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Métodos alternativos para avaliar

Hemoglobina livre no plasma

hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina

globular presente nas hemacias cuja

principal fungdo é absorver, transportar
e liberar oxigénio aos tecidos'. A concentragio de
hemoglobina é um dos principais parametros para
definir se um individuo é portador de anemia. Porém,
quando esta proteina se encontra livre em amostras
de soro ou plasma pode ser um fator interferente nas
dosagens bioquimicas.

Avaliar a concentragdo de Hb presente numa
amostra de soro ou plasma através, apenas, da inspecdo
visual é dificil, principalmente nas concentragdes
proximas de 0,6g/L, consideradas o limite maximo
de aceitabilidade para alguns analitos bioquimicos.
Por isso, em alguns casos sao necessdrios dosar a
sua concentragdo para decidir na rejeicdo ou nao da
amostra.

A dosagem de hemoglobina pode ser realizada
por métodos manuais utilizando espectrofotometro
ou por automag¢ao em contadores hematologicos. O
método mais comumente utilizado para a dosagem
de hemoglobina ¢ o cianometemoglobina, que
tem como principio, a oxidagdo do ion ferroso da
hemoglobina, oxihemoglobina e carboxihemoglobina
pelo ferrocianeto, formando a metemoglobina. Esta
Hb oxidada combina-se com o cianeto de potassio
e produz a cianometemoglobina que ¢é medida
colorimetricamente’.

Apesar de facil execugdo, este utiliza o cianeto
de potassio, altamente toxico, que por si so, justifica
na busca de metodologias menos tdxicas e menos
agressivas ao meio ambiente. Desta forma, testamos
outros métodos para dosar a hemoglobina como

a concentracao de
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uma alternativa ao método da cianometemoglobina,
porém ajustada para ser utilizada em amostras de
plasma contendo hemdlise.

Foram avaliadas 22 amostras de plasma com
concentragdes diferentes de hemoglobina que foram
analisadas por 4 diferentes métodos para a dosagem
da concentragio de hemoglobina: Dilui¢ao em
NaCl, por cianometemoglobina, Dilui¢do em agua
bi-destilada e dosagem em contador hematolégico.
Em todos foram realizados ensaios em triplicata,
para aumentar a confianga no resultado.

Dilui¢ao em NaCl 0,9 %

Cada amostra foi diluida na solu¢do de NaCl
0,9 % na seguinte propor¢ao: 25 pL da amostra para
1 mL de solugao. Foram homogeneizados por
inversao. Em seguida, foram obtidos os valores das
absorbéancias no comprimento de onda em 540 nm,
utilizando NaCl 0,9 % como branco. Os valores
obtidos nas leituras foram multiplicados pelo fator
3,9 para obtenc¢ao do resultado final.

Dilui¢ao em Drabkin
(método da cianometemoglobina)

Foram pipetados 50 pL de amostra em tubos
de ensaio contendo 2,5 mL de solu¢do de Drabkin
(ferricianteto de potassio, cianeto de potassio e agua
destilada). O conteudo foi homogeneizado com o uso
da pipeta. Aguardou-se por 5 minutos antes da leitura
das amostras no espectrofotometro, em comprimento
de onda de 540 nm, utilizando Drabkin como branco.
Os valores obtidos nas leituras foram multiplicados
pelo fator 35 para obtengédo do resultado final.
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Dilui¢ao em agua bi-destilada

Cada amostra foi diluida na dgua na seguinte
propor¢ao: 50 pL da amostra para 950 pL de agua bi-
destilada. Foram homogeneizados por inversao. Em
seguida, foram obtidos os valores das absorbéancias
nos seguintes comprimentos de onda: 370, 415, 510,
577 e 600 nm, utilizando d4gua como branco.

Cdlculo:
Se a Abs em 415 for < 1,5:

A= Abs 510 + ( Abs 370 — Abs 510)x 0,68
B= Abs 415 - A

Hb = (B/113,22 x 16125 x 20/10000

Se a Abs em 415 for > 1,5 :

A= Abs 600 + (Abs 510-Abs 600) x 0,26
B=Abs 577 - A

Hb = (B/13,64 x 16125 x 20/10000)

Dosagem em contador hematoldégico automatico:

A dosagem das amostras foi realizada
em triplicata no contador hematolégico KX-21N
da Sysmex. As médias dos resultados das
triplicatas obtidas nos quatro métodos estdo
dispostas na Tabela 1 e analise do Teste de Tukey na
Tabela 2.

Tabela 1. Média dos resultados das 22 amostras nos quatro métodos utilizados para dosagem da concentracdo de hemoglobina

(g/dL) em plasma
Amostras Analisador Hematolégico Drabkin NaCl H20
1 2,3 2,28 2,34 2,31
2 2,2 2,21 2,22 2,26
3 1,9 1,93 1,99 1,98
4 1,8 1,88 1,88 1,84
5 1,7 1,68 1,59 1,76
6 1,5 1,55 1,52 1,63
7 1,5 1,46 1,44 1,59
8 1,4 1,40 1,34 1,47
9 1,3 1,36 1,29 1,57
10 1,2 1,23 1,28 1,23
11 1,2 1,23 1,16 1,26
12 1,0 1,13 1,13 1,05
13 1,0 1,00 1,04 1,03
14 0,9 0,93 0,93 091,
15 0,8 0,85 0,91 0,88
16 0,7 0,74 0,79 0,76
17 0,6 0,59 0,63 0,59
18 0,4 0,47 0,49 0,45
19 0,3 0,34 0,32 0,29
20 0,2 0,24 0,25 0,25
21 0,0 0,07 0,09 0,05
22 0,0 0,08 0,09 0,05
Tabela 2. Resumo estatistico do Teste de Tukey
Teste de Tukey (IC 95%) Centro Limite Inferior Limite Superior P-valor
Contador Hematoldgico- Drabkin 0,09864 -0,42756 0,62483 0,96082
H20O- Drabkin 0,00273 -0,52346 0,52892 1,00000
NaCl- Drabkin 0,10532 -0,42087 0,63151 0,95291
H20- Contador Hematoldgico -0,09591 -0,62210 0,43028 0,96380
NaCl- Contador Hematoldgico 0,00668 -0,51951 0,53287 0,99999
NaCl-H O 0,10259 -0,42360 0,62878 0,95624
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Ao considerarmos um nivel de confianca
de 5%, podemos concluir que ndo ha diferenca
significante entre as médias dos quatros métodos,
demonstrado tanto pela andlise de variancia
ANOVA (p= 0,92) quanto pelo teste de Tukey.
Neste altimo, pode-se ver a comparagao par a par
de todos os métodos utilizados.

A dosagem da concentragdo de hemoglobina
em contador hematologico ¢ feita por fotometria
e os reagentes utilizados sao livres de substincias
toxicas, porém é preciso conhecer o seu limite
inferior de quantificagdo. Pois, nem todos os
contadores possuem a capacidade de quantificar
concentragbes micromolares de hemoglobina.
O método de diluigdo em agua, apesar de ser
de facil preparo, foi o mais trabalhoso, pois
foram necessarias leituras em 5 comprimentos
de onda diferentes. J4, os de diluicdo em NaCl e
da cianometemoglobina foram de execu¢do mais
simples com leitura em apenas um comprimento de

onda. O tnico inconveniente é o uso de substancia
toxica no método da cianometemoglobina. Os dados
apresentados mostram que os métodos testados
neste ensaio funcionam de forma efetiva e confiavel
para avaliar a concentracdo de Hb no plasma.
Entretanto, pela praticidade e pela utilizagdo
de reagentes simples, o método de NaCl seria o
escolhido para ser utilizado numa avaliagdo rapida
nas amostra de plasma contendo hemolise, tirando
a davida da utilizagdo ou ndo dessas amostras
contaminadas nos ensaios bioquimicos.

REFERENCIAS
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Enzimas em biologia molecular. Il. Sequenciamento genémico
pelo método de Sanger: T7 DNA polimerase, Sequenase e Termo

Sequenase

s enzimas utilizadas para

sequenciamento de DNA pelo método

de Sanger siao as mesmas utilizadas
para amplificacio de DNA, por exemplo, na rea¢ao
em cadeia pela polimerase (PCR)?

Para responder a esta pergunta, neste
segundo artigo da série sobre enzimas utilizadas
no laboratério de biologia molecular vao ser
apresentadas as pesquisas sobre a enzima T7 DNA
polimerase e outras delas derivadas, que tiveram
papel essencial em impulsionar a técnica de
sequenciamento de Sanger.

Quando Sanger et al' descreveram o método
de terminacdo da cadeia para sequenciamento
genodmico, utilizaram como enzima o fragmento
Klenow da DNA polimerase I de E. coli para
incorporar os desoxirribonucleotideos trifosfato
(ANTPs) e os didesoxirribonucleotideos trifosfato
(ddNTPs). A diferenca entre ANTP e dANTP reside
no grupo 3’-hidroxil que falta a estes ultimos. Nesta
técnica, a incorporagdo dos nucleotideos acontece
no sentido 53, na sequéncia de um primer
(oligonucleotideo) que foi anelado a sequéncia-
molde, aquela que se quer sequenciar. Enquanto a
incorporagdo de um dNTP permite a continuacgio
da cadeia, a incorporagio de um ddNTP, pela falta
de um grupo 3’-hidroxil, leva a interrupgao do
crescimento da mesma. A seguir, para identificacdo
da sequéncia, utiliza-se eletroforese em gel,
para separacdo dos fragmentos sequenciados por
tamanho'. O fragmento Klenow tem as mesmas
propriedades da DNA polimerase I de E. coli , como

Silvana Beres CASTRIGNANO
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a atividade polimerase 5->3’ e a atividade de
exonuclease 3’55, mas ndo a atividade de exonuclease
5’53, pois falta a ele 0 dominio N-terminal em relagdo
a enzima completa’.

Para que a reagdo de sequenciamento pelo
método de Sanger ocorra de forma eficiente, é
interessante que a enzima utilizada tenha alta
processabilidade — termo que descreve o numero
de nucleotideos continuamente incorporados
por uma DNA polimerase usando o mesmo par
primer-molde, sem dissociagdo — e faga pouca
distingdo entre dNTPs e ddNTPs*. A enzima T7
DNA  polimerase mostrou-se melhor nesses
quesitos do que o fragmento Klenow utilizado por
Sanger*.

A enzima DNA polimerase do bacteridfago
T7 foi descoberta em 1971 e extensivamente
estudada pelo grupo de Charles C. Richardson, no
Departamento de Quimica Bioldgica e Farmacologia
Molecular da Faculdade de Medicina de Harvard®.
O gene da T7 DNA polimerase foi detectado no
gene 5 do bacteri6fago, mas a atividade polimerase da
proteina por ele codificada depende de um fator do
hospedeiro do bacteridfago, a proteina tiorredoxina
de E. colii O papel desta ultima ¢é estrutural,
estabilizando a ligagdlo da T7 DNA polimerase
com o conjunto primer-molde. O grupo também
demonstrou que a tiorredoxina era responsavel
por aumentar a processabilidade da polimerase em
mais de 100 vezes*.

Outro ponto que foi analisado pelo grupo
era a atividade de exonuclease. Esta atividade ¢é
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positiva e desejavel na amplificagdo de segmentos
gendmicos pois excisa bases que foram incorporadas
erroneamente a cadeia de DNA em formagio
em relacio a fita molde de DNA. A atividade de
exonuclease aumenta portanto a fidelidade da
enzima®. J& no caso de reagdo de sequenciamento
pelo método de Sanger, a atividade de exonuclease
¢ prejudicial, pois: (1) a atividade exonuclease
53" pode degradar primers e o DNA produzido’;
(2) a atividade exonuclease 3’>5 pode interferir
na andlise da polimerizagio pois pode degradar
primers e o produto de DNA, mas principalmente
porque pode hidrolizar tanto o dNTP quanto o
ddNTP terminais, prevenindo a acumula¢do de
produtos cuja cadeia foi finalizada pela adi¢ao de
ddNTP?* (3) quando a concentracio de dNTPs
diminui, a atividade de exonuclease aumenta,
ficando proxima da atividade polimerase, resultando
em parada da sintese da nova cadeia®; (4) a atividade
de exonuclease faz com que a DNA polimerase
nido seja eficiente em regides onde a fita-molde
tenha estruturas secunddrias®. No caso da T7
DNA polimerase, apesar de ndo ter atividade de
exonuclease 53 ela apresenta atividade de DNA
exonuclease 3’55 para DNA de fita simples e
dupla®. Para sua melhor adequagdo a fun¢io de
sequenciamento, o grupo de Richardson demonstrou
a possibilidade de inativagido parcial desta ultima
atividade através de uma reagdo de oxidacdo.
Esta enzima quimicamente modificada, batizada de
Sequenase, foi patenteada e usada em kits comerciais
de sequenciamento®. Posteriormente o grupo gerou
mutantes da T7 DNA polimerase e selecionou um
que ndo tinha atividade de exonuclease: a esse
mutante, patenteado como Sequenase Versio 2,
faltavam 28 aminodacidos da regido N-terminal®.

Uma forma de aumentar a sensibilidade da
reagdo de sequenciamento seria utilizar enzimas
termoestaveis, o que permitiria que fossem feitos
diversos ciclos de sequenciamento com a mesma
mistura, sem reposicdo da enzima a cada ciclo, e
permitindo assim utilizar amostras com concentra¢ao
bem menor do DNA a ser sequenciado. A Thermus
aquaticus DNA polimerase (Taqg DNA polimerase),
que é enzima termoestavel, faz bastante distincdo
entre ddNTPs e dNTPs, durante a incorporagao dos
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mesmos. Tabor e Richardson?, com vistas a utilizagdo
de enzimas termoestaveis no sequenciamento e
para compreender a base molecular da habilidade
de distinguir entre ANTP e ddNTPs, empreenderam
a construcao de genes hibridos de T7 DNA polimerase,
DNA polimerase I de E. coli e da Tag DNA polimerase.
Descobriram que um unico grupo hidroxil é critico
para indicar essa seletividade. A troca da tirosina
526 da T7 DNA polimerase por uma fenilalanina
aumenta a discriminacdo contra os ddNTPs em
mais de 2.000 vezes, enquanto a troca da fenilalanina
na posicdo homologa da DNA polimerase I de
E. coli (posigio 762) ou da Taq DNA polimerase
(posigdo 667) por tirosina diminui a discriminagao
contra os diferentes ddNTPs entre 250 e 8.000 vezes®.

O conhecimento gerado pelo grupo de
Richardson possibilitou a criagio da Termo
Sequenase a partir da Tag DNA polimerase. Esta
foi geneticamente manipulada para inibigdo da
atividade exonuclease 553’ e também para remogéo
da discrimina¢do contra ddNTPs com a mutagdo
fenilalanina->tirosina no residuo 667*°.

Os descobrimentos acima incentivaram a
continua¢do das pesquisas com DNA polimerases
para melhorar a performance no sequenciamento
gendmico. Isso ocorreu ndo s6 com DNA polimerases
da familia A, como as citadas acima, mas também
com membros da familia B de DNA polimerases,
como phi29, T4, Vent, Deep Vent, 9°N-7, Pfu’S.
Muitas dessas pesquisas tém resultado em enzimas
que vém sendo patenteadas, algumas ja disponiveis
em kits comerciais®®.

Como pode ser depreendido do que foi citado,
as enzimas que usamos para sequenciamento de
DNA pela técnica de Sanger ndo sao exatamente as
mesmas que usamos para amplificacgdo de DNA, pois
algumas caracteristicas desejaveis para amplificacdo
como a atividade de exonuclease, que aumenta
a fidelidade da enzima na amplificacdo, pode
comprometer o sequenciamento. E uma caracteristica
muito desejavel para sequenciamento pela técnica
de Sanger, como a pouca discrimina¢do entre dNTP
e ddNTP, nao sao necessarias para amplificagdo.

Que tal o leitor descobrir qual é a enzima
DNA polimerase existente no kit de sequenciamento
que utiliza?
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Enzimas em biologia molecular. lll. Tecnologia CRISPR-Cas9

este terceiro artigo sobre enzimas
‘ \ ‘ utilizadas em laboratério de biologia
molecular, serda abordada a tecnologia
CRISPR-Cas9. Nela, a enzima endonuclease chamada
Cas9 cliva DNA guiada por interagio RNA-DNA. O
grande interesse suscitado pela tecnologia CRISPR-
Cas9 é ser facilmente programavel para reconhecer e
clivar sitios especificos de um gene alvo e, portanto,
passivel de ser usada para edi¢ao de genomas">.

Esta clivagem da fita dupla de DNA, quando
aplicada em células de eucariotos, tende a ser reparada
por um dos dois mecanismos naturais de reparo
celular: unido terminal ndo-homdloga ou NHE] (do
inglés, non-homologous end joining), ou repara¢ao por
recombinagao homdloga ou HDR (do inglés, homology-
directed repair). NHE] pode levar ou a religagdo
das extremidades resultando na reconstitui¢do
perfeita da sequéncia ou em ligagio com erros,
por causa de inser¢des ou delegdbes no locus
genomico, com chances de levar a mudanca na fase
de leitura, resultando na producdo de proteinas
nao funcionais ou até no impedimento da produgio
de proteinas. O HDR necessita de um molde de DNA
contendo sequéncia homologa da regido afetada.
Esse molde pode ser incorporado ao locus e gerar
alteragdes na sequéncia gendmica'>*.

A enzima Cas9 ¢ uma enzima com dois
dominios nuclease, e cada um deles cliva uma das
duas fitas do DNA detectado pelo sistema CRISPR-
Cas (Fig. 1). E possivel gerar mutagcdes em um desses
dominios para inativa-lo e gerar proteinas que
clivem somente uma das fitas do DNA; neste caso a
enzima funciona como nicase. E inativacdo de ambos
os dominios resulta em uma proteina de ligacdo que
pode reconhecer um alvo especifico em um DNA e
sinaliza-lo ou interferir na sua func¢ao'”

Silvana Beres CASTRIGNANO

Niicleo de Doengas Respiratérias - Centro de Virologia - Instituto
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A tecnologia  CRISPR-Cas9  originou-se
do sistema CRISPR-Cas do tipo II que ocorre
naturalmente em bactérias e arqueas, nas quais
serve como um sistema imune adaptativo que
protege esses organismos contra virus e plasmideos
invasores. No genoma desses procariotos, o locus
do sistema CRISPR-Cas do tipo II é composto por
(1) um conjunto de repeti¢oes palindromicas curtas
agrupadas e regularmente espagadas (CRISPR,
do inglés, clustered regularly interspaced short
palindromic repeats) intercaladas com fragmentos
pequenos de DNA do invasor — denominados
protoespacadores se localizados no genoma do
invasor, e espagadores se no sistema CRISPR — que
foram integrados ao cromossomo do hospedeiro
e (2) por um operon de genes codificadores
da proteina Cas (do inglés, CRISPR-associated).
Apds transcrito, esse sistema formara um complexo
composto por enzima Cas e uma estrutura de
RNA duplo formado por CRISPR RNA (crRNA)
e trans-activating crRNA (tracrRNA) (Fig. 1A).
Na fase de interferéncia, ha reconhecimento e
clivagem dos alvos (sequéncias estrangeiras dos
virus ou plasmideos invasores), respectivamente
pelo crRNA (por complementaridade) e pela proteina
Cas (Fig. 1A)">°.

Data de 2012 a descoberta da possibilidade de
planejar a atuagdo de Cas9 guiada por molécula-guia
simples de RNA — crRNA e tracrRNA sintéticas,
ligadas por uma alga artificial — construida para
clivar sitio especificos de um genoma (Fig. 1B)**.
Desde entao, a tecnologia tem sido estudada
em cultura de células de uma grande variedade
de espécies, em vdrios animais — incluindo seres
humanos, parasitas causadores de doenca e vetores
de transmissdo de virus (p. ex. com objetivo de tornar
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o mosquito estéril) —, em plantas, em fungos*.
A investigagdo com a tecnologia CRISPR-Cas9
também tem sido feita em virus com genoma DNA
ou naqueles que exibem uma fase de DNA durante
seu ciclo de “vida> Assim, tém sido pesquisadas com
sucesso edi¢do nos genomas de alguns virus como
o da hepatite B, papilomavirus, herpesvirus, virus
da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)*.

A ferramenta mostra-se promissora para
uso em seres humanos, pois através de seu uso
poderdo ser introduzidas mudangas no genoma
para curar mutagdes genéticas responsaveis por
doengas, como alguns tipos de imunodeficiéncias,
hemoglobinopatias, erros inatos do metabolismo,
deficiéncia de alfa-1-antitripsina, fibrose cistica,
etc". Outra provavel aplicagdo sera no combate a
infec¢do viral causada por virus que permanecem
latentes ou que se integram ao DNA do hospedeiro
ou ainda em casos de infec¢do viral persistente’.

Entre as dificuldades para a utilizagio dessa
ferramenta, a principal é o modo de introducdo
do sistema dentro das células. Vetores virais como
lentivirus, adenovirus e virus adeno-associados tém
sido utilizados para levar sequéncias que codifiquem
o sistema*’. Existem preocupagcbes com o uso
desses vetores virais, como o fato de nem sempre o
virus infectar a célula que se quer atingir; a falta
de seguranga desses vetores, ja que existe risco
de integracdo de sequéncias virais no genoma do
hospedeiro, mesmo se o vetor nao for um lentivirus;
dificuldade de empacotar sequéncias grandes

para expressdo em vetores virais; risco de resposta
do hospedeiro contra o vetor**. Outros métodos
de entrega, seja de sequéncias do complexo
para serem expressas nas células, seja da propria
enzima Cas e da molécula-guia de RNA, tém sido
avaliadas, como através de plasmideos, métodos
fisicos (p.ex. eletroporagdo), conjugagdo com
peptideos com capacidade de penetragio celular
(CPP, do inglés, cell-penetrating peptide) e entrega
mediada por nanoparticulas como polimeros e
lipideos™*.

Algumas empresas ja comercializam produtos
voltados para a utilizacio da tecnologia CRISPR-
Cas9 em laboratério como, p. ex., Sigma-Aldrich
(www.sigmaaldrich.com/crisprs), Genewiz (www.
genewiz.com/Public/Services/Gene-Synthesis/
CRISPR-Construct-Synthesis), Thermofisher (www.
thermofisher.com/br/en/home/life-science/genome-
editing/geneart-crispr.html), TaKaRa/Clontech (www.
clontech.com> Products> Genome_Editing), GenScript
(www.genscript.com/CRISPR-Cas9-technology-
resource.html).

Esta técnica de edicdo de genomas CRISPR-
Cas9 tem suscitado um niimero enorme de pesquisas,
e baseado na sua maior facilidade de uso e eficacia
em relagio a técnicas anteriormente descritas'?,
e pelas perspectivas de aplicagdio no futuro, vale
a pena difundir suas propriedades e qualidades.
A importancia do sistema é tal que tem sido
aventada a chance de os seus descobridores serem
indicados ao prémio Nobel’.

A Cas?9 direcionada por
duplex crRNA:tracrRNA

DNA

w 5’ tracrRNA

B. Cas9 direcionada por
RNA-guia simples

HHHHH U
=V

Alga de
ligagéo

Fig 1. Estrutura esquematizada do complexo CRISPR-Cas9 ligado ao DNA alvo. A. CRISPR-Cas9 do Streptococcus pyogenes; B. Tecnologia CRISPR-Cas9
proposta por Jinek et al’. Os tridngulos invertidos mostram os sitios de clivagem das fitas de DNA por cada um dos dois dominios da enzima Cas9; PAM:
motivo adjacente ao protoespagador (do inglés, protospacer adjacent motif), é uma sequéncia de poucos nucleotideos localizada no genoma-alvo do sistema
CRISPR-Cas, essencial na funcionalidade do sistema CRISPR-Cas9®. Figura adaptada a partir da original de Doudna e Charpentier'
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Programa Estadual de Monitoramento da Agua Tratada para
Dialise: Capacitacao de Equipe Técnica

aracterizada como um importante

problema de Satde Publica devido a

sua prevaléncia na populagdio mundial
e seu impacto na mortalidade dos individuos
acometidos, a doenga renal cronica atinge cerca
de 10% da populagdo, e tem sido observado que
a sua incidéncia tém aumentado no Brasil.

Para esta populagdo acometida pela perda da
fungao dos rins, a hemodidlise é uma das modalidades
de tratamento dialitico utilizada como terapia renal
substitutiva, enquanto este paciente renal cronico
aguarda um possivel transplante de rim'. Esta
terapia substitui parcialmente a fun¢do deste 6rgao
acarretando na melhora das condigbes clinicas e
aumentando a sobrevida destes pacientes. Estima-se
que no pais, em 2017, o numero de individuos
submetidos ao procedimento de hemodialise
ultrapasse 148 mil pacientes.

A hemodidlise consiste na remog¢do de
substancias toxicas do organismo através da filtracao
do sangue por circulagio extracorpérea com o
uso de um rim artificial (dialisador) e de solugdo
de didlise, composta principalmente por agua tratada
para este tipo de terapia'. A garantia da qualidade da
agua para dialise ndo depende somente da escolha
do sistema de tratamento, mas depende também
de manutencao eficiente de seus componentes’.

Considerando que o paciente é exposto a
cerca de 360 litros de agua por semana, e que a
agua também ¢ utilizada no reprocessamento de
dialisadores, sua qualidade quimica e microbioldgica
¢ essencial para evitar eventos adversos a saide do

Adriana Aparecida Buzzo ALMODOVAR!, Marcia Liane

BUZZO!, Adriana BUGNO', Meire Lima Domingues
FERREIRA?, Regina Lucia CARDOSO?
nstituto Adolfo Lutz

’Equipe Técnica de Hemoterapia, Centro de Vigildncia Sanitdria

paciente. Para tanto, as diversas caracteristicas que
esta agua tratada pode apresentar e influenciar no
tratamento dialitico e na sobrevida dos pacientes
devem obedecer aos requisitos estabelecidos na
Resolugao RDC n° 11/2014 do MS, que estabelece
os parametros minimos de qualidade da dagua
utilizada nos Servicos de Didlise*.

O episédio ocorrido em uma clinica de
hemodialise no municipio de Caruaru/PE, em 1996,
associado a presenc¢a de microcistinas na agua utilizada
no tratamento de pacientes renais, e que ocasionou
52 mortes®, foi motivo de preocupagio para que as
autoridades estabelecessem legislagdes especificas
para funcionamento de Servicos de Dialise no pais.

Assim, devido a preocupagdo com o padrido da
agua empregada nos Servicos de Didlise do Estado
de Sao Paulo, um programa de monitoramento do
padrdo de qualidade da agua tratada para dialise
foi instituido no Estado de Sido Paulo em 1999,
constituindo-se como atores o Centro de Vigilancia
Sanitaria (CVS) como coordenador do programa,
o Instituto Adolfo Lutz (IAL) como o laboratério
de Saide Publica oficial na execugdo de anilises e
os Grupos de Vigilancia Estadual (GVS) e Vigilancia
Municipal (VISAM), designados para a efetivacdo
das coletas das amostras e seus respectivos envios
ao laboratério. A partir de 2007, o Programa
Estadual de Monitoramento da Agua Tratada para
Dialise ocorre de forma ininterrupta, abrangendo
todos os Servicos de Didlise do Estado de Sao Paulo
na avaliagdo das amostras coletadas nos pontos
definidos pela legislagao®.
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A fase pré-analitica constitui-se como uma das
etapas criticas para a garantia da confiabilidade dos
resultados das analises laboratoriais, pois pode ser
responsavel por resultados inadequados, que incluem:
procedimento e manipula¢do de coleta de material de
forma inadequada que podem levar a contaminagio,
problemas e atrasos no transporte, entre outros.

Assim, com o objetivo de minimizar
a ocorréncia destes problemas, desde 2007 sdo
realizadas capacitagdes periodicas dos profissionais
das Equipes Técnicas da Vigilancia Sanitaria Estadual
e Municipal, responsaveis pela coleta e transporte
de amostras de dgua tratada dos Servicos de
Dialise ao TAL.

Em 2017, o CVS promoveu, em parceria com
IAL, a capacitagio destes profissionais, visando
o intercambio de informacgdes entre as diferentes
areas técnicas. Os Técnicos da Vigilancia Sanitaria
foram divididos em trés grupos, com participagdo
minima de wum representante de Vigilancias
Estadual e Municipal, nas datas: 07/03/2017 (07 GVS,
17 VISAM, total 38 participantes); 05/04/2017
(08 GVS, 16 VISAM, total 30 participantes) e
03/05/2017 (13 GVS, 24 VISAM, total 35 participantes).
O Programa de Treinamento contou com palestras
temdticas ministradas pela coordenacio do
Programa no Estado — CVS, especialista em sistema
de tratamento de agua e pesquisadores do IAL.

Para a realizagdo desta qualificagdo, o CVS
apresentou o histérico dos resultados dos laudos
do Programa dos ultimos seis anos (2011-2016)
e analise dos relatorios de inspe¢do sanitaria do

ano de 2016; um especialista apresentou o sistema
de tratamento de agua para o servio de didlise
e o JAL elaborou e apresentou o Manual de
Orientagio de Colheita de Agua desenvolvido
com exclusividade para o Programa Estadual de
Monitoramento da Agua Tratada para Didlise.
A finalizagdo deste documento considerou a
contribui¢ao dos profissionais envolvidos, resultando
no melhor entendimento do processo de coleta
e transporte das amostras para a execu¢do do
Programa’.

Os treinamentos foram avaliados de acordo
com questionario aplicado aos participantes,
tendo sido abordados os seguintes topicos: avaliacao
do contetdo, qualificagdo dos palestrantes e avaliacdo
geral do treinamento, conforme descrito na Tabela 1.

Os dados apresentados na Tabela 1 indicam
que mais de 96% dos participantes demonstraram
satisfacao nos quesitos avaliados, considerando como
pontos favoraveis, as respostas qualitativas, “Otimo”
e “Bom” A resposta “Regular” foi considerada como
auséncia de pontos positivos ou negativos.

Ainda, os participantes registraram em suas
avaliagoes sugestoes relacionadas ao tema a serem
abordados em treinamentos futuros, tais como:
funcionamento da madquina para hemodialise e
novas tecnologias; resultados de novas coletas do
programa; discussdo sobre relatério de inspecdo;
promogao de diferentes tipos de treinamento;
extensdo do periodo de capacitagdo; sistema de
tratamento de dgua e debates sobre assuntos da rotina
de inspecao.

Tabela 1. Avaliacdo da capacitagdo de Equipes Técnicas das Vigilancias Sanitarias Estadual e Municipal

Avalia¢ao (%)
Item Otimo Bom
07/03/17 05/04/17 03/05/2017 07/03/17 05/04/17 03/05/17
Conteudo abordado* 75 54 72 25 46 28
Qualifica¢iao dos palestrantes* 79 61 79 21 39 21
Avaliagao geral do treinamento** 79 46 62 21 50 38

* Nao foram registradas avaliagoes consideradas Regular ou Ruim

** Referente & avaliagdo geral do treinamento de 05/04/2017: 4% dos participantes atribuiram nota “Regular”
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De um modo geral, os resultados evidenciam
que os Técnicos de Vigilancia Sanitaria conseguiram
de forma positiva captar a esséncia dos conteudos
explorados nos treinamentos, o que implica em
melhor e maior entendimento entre os participantes
para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos
em atendimento ao Programa de Monitoramento.

Assim, considera-se adequado que,
periodicamente, sejam realizados os treinamentos,
com vistas a atualizacgdo e intercimbio de
conhecimentos, visando proporcionar seguranca
aos pacientes com insuficiéncia renal.
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A matéria para publicacdo devera apresentar a seguinte estrutura:

e Nome do(s) autor(es) completo por extenso, UGltimo sobrenome em caixa alta.
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- apresentado de forma unica, podendo conterintroducédo, método, dados experimentais e outros;
- digitado em fonte Times New Roman, tamanho 12 e espaco duplo, em formato Word,
ocupando no maximo 3 (trés) laudas de tamanho A4;

- redigido em Lingua Portuguesa;

- quando necessario o uso de tabelas e figuras, elas deverdo ser autoexplicativas e
numeradas;

- as tabelas serdao apresentadas com o titulo acima e as figuras, com o titulo abaixo; ambas
deverdo ser enviadas em arquivo separado, sendo as figuras no formato jpeg ou tif, com
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eletrénico: bial@saude.sp.gov.br
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A publicacdo de qualquer matéria estara condicionada a aprovacdao dos membros do corpo
editorial do Boletim do Instituto Adolfo Lutz (BIAL).

Fica autorizada a reproducao das matérias publicadas no BIAL, desde que citada a fonte.

Divulgacdo de informagdes técnicas e assuntos de interesse em Saude Publica originarios
de atividades desenvolvidas pelo Instituto Adolfo Lutz.
O BIAL publica as matérias de interesse em Saude Publica enquadradas em um dos itens abaixo:

1. Relatos sucintos de investigagdo com énfase a aspectos relativos as acgoes
laboratoriais.

2. Informacgdes sobre dados levantados a partir de registros existentes nos Laboratérios do
Instituto.

3. Notas e informacgdes relativas a temas de atualidades.

4. Notulas de literatura: comentarios criticos sobre livros e artigos cientificos.









