Foi acrescentado 5uL do produto amplificado do 2°
PCR para uma segunda amplificacdo no gPCR (Figura 1).

Figura 1. Representacdo grafica dos ensaios de Nested PCR, gPCR e Nested gPCR.

Nested PCR Convencional

1*round 2round
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LTR probe FAM-CTCTCTCCTTCTAGCCTC-MGE- 770-787)

1(R
(5'-TATGTCAGTTCCCCTTGGTTCTC-3'-
1497 - 1475)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 54 amostras dos pacientes selecionados para o estudo foram avaliadas no
protocolo selecionado para a deteccdo do DNA proviral. Dos ensaios conduzidos, 33/54
amostras apresentaram amplificacdo para a regido LTR por Nested PCR convencional.
Dentro da analise dos grupos, foi observado que, entre os pacientes com viremia alta, 10/16
apresentaram amplificacdo. No grupo dos pacientes com viremia baixa, 10/20 amostras
amplificaram. Entre os pacientes pediatricos infectados por transmissdo vertical, 11/14
apresentaram amplificacdo. Ja entre os pacientes avirémicos, 2/4 amostras amplificaram no
ensaio (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultado do ensaio de Nested PCR Convencional em relacdo aos grupos de
pacientes.
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Nested PCR Positivo  Negativo Total
Convencional
Avirémicos 2 2 4
Transmissdo Vertical 11 3 14
Viremia Alta 10 6 16
Viremia Baixa 10 10 20
Total 33 21 54

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

As amostras que apresentaram amplificagdo (n=33) foram avaliadas quanto a
concentracdo de DNA (com o critério de selecdo para continuidade doa testes um valor
minimo de 20ng/pL) e pureza (entre 1,8 e 2,0). A mediana de concentracdo de DNA das
amostras positivas foi de 32,25 ng/pL (IQR 19,25 — 76,35). Em relacdo a pureza (razéo
260/280) do DNA, a mediana foi de 1,8 (IQR 1,8 — 1,9).

Dos resultados negativos, 21/54 (31,89%) dos pacientes sabidamente infectados néo
apresentaram amplificacdo para o método Nested PCR Convencional. A ndo amplificacdo
dessas amostras pode estar relacionada a uma série de fatores técnicos e caracteristicas
intrinsecas das amostras. Dentre esses fatores, a concentragdo e a pureza do DNA
desempenham um papel crucial na eficiéncia da reacdo de amplificacdo. Variagcdes nesses
parametros podem afetar diretamente a sensibilidade do ensaio.

Além disso, a qualidade da amostra estd diretamente relacionada a condicdo das
celulas antes da extracdo. O método de preservagdo, o nimero de congelamentos e
descongelamentos, bem como as condigdes de armazenamento a longo prazo, séo elementos
criticos que influenciam na integridade do DNA proviral.

Para melhorar a sensibilidade, um protocolo de Nested gPCR foi avaliado para
combinar a exatiddo e precisdo do gPCR com a sensibilidade do Nested Convencional. Seis
amostras com alvos LTR detectados analisados em gPCR foram selecionadas para testar o
ensaio de Nested gPCR. No ensaio de Nested gPCR, foi observado que o Ct diminui
significativamente, aumentando a probabilidade de detec¢cdo quando os alvos sdo escassos
(Tabela 2).

Tabela 2 — Resultado do primeiro ensaio de Nested gPCR comparado aos ensaios de
Nested Convencional e gPCR.

ID Ccv Concentracéao Pureza Nested Ct  Nested
(copias/mL) de DNA (ng/uL) (260/280) PCR gPCR (gPCR

1523 19152 108,4 1,9 Positivo 32,6 10,5
14523 15089 166,6 1,9 Positivo 36,5 ND
14823 2255412 49,9 1,9 Positivo 31,9 6,9
17323 <L. Min 87,5 1,9 Positivo 33,3 18,0
17423 198 29,4 1,9 Positivo 34,5 7,0
18923 155 279,9 1,9 Positivo 30,0 11,7

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
Legenda: CV- Carga Viral; ND- Néo detectado; <L. Min- abaixo do limite minimo de deteccéo.

Posteriormente, foi realizado um novo ensaio de Nested qPCR, cujos resultados
consolidados indicaram que a média do Ct das amostras que apresentaram amplificacdo
(n=28) foi de 26,36. Amostras que apresentaram o Ct >39,0 (n=2) foram consideradas
inconclusivas. Em relacéo as amostras que ndo amplificaram (n=24), € plausivel considerar
a possibilidade de degradagédo do DNA como uma das causas. Observou-se uma reduc¢ao nos
valores de Ct para as amostras que apresentaram amplificagdo em comparagdo com 0 ensaio
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de gPCR. Notavelmente, o ensaio de Nested gPCR demonstrou uma capacidade de
recuperacdo, identificando positividade em cinco amostras que ndo foram detectadas no
Nested PCR Convencional, além de duas amostras que ndo positivaram no ensaio de qPCR.
E observado o Ct tardio das amostras recuperadas, a concentracdo de DNA presente na
amostra € um fator consideravel, quanto menor a concentra¢do, maior a probabilidade de se
obter Cts tardios.

As diferencas quanto capacidade de deteccdo do DNA proviral nos trés ensaios
destacam que, ao serem utilizados de forma combinada, aumentam a probabilidade de
amplificacéo do alvo.
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CONCLUSAO

A metodologia Nested PCR Convencional apresentou sensibilidade de 61,11% e
especificidade de 100%. Além disso, revelou ser uma opg¢éo para a deteccdo de DNA proviral
do HIV-1, principalmente em pacientes infectados por transmissdo vertical e pacientes com
viremia alta, onde houve o maior nimero de amostras amplificadas.

O ensaio de Nested qPCR apresentou reducdo dos Cts durante os ensaios conduzidos,
aumentando a chances de deteccdo do alvo, sendo uma opgdo complementar para
diagnostico.
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