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RESUMO

Os avangos tecnoldgicos das tltimas décadas catalisaram transformacoes sociais e econémicas, que
influenciaram decisivamente nos padroes da morbimortalidade populacional. No Brasil, a heterogeneidade
deste padrao é muito visivel e complexa, em fungdo de sua grande extensdo territorial, do significativo
nimero de habitantes e das diferencas socioecondmicas e culturais. Com o aumento da expectativa de
vida e o envelhecimento da populagdo brasileira, observa-se o aparecimento cada vez mais frequente de
doengas cronicas ndo transmissiveis. As mudancas climdticas e as condi¢des higiénico-sanitdrias, ainda
deficientes em algumas regides, podem propiciar o recrudescimento das doengas infectocontagiosas. Em
face dessas transformacdes, faz-se necessario que o sistema de vigilancia epidemiologica seja reestruturado
para adequar aos novos cenarios epidemioldgicos, identificar novos riscos, prever e conter a expansio
de dreas com riscos preexistentes de disseminag¢do, propagacio e redugdo das doengas. Um dos pontos
cruciais desta reestruturagio ¢ o armazenamento correto e adequado das amostras bioldgicas, por meio da
criagdo de biorrepositorios e biobancos, que possibilitara a aplica¢do de novas tecnologias para detecgio,
investigacdo e respostas as situagdes de surtos, epidemias e pandemias, com beneficios & pesquisa e
assisténcia na drea de saude. Esta revisdo demonstra a importancia dos biobancos e biorrepositdrios em
Saude Publica.

Palavras-chave. bancos de tecidos, vigilancia epidemioldgica, doengas transmissiveis, biologia molecular.

ABSTRACT

Technologic improvements of the last decades have accelerated the social and economic transformations,
which played a decisive role on the population morbid-mortality patterns. In Brazil, however, the
heterogeneity of this pattern is quite visible and complex, due to its large territory, high inhabitant
numbers and socioeconomic and cultural differences. Owing to the increase of life expectation, a rise and
a frequent non-transmissible chronic diseases occurrence were observed. Climatic changes and deficient
sanitary conditions in some regions may induce the resurgence of infectious diseases. In view of these
changes, the system of epidemiological surveillance has to be compelled to restructure and to adapt to
the new epidemiological scenarios, to identify the new risks, to predict and to restrain the spread of risk
areas with preexisting dissemination, spread and for reducing diseases. One of the crucial points of this
restructuring is the correct and proper storage of biological samples by producing bio-repositories and
biobanks, in order to apply the new technologies for detecting, investigating and responding to outbreaks,
epidemics and pandemics, with clear benefits to healthcare research and assistance. The present review
aimed at demonstrating the importance of biobanks and biorepositories for Public Health.

Keywords. tissue banks, epidemiological surveillance, communicable disease, molecular biology.
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INTRODUCAO

Os avancos técnicos e cientificos observados na
ultima década criaram novos paradigmas, sobretudo
na area da saide. Até recentemente, os geneticistas
eram como os primeiros cartdgrafos tragando os limites
litordneos apenas com bussolas e blocos de anotagdes.
O mapa do genoma humano, como um mapa antigo do
mundo, foi esbocado com tracos tortos e incertos. No ano
de 2000, a conclusdo do Projeto Genoma Humano trouxe
mudangas, produzindo o primeiro esbogo molecular
do corpo humano. Com o tempo, este rascunho pode
tornar-se um atlas detalhado de prevengoes, diagndsticos
e curas para os mais variados tipos de doenga.

Esse alavanque do conhecimento, principalmente
nas areas de genética, terapia celular, biologia molecular
e bioinformatica, mudou os rumos da pesquisa
basica, clinica e translacional, gerando uma crescente
necessidade de armazenamento de materiais bioldgicos e
informacdes clinicas relativos aos mesmos em biobancos
e biorrepositorios"? .

Pesquisas com biobancos e biorrepositdrios sdo
essenciais para identificar caracteristicas bioldgicas que
auxiliem nas investigacdes das relagdes entre o risco
e o desenvolvimento das varias doencas infecciosas
e cronico-degenerativas. Assim, o objetivo dessa
revisaio é demonstrar a importancia dos Biobancos e
Biorrepositorios para o desenvolvimento de pesquisas
que propiciem um efetivo planejamento de estratégias
para os Programas de Prevencao em Satude Publica.

Conceito

Algumas vezes os termos ‘biobanco” e
"biorrepositério” sao erroneamente utilizados como
sinbnimos para descrever a infraestrutura e os
procedimentos relacionados a coleta, processamento,
armazenamento e utilizagdo de material bioldgico na
pesquisa em satde. Uma explicagdo para tal uso seria
que o termo “biobanco” é relativamente novo. Segundo
Elger e Caplan’, a primeira vez que tal termo apareceu no
PubMed foi em 1996, no artigo de Loft e Poulsen® - Risco
de cancer e danos oxidativos do DNA em homens - da
revista Journal of Molecular Medicine, mas esse termo
ndo foi usado com frequéncia até 2000. Ainda a palavra
¢ empregada para expor uma gama de repositorio de
material bioldgico humano.

A Organizagdo Mundial de Saiade® define
biobanco como uma cole¢iao organizada de material
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biolégico humano e informagdes associadas,
coletados prospectivamente e armazenados para fins
especificos de pesquisa conforme recomendagdes e/ou
normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas.
Os materiais biologicos sdo gerenciados pelo biobanco e
compartilhados em projetos e pesquisa colaborativos. Ja o
biorrepositdrio, por sua vez, é definido como um prédio,
sala ou container no qual sio armazenados espécimes
bioldgicos, seja para uso clinico ou de pesquisa. Um
biorrepositério pode ser uma organizagdo formal ou
uma colecdo informal de materiais no freezer de um
pesquisador.

A Organizagdio  para  Cooperagio e
Desenvolvimento Econdémico (OECD)® usa o termo
"Centro de Recursos Bioldgicos" (BRC) para abranger
ndo apenas os repositorios, mas também os prestadores
de servigos relacionados com a investigacdo que coletam
material biologico e informagdes associadas relevantes. A
AgénciaInternacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC)
usa o termo desenvolvido pela OECD’, com foco nas
colegdes de espécimes humanos, para pesquisa de cancer.
Contudo, as questdes éticas levantadas quando amostras
bioldgicas e as informagdes associadas sdo usadas na
pesquisa em saude, diferem quando se trata da aquisi¢do
sistematica de bioespécimes humanos vislumbrando um
futuro uso em relagdo coleta de amostras, limitada por
um pesquisador para abordar uma questiao que ja foi
estabelecida.

No Brasil, a Resolu¢do 441/2011 do Conselho
Nacional de Satde® considera biobanco uma colecio
organizada de material bioldgico humano e informagdes
associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa,
conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e
operacionais pré-definidas, sob responsabilidade e
gerenciamento institucional, sem fins comerciais. O
biorrepositdrio, por sua vez, é uma cole¢do de material
biolégico humano, coletado e armazenado ao longo da
execucdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais
pré-definidas, sob responsabilidade institucional e sob
gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais. A
primeira vista, podem parecer sutis as diferengas entre
as defini¢des, porém as implicagdes éticas e operacionais
revelam com maior profundidade a discrepancia entre
biobancos e biorrepositérios.

O armazenamento de materiais bioldgicos
humanos e animais em biobancos e biorrepositérios é
considerado uma atividade prioritdria e estratégica para
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pesquisa em biomedicina®® e definido como um dos
temas de inova¢ao em saude publica pelo Ministério da
Saude™.

Classificagao e tipos

Os biobancos e biorrepositérios podem abrigar
uma gama de materiais bioldgicos - fluidos corporais
(sangue, urina, liquor), células, tecidos parafinados e
moléculas (DNA, RNA e proteinas) - e diferirem segundo
o objetivo da amostragem''.

Os biorrepositérios sao constituidos a partir
de um projeto especifico sob responsabilidade do
coordenador da pesquisa. Ja os biobancos, podem ser
dirigidos pelo governo, organizagdes sem fins lucrativos e
empresas privadas e ter propositos clinicos (transplantes,
transfusdes de sangue, diagndsticos genéticos), de
pesquisas (estudos de farmacogenética, investigacdo de
doencas neurodegenerativas, de gémeos homozigéticos,
populagoes isoladas), legais, educacionais e outros'?.

Existem varios tipos de biobancos cujas
classificagdes variam consoante os autores. Por exemplo,
de acordo com OECD - Guidelines on Human Biobanks
and Genetic Research Databases®, Riegman et al.?,
Tutton', os biobancos podem ser de trés tipos:
1) biobancos populacionais; 2) biobanco para estudos
epidemioldgicos de doengas especificas e 3) biobancos
para biomarcadores de doengas especificas. Por sua vez,
Harris e seus colaboradores' classificam os biobancos
de acordo com a sua finalidade. Segundo a tipologia
dos autores, os biobancos podem incluir: 1) amostras
residuais colhidas durante intervencdes de cuidados de
saude, com finalidades terapéuticas e/ou de diagnostico,
incluindo neste grupo as colheitas deamostras de tumores;
2) amostras colhidas durante ensaios clinicos; 3) amostras
colhidas para projetos de investigacao especificos; e
4) amostras colhidas para biobancos populacionais. Por
outro lado, Zielhuis'¢, simplificando a classificacao, refere
a existéncia de apenas dois tipos: os populacionais e
os clinicos.

Estudos prospectivos, em grande escala,
possuem varias vantagens para quantificagdo fidedigna e
abrangente dos efeitos combinados de estilo de vida, meio
ambiente, genotipo e outros determinantes das doengas.
Em particular, eles permitem o estudo de uma ampla
gama de condigdes, que evitam viés de memoria como em
caso de exposi¢des avaliadas antes do desenvolvimento
da doenga, e permitem a investigacao de fatores afetados
pelo progresso da doenca e consequente tratamento.

Em contraste, biobancos clinicos, concentrados em
categorias especificas de doenca, permitem estudos de
casos-controle eficientes (por exemplo, para investigar
interagdes gene-ambiente), bem como estudos de
progndsticos- por exemplo, para investigar interagdes
gene-tratamentoS.

Aplicagoes

Nos ultimos anos, as inova¢des tecnolégicas na
area da saude permitiram a analise de um grande niimero
de dados obtidos através de diversos biomarcadores
simultaneos, possibilitando o desenvolvimento de linhas
de pesquisa para identificacio e aplicagdo de fatores
de risco, exposi¢do, detec¢do precoce, diagndstico,
progndstico e terapéutico em diferentes situagdes
clinicas. Adicionalmente, extensivos esforcos em busca
de novas drogas de alvo molecular e novos processos
diagnosticos para a indicagdo e monitoramento de seu
uso vém sendo desempenhado pelo meio académico e
iniciativas farmacéuticas privadas'.

Isso fortaleceu uma nova area do conhecimento
biomédico, conhecida como medicina translacional
calcada na integracao das ciéncias bdsicas, ciéncias
sociais e ciéncias politicas com o objetivo de aperfeigoar
os cuidados aos pacientes e desenvolver medidas
preventivas que ndo devem ser esgotadas somente pela
provisdo de recursos proporcionados pelos Servigos de
Saude".

Para a rapida progressao desses estudos, o acesso
a materiais biologicos e produtos moleculares de alta
qualidade, bem documentados com informagdes clinicas
¢ um ponto crucial, principalmente durante o processo
de validagdo dos achados produzidos pela pesquisa
experimental’.

Do ponto de vista clinico e assistencial, o
armazenamento de diferentes tipos de materiais
bioldgicos humanos, como sangue periférico, urina ou
fragmentos de tecidos biopsiados, promove condigdes
para que os mesmos possam se beneficiar de inovagdes
tecnologicas e desenvolvimentos de novas moléculas em
medicina personalizada'®. Em muitos casos, é importante
para os pacientes e seus familiares que outros testes,
anteriormente inexistentes, sejam oferecidos. A aplicagdo
destes ensaios é sempre mais efetiva, se realizada na
amostra do paciente afetado, ao invés de algum familiar,
sendo este um requisito imprescindivel para realizagao
da maioria dos exames. Dessa maneira, o beneficio
de algumas novas técnicas somente é possivel caso as
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amostras dos pacientes tenham sido armazenadas em
condigoes adequadas’.

Atualmente, uma grande variedade de biobancos
estio em funcionamento em universidades, hospitais,
empresas e entidades sem fins lucrativos em todo o
mundo. Alguns exemplos incluem'®" : United Kingdom
Biobank, Duke Biobank, University of Pennsylvania
Tumor Tissue Bank, Biorepository Vector Nacional
Gene - Indiana University School of Medicine, Mayo
Clinic Biobank, Da Vinci European Biobank, Genetic
Alliance Biobank, Washington University Translational
Cardiovascular Biobank, focados principalmente no
estudo de doencas cronicas ndo-transmissiveis.

Nessa mesma linha, no Brasil, encontra-se o
Biobanco do Hospital A.C. Camargo e o Banco Nacional
de Tumores do Instituto Nacional do Cancer, ambos
relacionados a pesquisa em oncologia, que juntos ja
colecionam mais de 80.000 amostras de aproximadamente
20.000 pacientes®. Além disso, outras instituices
também apresentam repositorios de materiais bioldgicos
(Hospital das Clinicas de Porto Alegre, Laboratério de
Neurociéncias, Hospital Universitario da Universidade
de Sao Paulo, Hospital das Clinicas de Curitiba) focados
no estudo de doencas psiquidtricas e degenerativas
cerebrais, cardiovasculares e metabdlicas?'.

No entanto, o desenvolvimento dos sistemas
de transporte, a globalizagdo comercial, o movimento
populacional, as mudangas climaticas e ambienteais
sao alguns dos fatores que tém favorecido, nas
ultimas décadas, a dispersao de microorganismos.
Mundialmente, uma em cada trés mortes é causada por
doengas infecciosas ou de notificagdo, como HIV/AIDS,
sarampo, maldria, tuberculose, sendo que mais de 75 %
dessas mortes ocorrem em paises em desenvolvimento®.
Porém, apenas 10 % das pesquisas mundiais abordam
essas enfermidades. Entre 1975 e 1999, aproximadamente
1 % das novas drogas disponiveis eram utilizadas para
doengas tropicais e tuberculose®.

No Brasil, no ano de 2001, as doengas infecciosas
e parasitdrias representaram a segunda causa de
internagdes na Regido Nordeste, e a terceira e quarta
causas de internagdes, respectivamente, nas Regioes Sule
Sudeste®’. Apesar de algumas enfermidades apresentarem
tendéncia declinante em sua incidéncia como a
poliomielite, a coqueluche, o tétano neonatal, muitas
outras doengas emergentes e reemergentes dominaram
o cendrio da saide brasileira. Uma defini¢ao adequada
para essas enfermidades é descrita pelo CDC - Center
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for Disease Control - EUA* como doenga infecciosa
clinicamente distinta, que tenha sido recentemente
reconhecida, ou uma doenga conhecida cuja incidéncia
esteja aumentando em um dado lugar ou entre uma
populagio especifica, respectivamente.

O acesso a biobancos e biorrepositérios de
materiais bioldgicos oriundos de pacientes com doengas
infecciosas, associado a informagdes clinicas detalhadas
tem valor imensuravel tanto para fins de pesquisa como
de assisténcia direta a pacientes, com dbvios beneficios
para toda sociedade e grande impacto no ambito da
Saude Publica'.

Nesse cenario, destaca-se o Biobanco espanhol de
HIV?*%?, que armazena diversos materiais bioldgicos de
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
voltado para estudos translacionais na area, além dos
diversos consorcios multicéntricos para pesquisa em
tuberculose”®, também armazenando sangue, soro,
escarro e outros tecidos de pacientes infectados. Poucos
biobancos nacionais foram estabelecidos nos paises em
desenvolvimento como Chinese Kadoorie?®, o Mexican
Biobank® e o Gambian National DNA Bank®. Estes teriam
um grande potencial para pesquisa em doengas infecciosas
e parasitarias, mas exploram pouco as amostras bioldgicas
com essas suspeitas, sendo que grande parte dos estudos
foi baseado em casos de tuberculose e malaria®*2.

Desafios

Um grande esforco vem sendo realizado pela
comunidade cientifica internacional durante os ultimos
anos, a fim de normatizar processos para colecdo de
amostras biologicas'. Paises, como a Dinamarca® na
década de 1990 e a Espanha* em 2007, estabeleceram
normas legais especificas para esse tipo de atividade
de pesquisa. A Organiza¢ao Mundial da Satde e varias
outras instituigoes tém proposto diretrizes com a mesma
finalidade>-3,

No Brasil, as diversas Resolucdes de Diretoria
Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
em destaque, RDC n°67/08*°, RDC n°220/06*, RDC
n°33/06* e RDC n°29/08*? estabelecem o funcionamento
de bancos de tecidos oculares, musculoesqueléticos e
células germinativas. Além disso, a Resolugdo 441/2011°
do Conselho Nacional de Saide estabeleceu uma
normatizagdo para uso e armazenamento de material
biolégico humano com finalidade de pesquisa.

No entanto, apesar de todos esses esfor¢os e da
clara relevancia da estruturagdo de biorrepositorios



Guerra JM, Shirata NK, Kimura LM, Nonogaki S. Biorrepositérios e Biobancos: inovacgdo estratégica em Satide Publica.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2013; 72(4):261-7.

e biobancos para acompanhar o desenvolvimento
biotecnoldgico mundial, a normatizagdo, mesmo em
nivel internacional, ainda é uma atividade que permanece
relativamente fragmentada'. As dificuldades apontadas
na literatura nesse quesito incluem: (a) dificuldades
logisticas individuais e regionais; (b) heterogenidade
nos protocolos para coleta, transporte, armazenamento
e processamento pré-analitico das amostras; (c) falta
de consisténcia e consenso na colecio de dados,
anotagdo de espécimes e normas de uso das amostras
depositadas’!*#>*,

No entanto, para tentar contornar essas
dificuldades algumas institui¢des internacionais estdo
ativamente engajadas em conduzir e normatizar
atividades relacionadas aos biobancos e biorrepositorios
em uma escala global, com a meta final de qualificar a
pesquisa biomédica promovendo interagdes entre as
organizagdes envolvidas em armazenamento de materiais
bioldgicos mundialmente, considerando as necessidades
de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, a adequagido
bioética da utilizagdo dessas amostras e o respeito aos
Direitos Humanos"*>#647:48

No que concerne as questdes éticas, um dos
pontos fundamentais da discussao é relativo ao termo
de consentimento livre e esclarecido dos pacientes.
Enquanto que para biorrepositérios a Resolu¢ao CNS
441/11%, complementando a Resolugao CNS 347/05% ,
prevé o uso de um formulario especifico para o projeto
em andamento, sendo necessaria nova autorizagdo para
outras pesquisas; para Biobancos a mesma permite
termos mais abrangentes e generalistas para o uso do
material em estudos futuros.

Os biobancos e os biorrepositérios requerem
infraestrutura com instalagdes adequadas para
manutengdo das amostras e mecanismos de seguranga
de acesso e controle de temperatura local, além de uma
equipe técnica muito bem treinada®®*®. Além disso,
equipamentos para o processamento das amostras
devem ser contemplados juntamente com os protocolos
e processos determinados por cada institui¢do. Do ponto
de vista gerencial, as informagoes relativas as amostras
devem ser organizadas e arquivadas permitindo o
levantamento de dados para pesquisa e novos exames
assistenciais futuros'.

Logo, a estruturagdo e a manutengdo de
biobancos apresentam um custo operacional perene e
caro. Tais despesas nao financiam a pesquisa em si, mas
custeiam a estrutura e os instrumentos que auxiliardo

no desenvolvimento da pesquisa. Mesmo sendo
primordiais, tais custos ndo sdo facilmente cobertos por
orgaos de financiamentos de pesquisas, universidades
ou outras fontes, que tendem a financiar a pesquisa
basica ou aplicada diretamente na forma de reagentes
e insumos. Assim, qualquer biobanco precisa ter um
modelo de financiamento sélido que permite tanto a
sua configuragdo inicial, quanto sua operagao ao longo
do tempo. Ele também precisa se encaixar no sistema
nacional de inova¢ao. Sendo assim, uma das principais
acoes de governanca de um Biobanco é desenvolver uma
estratégia para ligar a rede da pesquisa a dos potenciais
financiadores e apoiadores dessa estrutura. Para isso,
os biobancos podem seguir um modelo empresarial,
muitas vezes através de parcerias publico-privadas;
um modelo biossocial, em que grupos de pacientes
ativistas promovem, financiam e facilitam a criagdo e
o funcionamento do biobanco, ou um modelo publico,
onde o biobanco é mantido principalmente por meio
do repasse de verbas estatais e de organizagdes de
financiamento de pesquisa sem fins lucrativos™.

Consideragoes Finais

Em suma, a estruturacio e manutencio de
repositorios de informagdes e materiais bioldgicos
geram inumeros desafios para as mais diversas areas
do conhecimento, contemplando questdes relativas as
condicoes ideais de armazenamento destes materiais
bioldgicos e suas informagoes associadas desde o ponto
de vista da gestao energética, dos recursos humanos, das
condigdes técnicas, de compartilhamento e dos aspectos
éticos, legais e sociais.
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RESUMO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das principais causas de infec¢do em humanos,
e estd bem documentado o acometimento desta bactéria em individuos hospitalizados. Contudo, o relato
de colonizagdo e infec¢ido de individuos na comunidade, sem contato prévio com o ambiente hospitalar,
sugere outras fontes de contaminagao, como o emprego de firmacos na pecudria, o que induz a colonizag¢ao
por MRSA em animais de produgio e consequente contaminagdo de produtos ciarneos. O objetivo do
presente estudo foi de compilar e analisar as publicagdes cientificas sobre a ocorréncia de MRSA em
alimentos. Neste contexto, foi realizada uma revisdo de literatura sistemadtica nas bases de dados Lilacs,
Medline e Pubmed, e selecionados os artigos publicados no periodo de 2000 a 2013. Observou-se nimero
significativo de estudos em que foram analisadas diversas amostras. Foi encontrada grande varia¢do
nas prevaléncias de MRSA, bem como nas metodologias utilizadas para analise. O MLST tipo ST398,
comumente encontrado em suinos, foi o mais isolado nas amostras analisadas nos diferentes estudos. No
entanto, as linhagens ST8 e ST5, pertencentes a biovariedade humana, foram também frequentemente
detectados, o que sugere que os manipuladores de alimentos tém também sido a fonte de contaminagédo
da carne por MRSA.

Palavras-chave. MRSA, alimentos, resisténcia.

ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major cause of infections in humans and
onset of this bacterium in hospitalized individuals has been well documented. However, a report on
MRSA colonization and infection of individuals in the community, without prior contact with hospital
environment, suggests the occurrence of other sources of contamination, such as the use of drugs in
livestock, causing colonization of production animals with MRSA, and resulting in contamination of meat
products. This study aimed at compiling and analyzing the scientific publications on the occurrence of
MRSA in foods. A systematic review of the literature was performed in Lilacs, Medline and Pubmed
databases, and the articles published from 2000 to 2013 were selected. A significant number of studies
involving different samples was observed. Wide variations on the MRSA prevalence were found, and
also on the methodologies used for the analyses. The MLST strain ST398 is commonly detected in pigs,
and it was the most isolated bacterium from samples analyzed in different studies. ST8 and ST5 strains,
belonging to human biovar, have also been frequently isolated, suggesting that food handlers have been a
source for meat contamination with MRSA.

Keywords. MRSA, foods, resistance.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) ¢ uma das principais causas de infec¢do para
humanos. Até 1980, os relatos de MRSA consistiam em casos
isolados, mas apds 1982 cepas epidémicas foram descritas
como multirresistentes, com capacidade de colonizar e
causar surtos de infeccdes em todo o mundo, tornando-se
uma causa amplamente conhecida de morbimortalidade'.

O termo MRSA é usado para designar as
linhagens de S. aureus que nao respondem ao tratamento
com antibidticos B-lactdmicos®. Caracterizam-se como
cepas que possuem o gene mecA ou demonstram uma
concentracdo inibitéria minima (CIM) a oxacilina mais
alta do que 4 mg/L. Entretanto, alguns isolados clinicos
sao mecA-positivos e susceptiveis a oxacilina’. O gene
mecA ¢é responsavel pela codificacio da proteina de
ligacdo a penicilina (PBP2a) que funciona como um
alvo alternativo resistente a inibicao pelo antibiético,
permitindo a formagao da camada de peptideoglicano da
parede celular, impedindo a morte bacteriana®.

A aquisicdlo de MRSA por individuos
hospitalizados é bem documentada. Fatores de risco
para contaminac¢dao nosocomial por MRSA incluem
hospitalizacdo prévia, duracdo da hospitalizagdo, uso
prévio de antibidtico, entre outros®. Contudo, registros
de infeccbes comunitdrias graves, especificamente
em individuos que ndo foram hospitalizados e nem
estiveram em contato com profissionais da satde, ou
mesmo com doentes colonizados, sugerem outras
formas de contaminagdo por MRSA, como, por exemplo,
o emprego desses farmacos na pecudria. O contato
direto do homem com os animais, a exposi¢do as fontes
ambientais contaminadas com residuos da produgido
pecudria e, principalmente, os alimentos de origem
animal, constituem meios de transferéncia de MRSA
para humanos®’.

A majoria dosanimais domésticos abriga a espécie
S. aureus. Esta é uma importante causa de infec¢des na
criagdo de gado, aves, suinos, entre outros, tornando-se
fonte de prejuizos econdmicos na agropecudria. Assim,
¢ comum o uso de antibidticos, com fins terapéuticos,
profilaticos, ou como estimulador de crescimento. Porém,
seu uso indiscriminado na pecudria pode estimular o
aparecimento de resisténcia na populagdo bacteriana’.

Como consequéncia da colonizagio e infecgdo
por MRSA em animais de produgdo, destaca-se a
possibilidade de contaminagdo dos produtos carneos

destinados ao consumo®. Estudos recentes relatam o
isolamento de linhagens de MRSA em alimentos de
origem animal, incluindo carne suina, gado bovino,
frango, entre outros, além de queijo bovino, leite e outros
produtos derivados’.

Devido a semelhanca entre os antibidticos
utilizados em sereshumanos com os utilizados nos animais,
torna-se evidente a correlagdo entre a problematica da
resisténcia bacteriana na pecudria com a saude humana'’.
Se linhagens resistentes a drogas sdo transferidas para
humanos através do consumo de produtos de origem
animal contaminados, elas podem coloniza-los e transferir
a sua resisténcia aos antimicrobianos''.

Agoes no cuidado com a saide humana ja sao
realizadas objetivando o uso racional de antibioticos,
contudo, o0 mesmo ndo acontece no setor da pecudria.
No Brasil, a regulamenta¢ao do uso de antibidticos em
animais compete ao Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento e a Secretaria de Defesa Agropecuaria.
O Programa Nacional de Controle de Residuos no Leite
(PCRL), criado em 1999 por este Ministério, tem a
finalidade de regulamentar o controle e a vigilancia dos
residuos em alimentos de origem animal. Suas agdes
visam evitar a violagdo dos limites maximos permitidos de
residuos (LMR) e de coibir o uso de substancias proibidas.
Todavia, apesar de todos os esfor¢os, nao é possivel
fiscalizar toda a produgédo, cabendo aos produtores e as
empresas prezarem pela qualidade do produto™.

Destaca-se a importancia em demonstrar a
presenca cada vez mais frequente de MRSA em alimentos
de origem animal, a fim de alertar as autoridades de
saude publica e da agropecudria sobre a necessidade de
adocdo de medidas de controle. Essas medidas devem ser
adotadas tanto no manejo de animais, quanto em toda
cadeia produtiva de alimentos, visando a minimizagdo
da contaminag¢do dos alimentos com cepas de MRSA, e,
consequentemente, a diminui¢do do risco de transmissao
desse micro-organismo a espécie humana.

A presente revisdo sistematica objetivou compilar
e analisar as publicacdes cientificas sobre a presenca
de MRSA em alimentos de origem animal. A revisdo
sistemadtica contribui para entender melhor as rotas de
transmissdo, preven¢do da propagacao de MRSA em
tais alimentos. Esse tipo de revisio é importante para
o campo de estudo - somente com a incorporagdo de
novos conhecimentos/compilagdo bibliografica torna-
se possivel o ajustamento a nova realidade e a busca por
melhorias continuas. A revisdo cita fontes fidveis e atuais.
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MATERIAL E METODOS

Realizou-se uma revisao de literatura sistematica
sobre Staphylococcus aureus resistente a Meticilina
(MRSA) em alimentos de origem animal. O recurso
pratico de analise foi a coleta de artigos publicados em
trés bases de dados, Lilacs, Medline e Pubmed. A busca foi
conduzida no periodo de dezembro de 2012 a fevereiro
de 2013, utilizando a combinacio dos descritores MRSA,
carne bovina, carne suina, frango, leite, queijos, peixe e
seus correspondentes na lingua inglesa.

As publicagoes foram pré-selecionadas a partir
dos titulos que mencionassem resisténcia antimicrobiana
em S. aureus presentes em algum género alimenticio de
origem animal. Em seguida, procedeu-se com a leitura
da metodologia dos diversos estudos, a fim de selecionar
aqueles que atendessem aos seguintes critérios,
previamente especificados: estudos experimentais
cuja metodologia envolvesse isolamento de MRSA em
alimentos de origem animal, publicados no periodo de
2000 a 2013. Foram excluidos estudos repetidos entre as
diferentes bases de dados; que nao foram publicados em
modelo de artigo; revisdes e aqueles cuja metodologia
incluisse analise de humanos e/ou animais.

A anilise dos estudos foi realizada a partir da
sumarizacio das informag¢des em instrumento contendo
os itens: autor, ano de publica¢do, amostra, metodologia
utilizada e principais resultados encontrados.

RESULTADOS

Através da pesquisa nas bases de dados, foram
identificadas 82 publicagdes cientificas relacionadas a
MRSA em alimentos de origem animal (Figura 1), sendo
trés no Lilacs, 40 no Medline e 39 no Pubmed. Cinquenta e
seis artigos foram excluidos por estarem repetidos entre as
diferentes bases, porque eram cartas, dissertagdo ou notas,
ou por falta de acesso ao texto completo. O remanescente de
25 artigos foi analisado a partir de leitura das metodologias
e sete foram excluidos devido a inclusao de humanos e
animais in vivo no quadro de amostragem. Assim, um total
de 19 artigos foram incluidos nesta revisao.

Descri¢ao dos estudos

Uma sumarizacio estd demonstrada na Tabela 1.
A maijoria dos estudos foi realizada nos Estados Unidos
(3/15; 8 %) e Holanda (3/15; 8 %). Os alimentos de origem
animal analisados com maior frequéncia foram amostras
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de carne suina em sete (36,8 %) das 19 pesquisas incluidas
nessa revisao, seguidas pelas amostras de carne bovina
e de leite, que foram avaliadas em seis estudos (31,6 %),
separadamente; frango em cinco (26,3 %); peru e peixe
em trés estudos (15,8 %), separadamente; produtos
carneos em quatro (21,1 %); produtos lacteos em dois
(10,5 %); carne de carneiro em um (5,3 %) e dois estudos
(10,5 %) relataram analisar amostras de carne, mas nao
especificaram a espécie.

Estudos potencialmente relevantes identificados

(n=82)

Estudos excluidos por seremrevisio, cartas,
| monografias e dissertacdes (n=3)

k.

Estudos recuperados para avaliagdo mais detalhada
(n=79)

Estudos excluidos devido & duplicata nas diferentes
bases (n=39)

Estudos excluidos por incluirem amostras de
humanos e animais (n=7)

Estudosexcluidos por falta de aceszo ao texto
completo (n=14)

"

Estudos incluidos narevisdo (n=19)

Figura 1. Fluxograma representando o processo de selegao dos estu-
dos incluidos na revisdo sistematica

As técnicas tradicionais de cultura para a
deteccdo de MRSA, representadas pela inoculagdo em
placas de agar sangue ou de agar com meio seletivo,
seguido de confirmagdo das colonias caracteristicas
foram amplamente utilizadas. Os métodos de detecgdo
direta, como inoculagao em dgar cromogénico, também
apresentou uma utilizagdo expressiva.

O método mais utilizado para detecgao de estirpes
MRSA nos alimentos foi o teste disco-difusdo somado a
confirmagao através de reagdo de polimerase em cadeia
(PCR) para detecgao do gene mecA, observado em sete
(36,8 %) dos artigos analisados. O teste de aglutinagao em
latex com confirmagao através de PCR foi usado em cinco
(26,3 %) dos estudos. Esse mesmo quantitativo de estudos
(31,6 %) utilizou a técnica de PCR isoladamente para
identificagao do micro-organismo, mas, quatro destes
realizaram teste de susceptibilidade antimicrobiana,
como analise complementar dos isolados. No total,
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Tabela 1. Sumarizaciao dos estudos incluidos na revisao

Total de Teste de
Local de . TR
realizagao Amostras estirpes sensibilidade MLST spa
Autores § ) Metodologia MRSA antimicrobiana | .p
da analisadas . ) tipos tipos
esquisa isoladas para estirpes
e N (%) MRSA
Semeadura em 4gar Sangue, seguida de
confirmag¢do usando API STAPH Detection
Kit. Osisolados de S. aureus foram submetidos
a PCR para confirmagio adicional. O fendtipo
*ATYAH et al, L. . MRSA foi inicialmente identificado por 98* (50 %)
Maldsia Peixe ) o - . -
2010 cultura em 4agar a base de oxacilina para -
o rastreio de resisténcia (ORSAB; Oxoid
Limited, Basingstoke, England). As estirpes
de MRSA cultivadas no ORSAB foram entdo
confirmadas por PCR.
Foram utilizados 2 meios de enriquecimento
(MHB + 6.5 % NaCl e vermelho de fenol
contendo cefoxitina e aztreonam). Em
Carne de suino; seguida, o indculo foi semeado em dgar
itela; carne  MRSA-ID. Para confirmacio, colOnias tipicas t011
De BOER et al, e e , i P . ST398
2000° Holanda  de carneiro; foram subcultivadas em TSA e testadas com 264 (11,9 %) - t034
frango; peru;  Staphytect Plus test (Oxoid). Confirmagao t108
outros adicional foi feita por meio da identificacdo
do gene SNUC e do gene mecA, utilizando
PCR em tempo real. Foi feita spa-tipagem e
MLST.
. As amostras foram examinadas quanto a
Alimentos . .
dos  Presenca de B. cereus, Clostridium perfringens,
repara
prep S. aureus, Aeromonas spp., Campylobacter spp.,
com carne; . . .
) Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Shigella
alimentos . . .
spp., e Yersinia spp. Colonias presuntivas de S.
preparados
aureus foram confirmadas usando um tubo de
CRAGO et al, ] sem carne;
Canadd ) teste de coagulase com plasma de coelho. PCR 0 (0,0 %) - - -
20128 carnes bovina, . . .
, foi utilizado para identificar o gene nuc. Os
suina, frango e . . A
) isolados foram examinados para resisténcia a
desconhecidas, . . . .
. ] meticilina usando difusdo em disco em agar
laticinio (leite, . -
.. MH, usando disco de 1 pg de oxacilina e 30 pg
ueijos e
quey de cefoxitina, e finalmente PCR para detectar
sorvete)
o gene mecA.
Continua
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Cont.
Local de Tot.al de Te.:st.e.de
L estirpes sensibilidade
Autores realizacdo Am(.)stras Metodologia MRSA antimicrobiana MLST .spa
da analisadas . ) tipos tipos
pesquisa isoladas para estirpes
N (%) MRSA
Utilizou-se a técnica de PCR para detec¢do do
gene femA, que identifica o S. aureus. Dessas
DIAS et al, Brasil Leite amostras, apen‘as as ‘com am?liﬁcaqéo positiva 16 (8,0 %) i i i
2011* foram submetidas a detec¢ao dos genes sea,
seb, sec. Foi também pesquisada a presenga do
gene mecA, que identifica MRSA.
Foram utilizados 2 meios de enriquecimento
(MH + NaCl e TSB suplementado com 3,5 pg/
mL de cefoxitina e 75 ug/mL de aztreonan). Em
seguida, plaqueamento em agar cromogénico
MRSA  seletivo. Coldnias caracteristicas Todos os
Peru; produtos foram subcultivadas em Columbia Agar isolados MRSA
carneos de  sangue e submetidos a testes de confirmac¢io foram resistentes ST398 t1430
FLEBER et al, peru; frango; para S. aureus (teste coagulase e teste de a oxacilina t002
Alemanha L ) R 32 (37,2 %)
2011% produtos aglutinagdo em latex). Para a confirmagio de 20 (62,5 %) dos ST5 t011
carneosde  MRSA, todos os isolados foram submetidos a isolados MRSA t034
frango PCR. Todos os isolados foram testados para apresentaram
a sua suscetibilidade antimicrobiana por multiresisténcia
microdilui¢do em caldo que incluiu 10-12
concentragoes de 30 agentes antimicrobianos
em série de 2 vezes por dilui¢do. Realizou-se
spa-tipagem e MLST.
Utilizou-se TSB + NaCl como meio de
enriquecimento. Seguido de semeadura em
BP e 4gar sal manitol contendo 4 ug/mL
de cefoxitina. Supostos estafilococos foram 3 isolados
identificados com base na morfologia da resistentes a
Peixe cru colonia, hemdlise em dgar sangue, coloragao oxacilina nao
HAMMED et al, y de Gram e testes de coagulagdo em slidex. A 0 possufam o gene
2012 Japdo pronto para o confirmacéo de S. aureus e MRSA foi conduzida 5(2:5%) ecA ST8 11767
consumo usando PCR. Todos os S. aureus isolados Todos os
foram caracterizados para genes codificadores MRSA foram
de fatores de viruléncia de enterotoxinas e multiresistentes
spa-tipagem e MLST. Foi feita ainda teste de
sensibilidade com 19 antibioticos através de
disco-difusao.
Continua
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Cont.
Total de Teste de
Local de . TR
realizacio ~ Amostras estirpes sensibilidade MLST spa
Autores § ) Metodologia MRSA antimicrobiana )
da analisadas . ) tipos tipos
esquisa isoladas para estirpes
u
pesq N (%) MRSA
As amostras foram coletadas através de suabes
na superficie pré-umedecida com caldo
enriquecimento contendo triptona, NaCl,
manitol e extrato de levedura. O indculo
foi semeado em dgar MRSA e Columbia
) o . Todos os
acrescido de acido nalidixico. S. aureus foram .
C de sui firmados através d ) j0 de G isolados MRSA
arne de suino; confirmados através de coloracio de Gram,
HANSON et al, Estados . g L foram resistente  ST8  t008
) carne bovina; catalase, coagulase e teste de aglutinagdo em 2 (1,2 %) .
2011"7 Unidos i . . ) aoxacilinae ST398 t034
frango; peru  latex. MRSA foi identificado através do teste L
o , ) ] multiresistentes
de aglutinagiao em latex, (Oxoid). PCR foi
utilizado para identificagio do gene mecA e
spa-tipagem e MLST foi realizado nos MRSA
isolados. Todos os isolados foram testados
para sensibilidade antimicrobiana através do
método de dilui¢do em caldo.
Todos isolados
Foi  feita  identificagio  convencional MRSA foram
. das cepas de S. aureus; incluindo testes resistentes a
Carne bovina; .
. , complementares: Gram, catalase, coagulase. oxacilina ST72
LIM et al, 2010  Coreia carne suina; o o ] 16 (0,6 %)
; Teste de sensibilidade a antimicrobianos por 3 (18,7 %) ST692
rango
8 difusdo em agar; PCR para deteccido de mecA dos isolados
e MLST para tipificagéo. MRSA foram
multiresistentes
Todos isolad
Os isolados, presumidamente, S. aureus, 008 1507208
: MRSA foram
foram submetidos a VITEK system para .
. . ~ , . . . resistentes a
identificagdao da espécie e depois submetidos . t324
NAM et al, . . o o . oxacilina ST72
Coreia Leite teste de sensibilidade antimicrobiana por 25% (6,2 %) 1286
2011% o . o 11 (64,7 %) ST1
difusdo em agar. Foi feito ainda teste PCR dos isolad NT
os isolados
para deteccdo dos genes mecA e spa-tipagem e MRSA £
oram
MLST para tipificagao. L
multiresistentes
Cepas foram identificadas como S. aureus e
confirmadas através de DNAse e identificacdo
do gene mecA por PCR. As estirpes mecA
Leite; produtos positivas foram testadas para a producdo 3 (50 %)
NORMANO et Italia lacteos; carnes; de enterotoxinas estafilocdcicas por meio 6(0.4%) dos isolados
al, 2007% produtos de aglutinagdo em latex reverso passivo R MRSA foram
carneos (RPLA), utilizando o kit SET-RPLA. Foram multiresistentes
também testadas quando a sensibilidade
antimicrobiana 12 cepas por meio de disco-
difusao em agar MH.
Continua
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Cont.

Autores

Local de
realizac¢ao
da
pesquisa

Amostras
analisadas

Metodologia

Total de
estirpes
MRSA
isoladas
N (%)

Teste de
sensibilidade
antimicrobiana
para estirpes
MRSA

MLST spa
tipos tipos

O’BRIEN et al,

*PEREIRA et al,,

PU; WANG; GE,

2012

2009%

2009%

Estados
Unidos

Portugal

Estados
Unidos

Carne suina

Carne crua;
produtos
carneos
fermentados;
queijos;
leite; outros
produtos
alimentares

Carne suina e
carne bovina

As amostras foram adicionadas a 4gua
peptonada e, em seguida, uma aliquota foi
transferida para caldo BP com telurito de K.
O indculo foi semeado em agar BP com gema
de ovo e telurito de K e em meio cromogénico
especifico para MRSA. Colonias caracteristicas
de S. aureus e MRSA, respectivamente,
foram examinadas através de coloracdo de
Gram, catalase, teste coagulase em tubo e
teste de aglutinacdo em latex. A resisténcia
a meticilina foi avaliada através de teste de
aglutinagdo em latex para MRSA (Oxoid) e
confirmada através de PCR para deteccdo
de gene mecA. Os isolados de MRSA foram
sujeitos a tipagem molecular e testados quanto
a susceptibilidade antimicrobiana através de
diluigdo em caldo para 10 antibidticos.

Detectaram-se as cepas de S. aureus através
de métodos convencionais para estafilococos
coagulase positiva (agar Baird-Parker, Gram,
catalase, coagulase em tubo e DNA-se). Em
seguida, o DNA foi isolado através de PCR, e
o mesmo foi utilizado para detecgio de mecA,
16S rRNA e nuc. O ensaio de enzima ligada
fluorescente (ELFA) foiutilizado paraadetecc¢ao
de enterotoxinas estafilococicas especificas
e teste de sensibilidade antimicrobiana em
difusao em d4gar. A determinagdo de genes
de enterotoxinas estafilococicas também
foi realizada através de multiplex PCR. As
concentragdes inibitérias minimas (CIM (mg/
mL) para S. aureus foram determinadas pelo
método de diluigao em dgar.

Enriquecimento em TSB + NaCl seguido
de plaqueamento em BP com cefoxitina (4
pg/mL), seguido de teste da coagulase em
tubo. A confirmagdo de S. aureus foi feita
utilizando multiplex PCR para o fragmento
espécie-especifico 442 pb e para determinacdo
do gene mecA. Isolados de MRSA foram
entdo caracterizados para susceptibilidade
antimicrobiana usando teste de microdiluicao
em caldo. MLST e spa-tipagem para
tipificagao.

26 (6,6 %)

1* (0,68 %)

22 (18,3 %)

4 (15,4 %)
isolados MRSA

foram sensiveisa ST398 t034

oxacilina
10 (38,5 %) dos
isolados foram
multiresistentes

38 % dos
isolados foram
resistentes a
oxacilina

ST8  t002
ST5  t008

ST5
ST8
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Cont.
Total d Teste d
Local de X € ‘? ‘e. €
ealizagdo ~ Amostras estirpes sensibilidade MLST spa
r
Autores ¢ . Metodologia MRSA antimicrobiana ,P
da analisadas . . tipos tipos
squis isoladas para estirpes
esquisa
pesq N (%) MRSA
10 g da amostra foi homogeneizada em
solu¢do de Ringer e 1 ml da suspensdo foi
transferido para meio de carne cozida com
. . . Todos os
NaCl. Em seguida, transferido para meio BP .
- isolados MRSA
suplementado com emulsdo de gema de ovo )
. . N possuiam o gene
telurito. Colonias com morfologia tipica de S.
SHAHRAZ et . 3 . . mecA
Ird Hambuguer  aureus foram submetidas aos testes: coloragdo 57 (22,3 %) - -
al, 2012* o Quatro (2 %)
de Gram, catalase, coagulase, oxidagdo e isolados MSSA
isolados
fermentagdo em dagar Sal Manitol e DNAse. )
ossufam o gene
Resisténcia a antibidticos dos isolados de S. P 8
< . P mecA
aureus foi feita pelo método de difusdo em
disco em agar MH. PCR foi feito para detecgdo
do gene mecA.
As amostras foram inoculadas em égar
sangue, para identificacio de MRSA pela sua
morfologia (colénias amarelas hemoliticas).
Os isolados foram submetidos ao teste Todas as
TAVAKOL et al, . Slfaphuurex Plus, método. .de difusio em estir}:fes MRSA t011
2012 Holanda Leite disco com 30 pg de cefoxitina e PCR para 14 (0,04 %) possuiam o gene ST398 899
gene mecA. Em seguida, foi feito teste de mecA e foram t108
sensibilidade a antibidticos em todas estirpes multiresistentes
MRSA, através do método de disco-difusio.
Em seguida, foi feita MLST e spa-tipagem
para tipificagao.
Estafilococos isolados a partir de amostras
de leite bovino foram identificados com
base em caracteristicas das colonias.
Estirpes de S. aureus foram testadas para Todas as
“TURKYILMAZ . . resist.éncia .'21 mf:ticilina, utiliz.a.ndo o método estir}:?es MRSA ST239 1030
Turquia Leite de disco-difusio com cefoxitina. Testes de 16* (17,2 %) possuiam o gene
et al, 2010% i o . STS  t190
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) mecA e foram
foram realizados em dgar Mueller-Hinton. multiresistentes
Estirpes resistentes foram testadas para
gene mecA. Realizou-se ainda tipificagdo do
SSCmec, MLST e spa tipificagio.
Continua
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Cont.

Autores

Local de
realizacao
da
pesquisa

Amostras
analisadas

Metodologia

Total de
estirpes
MRSA
isoladas
N (%)

Teste de
sensibilidade
antimicrobiana
para estirpes
MRSA

MLST
tipos

spa
tipos

VAN LOO et al,

VAZQUEZ-
SANCHEZ et al,

WEESE et al,

2006%

2012%

2010%

Holanda

Espanha

Canadda

Carne de porco
e carne bovina

Produtos de
Peixe

Carne suina;
carne bovina;
frango

Foram  feitos  dois  enriquecimentos
(MH + NaCL e caldo vermelho de fenol
contendo cefoxitina e aztreonan) seguidos
de plaqueamento em d4gar cromogénico e
Columbia. Coldnias caracteristicas de S.
aureus foram confirmadas com teste de
aglutinagdo em latex, teste coagulase em
tubo contendo plasma de coelho e DNAse.
Confirmacdo da resisténcia a meticilina e
identificacdo de S. aureus foi feito através de
PCR duplex em tempo real para gene mecA
e fragmentos 442-pb especificos de S. aureus.
Sensibilidade a cefoxitina e oxacilina foi
determinada usando difusdo em disco. Todos
os isolados S. aureus foram genotipados por
spa-tipagem.

Realizou-se diluigdo sérica em dgua
peptonada, seguida de plaqueamento em
BP suplementado com emulsdo de gema de
ovo e telurito de K. Colonias tipicas foram
isoladas e cultivadas em BHI. Em seguida,
foram submetidos aos testes bioquimicos:
coagulase, DNAse, e fermenta¢do em manitol.
Caracterizagio genotipica dos isolados foi
realizada por RAPD-PC. E PCR também foi
utilizado para detecgdo dos genes seg-sei, sea-
see,blaZ e mecA. Teste de diluicio em caldo
e disco-difusdo foram realizados com 12
antibiéticos.

Inoculagdo em caldo de enriquecimento
(triptona, NaCl, manitol e extrato de
levedura). Diluicoes seriais de 10 vezes do
caldo de enriquecimento foram inoculados
em tampao fosfafo salino (PBS) e, em seguida,
plaqueamento em d4gar Cromogénico para
MRSA. Isolados foram identificados como S.
aureus pela morfologia da colonia, coloragido
de Gram, catalase, coagulase e teste de
aglutinagdo em latex. Resisténcia a meticilina
foi confirmada pelo teste de aglutinagdo em
latex para PBP2a. Isolados foram tipificados
por MLST e spa-tipagem.

2(2,5%)

0 (0,0 %)

36 (5,3 %)

Todos os
isolados MRSA
foram resistentes
a oxacilina e
cefoxitina

ST5

t108
1024

1242

* Informaram apenas o numero de isolados de S. aureus, omitindo o total de amostras analisadas.
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17 (89,5 %) publicagoes utilizaram PCR como método
principal ou secundario nas analises.

A maioria das publicagoes (11/64,7 %) realizou
tipificagdo molecular dos isolados de MRSA como analise
complementar, que incluiu tipagem por sequenciamento
do multilocus (MLST) e sequenciamento da regido
polimorfica X do gene da proteina A estafilocécica (spa-
tipagem). Seis estudos avaliaram a presenca de genes de
enterotoxinas estafilocdcicas.

Isolamento de MRSA em alimentos de origem animal

A prevaléncia de MRSA em alimentos de
origem animal variou entre 0 % e 37,2 %. Trés artigos
informaram apenas o nimero de isolados de S. aureus,
omitindo o total de amostras analisadas. A maioria
dos estudos observou baixissimas frequéncias de
isolamento (<8 %), sendo que, apenas quatro pesquisas
relataram percentuais superiores a 10 %, enquanto
que dois estudos nao isolaram estirpes de MRSA nos
alimentos investigados.

O maior percentual de isolamento de MRSA por
alimento de origem animal foi relatado em amostras de
hamburgueres embalados (22,3 %), seguido de leite de
mastite bovina (17,2 %), carne suina in natura (14,2 %),
peru (12,42 %) e frango (10,2 %). Carne bovina, peixe e
queijo apresentaram as menores prevaléncias.

Genes codificadores de toxinas estafilococicas
foram comumente encontrados abrigando estirpes de
MRSA isoladas.

Entre as publicagdes que realizaram tipificagao
molecular das estirpes MRSA isoladas, os principais
MLST encontrados foram ST398, ST8 e ST5. Os spa mais
encontrados através da tipagem foram t011, t108 e t034.

DISCUSSAO

A presente revisdo identificou 19 artigos sobre
MRSA em alimentos de origem animal, envolvendo
uma ampla variedade de amostras. Esse numero
expressivo de publicacdes cientificas esta associado
a preocupagao com o evidente aumento de MRSA
em animais destinados a produ¢do de alimentos e a
suposicao de que a colonizagao destes seria a fonte de
contaminagdo de produtos carneos por MRSA*.

MRSA foi isolado pela primeira vez em animais
criados para alimentagao humana em 1972, a partir de casos
de mastite em vacas leiteiras na Bélgica. Desde entdo, este
micro-organismo surgiu em uma variedade de populagoes

animais, tais como gatos, cachorros, cavalos, ovelhas, suinos,
bezerros e aves ..

No entanto, existe uma distin¢ao explicita entre
estirpes de MRSA isoladas em animais de companhia
e aquelas isoladas em animais destinados a produgéo
de alimentos. Animais de companhia sido geralmente
contaminados através de contato com pessoas infectadas
ou colonizadas com MRSA, de modo que a sua presenca
nesses animais ocorre em func¢éo da transmissio de um
reservatorio humano®?2. Enquanto que em animais
destinados a produgéo de alimentos, um clone de origem
desconhecida emergiu recentemente, sugerindo que o
surgimento de MRSA nesses animais estaria associado
ao uso de antibidticos na pecuaria®.

A carne suina aparece como alimento mais
investigado nos diversos estudos, certamente devido
ao envolvimento epidemioldgico dessa espécie animal
com a transmissdo de um clone especifico de animais
de produgdo para humanos. Estirpes isoladas em
casos de infec¢do por MRSA associadas a comunidade
(CA-MRSA), sem conexdao epidemioldgica com o
ambiente hospitalar, foram associadas a MRSA em
suinos, e estudos subsequentes tém confirmado que o
contato com suinos é um fator de risco para infec¢do
e colonizagdo por esse micro-organismo®>’'. Na
Holanda, criadores de suinos e seus familiares foram
encontrados com MRSA, sendo o contato com essa
espécie reconhecido como um fator de risco para a
transmissdo de MRSA para humanos®.

Diferentes métodos foram utilizados para o
isolamento de MRSA em alimentos. Poucos estudos
utilizaram enriquecimento antes da inoculagio em
placas, e apenas trés estudos utilizaram enriquecimento
duplo durante as andlises das amostras coletadas. Como
o nimero de MRSA em alimentos pode ser baixo, e
como ha frequentemente variagdo da microbiota, o
enriquecimento duplo é recomendado nesse tipo de
andlise, pois pode aumentar a taxa de detecgao®*.

O teste disco-difusdo foi amplamente utilizado
entre os estudos. Este é um método fenotipico, baseado
numa avaliagdo qualitativa. As pesquisas utilizaram
tanto o disco de oxacilina, quanto o de cefoxitina
nas analises. A oxacilina ¢é utilizada para os testes de
disco-difusio ha varias décadas. Contudo, nos ultimos
anos, diversos autores tém demonstrado uma boa
exatidao no teste de disco-difusdao com cefoxitina para
o diagndstico de MRSA?*. Destaca-se que a detecgdo
de MRSA baseada em métodos convencionais de
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susceptibilidade a antimicrobianos, tanto através de
disco-difusdo, quanto através de microdilui¢io em
caldo, podem ser trabalhosos, demorados, altamente
dependentes das condi¢oes de crescimento e pouco
discriminatorios®.

O teste de aglutinacdo em latex, bastante
utilizado nos estudos analisados, ¢ um método com
exatiddo proxima a 100 % baseado na detecgdo da
proteina PBP2a. A técnica PCR para detec¢ao do
gene mecA foi a mais utilizada nas pesquisas para
identificar isolados de MRSA. Esse método é baseado
numa caracteriza¢do genotipica e constitui método
gold standard para avaliagao qualitativa da resisténcia
a meticilina®. E um método util e bastante sensivel
para analises de resisténcia antimicrobiana®’.

Alguns estudos que realizaram teste de
sensibilidade antimicrobiana somados a técnica de
PCR relataram incompatibilidade entre os resultados
obtidos nos métodos, representada por duas situagdes:
1) isolados apresentavam resisténcia a oxacilina pelo
teste disco-difusao, entretanto, ndo abrigavam o gene
mecA; o que pode ocorrer devido a outros mecanismos
de resisténcia, que sdo raros, nao relacionados ao gene
mecA, como a superproducdo de beta-lactamases
ou a producido de PBPs habituais, porém com graus
variados de afinidade pelos betalactimicos®; 2)
isolados sensiveis a oxacilina abrigavam o gene
mecA. Uma possivel explicagdo para este achado ¢
a existéncia de heteroresisténcia entre as estirpes.
Cada célula na populagao pode carregar a informacao
genética para resisténcia, mas somente uma pequena
fracao pode realmente expressar o fendtipo resistente
sob condicdes de teste in vitro**>.

A maioria dos estudos utilizou os métodos MLST
e spa-tipagem para a tipificacao molecular das estirpes
MRSA isoladas. Ambos correspondem a uma excelente
ferramenta para investigacdo da evolugdo clonal de
MRSA e determinacdo da estirpe ancestral®.

A prevaléncia de MRSA variou significativamente
nos estudos analisados, entre 0 % e 37,2 %. Comparagdes
de prevaléncias nesse caso niao sdo recomendadas,
devido a variagdo dos métodos, esquemas de coleta de
amostras, e os tipos de amostras**. Ainda assim, estes
estudos indicam que MRSA esta presente em uma ampla
variedade de alimentos. A contaminac¢io de alimentos de
origem animal pode ocorrer durante o abate de animais,
devido a contaminacio de carcacas e do meio ambiente
com MRSA’.
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O risco da presenca de MRSA em alimentos
esta relacionado a possibilidade do mesmo ser
colonizado com o micro-organismo durante a sua
produgao, manipulagiao e/ou consumo®*'. Ha também
a possibilidade de desenvolvimento de doenga invasiva
causada pela ingestdo de alimentos contaminados,
principalmente em individuos imunossuprimidos,
cujas respostas das imunidades especificas e ndo-
especificas sdo incapazes de atuar como barreiras
para prevenir a colonizagdo do trato gastrintestinal.
Entretanto, este ¢ um evento raro, sendo relatado na
literatura apenas uma vez, no contexto de um grande
surto hospitalar de MRSA, devido a ingestao de
alimento contaminado por um paciente na enfermaria
do Erasmus Medical Centre em Roterdia, Holanda,
levando o paciente ao desenvolvimento de sepse severa
e morte®’.

A exposi¢do a esses riscos depende muito das
medidas de higiene adotadas, da capacidade da estirpe
em colonizar o hospedeiro e da quantidade de micro-
organismos presentes na amostra. Com relagdo a esse
ultimo aspecto, a prevaléncia de MRSA em alimentos
¢é geralmente baixa, visto que, a maioria dos estudos
observou frequéncias de isolamento inferiores a 8 %. Além
disso, S. aureus ndo é um bom competidor comparado
com os micro-organismos de deterioragdo em carne
crua e as condi¢des para o crescimento de MRSA nestes
alimentos sdo muito pobres, o que torna a possibilidade
de contamina¢do humana muito pequena®*"**.

Curiosamente, entre os alimentos analisados
o hamburguer embalado foi o que apresentou maior
frequéncia de isolamento de MRSA. Este achado pode
estar relacionado as condi¢ées de processamento,
devido a contaminagio do alimento por equipamentos
ou manipuladores contaminados. Ja as amostras de leite
apresentaram a segunda maior prevaléncia de MRSA
nos diferentes estudos. Isso mostra que MRSA esta
comumente associado com a ocorréncia de mastite em
vacas leiteiras, o que justificaria a presen¢a desse micro-
organismo no leite, aspecto relevante em termos de
seguranca alimentar, quando esse alimento é consumido
cru ou usado para a produgdo de queijos elaborados
com leite cru®. O isolamento de MRSA em carnes
suina, bovina, peru e frango crus torna-se irrelevante
como risco potencial relativo a ingestdo, quando tais
alimentos sdo corretamente preparados e submetidos
a processamento térmico. Contudo, a manipulagao
da carne antes de ser cozida envolve um risco de
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coloniza¢do por MRSA se o manipulador, por exemplo,
tocar suas narinas com as maos contaminadas®-*'.

Todos os estudos que realizaram teste de
sensibilidade antimicrobiana encontraram perfil de
multirresisténcia entre a maioria ou todos os isolados
MRSA avaliados. Esse resultado é preocupante, pois a
presenca de patdgenos multirresistentes em alimentos é
reconhecida como um perigo para a saude humana, uma
vez que torna limitada a escolha de principios-ativos para
o controle do micro-organismo e, portanto, mais dificil a
sua erradicagdo®*.

Alguns estudos relataram a detec¢ao de
genes codificadores de enterotoxinas estafilocdcicas
entre as estirpes de MRSA isoladas. Estes achados
fornecem evidéncias de que MRSA também pode
estar envolvido em surtos de intoxicagdo alimentar?'.
Tal como acontece com S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA), o alimento contaminado por MRSA pode
dar origem a uma intoxicagdo alimentar estafilocdcica
pela ingestio de enterotoxinas pré-formadas.
Entretanto, é importante considerar que a resisténcia
a meticilina nao é um fator relevante para a produ¢ao
de enterotoxinas. Portanto, a presenca de MRSA em
alimentos pode nao representar um risco maior de
intoxicagao alimentar do que MSSA3**!,

O MLST da linhagem ST398 foi isolado na
maior parte das amostras analisadas nos diferentes
estudos, bem como os genes spa das linhagens t034,
t108 e t011. Estas linhagens clonais sdo atribuidas ao
complexo CC398, identificado inicialmente em porcos,
sugerindo que esta linhagem tenha emergido nessa
espécie animal, sendo subsequentemente disseminada
para outros animais, inclusive humanos®*. A presenca
dessa linhagem clonal em alimentos ratifica que o uso
de antibidticos na pecudria e consequente emergéncia
de MRSA em animais destinados ao consumo humano
sao a principal fonte de contamina¢do. A administragdo
de antibioticos em animais para a producdo de
alimentos, tanto para fins terapéuticos quanto como
promotores de crescimento e, principalmente, o uso
de agentes antimicrobianos com fraca atividade ou
em uma dosagem inapropriada, podem aumentar a
oportunidade para o processo de selecdo de bactérias
resistentes a antibioticos.

Em um estudo realizado na Holanda, incluido
nessa revisio, uma menor prevaléncia de MRSA foi
observada em carnes de frango criado biologicamente
(aves selvagens ou criadas sem a utilizagdo de promotores

de crescimento) em comparagao a prevaléncia de MRSA
isolados de aves criadas pelo sistema convencional’.

As linhagens ST8 e ST5 também estiveram
frequentemente presentes nas amostras de alimentos
de origem animal. Estas duas estirpes de MRSA
pertencem a biovariedade humana, sugerindo que
os manipuladores de alimentos sido também fonte
de contaminagdo, e levantam a possibilidade destas
estirpes serem introduzidas durante o processamento'®,
enfatizando o papel dos humanos como um importante
reservatorio de MRSA**.

Pesquisas genomicas adicionais sdo necessarias
para determinar, com maior especificidade, a origem
dos isolados de MRSA em alimentos. Mesmo sem a
exata compreensdo sobre a origem de contaminagao
de alimentos por MRSA, politicas restritivas sobre o
uso de antibidticos na pecudria sdo necessarias para o
controle do micro-organismo*. Além disso, a presenca
de MRSA em alimentos de origem animal pertencentes
a biovariedade humana aponta para a necessidade
de melhorias das praticas de higiene na produgdo
alimentar, com a adogdo de medidas como implantagédo
de Boas Praticas de Fabricacdo e do sistema de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
com objetivo de evitar a ocorréncia, o crescimento e a
sobrevivéncia de MRSA em alimentos prontos para o
consumo®*.

Tendo em vista a ocorréncia de cepas de MRSA
resistentes a multiplos antibidticos ha possibilidade
de, em breve, existirem bactérias resistentes a todos os
agentes antimicrobianos disponiveis para tratamento
de pacientes, ainda mais levando em consideragdo que
novas classes de antibidticos nao tém sido descobertas
nos ultimos 30 anos. Assim, terapias alternativas
ja tém sido propostas para o controle deste micro-
organismo?.

Uma das tecnologias alternativas para o
controle de patdgenos é o uso de bacteriofagos, que
sao componentes da microbiota natural da produc¢io
de alimentos, desde o campo até a comercializagdo
do produto final. Além de serem estaveis nesses
ambientes sdao prontamente recuperados do solo, da
agua, de efluentes, das fezes e dos proprios alimentos.
Eles tém sido usados como um tratamento efetivo
contra infec¢des bacterianas por aproximadamente 100
anos, mas o complexo médico-industrial atual recusa-
se a reconhecé-los como uma terapéutica valida da
medicina®. Existem alguns relatos na literatura sobre
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o uso de bacteridfagos para o controle de S. aureus.
Esses fagos sdo obrigatoriamente liticos e polivalentes,
a exemplo do fago K, que demonstrou capacidade de
infectar uma variedade de estirpes MRSA, inclusive
aquelas com resisténcia a vancomicina’. Outro
estudo relatou purificagao bem sucedida de uma lisina

codificada pelo bacteriéfago ®MR11, designada MV-L,
que lisou rapida e completamente células de S. aureus,
incluindo MRSA inoculados artificialmente em narinas
de ratos e S. aureus com resisténcia intermediaria
a vancomicina. A administragdo intraperitoneal de
MV-L também protegeu ratos contra morte séptica,
sem quaisquer efeitos prejudiciais®®. Esse estudo
demonstrou que a fagoterapia constitui uma importante
ferramenta para o tratamento de MRSA e varias
outras bactérias resistentes a antibidticos, que estdo
crescendo no ambiente hospitalar e clinicas de saude
em todo o mundo, e cuja cura nao tem sido oficialmente
reconhecida.

CONCLUSAO

A presenca de MRSA em alimentos, embora reduzida
e bastante divergente entre os estudos, indica que esta pode
ser uma importante fonte de contamina¢ido para humanos.
Entretanto, os diferentes métodos de analise dificultam a
realizacdo de comparacdes e a correta estimativa do risco.

O duplo enriquecimento em caldo e a utiliza¢ao
de PCR siao recomendados para a deteccaio de MRSA
em produtos carneos. A tipificagdo molecular também
demonstra ser bastante importante para determinar a
ancestralidade clonal e, portanto, a fonte de contaminacéo.

Apesar da ocorréncia de CA-MRSA relacionada
ao cultivo suino, os estudos evidenciam que outros
alimentos de origem animal, além da carne suina, sao
contaminados com MRSA, necessitando devida atengéo.

Estudos longitudinais realizados em toda cadeia
alimentar, da producio até o consumo, sdo necessarios para
melhor conhecimento das rotas de transmissao, podendo
fornecer ferramentas para prevengdo da propagacdo de
MRSA. Desde entao, medidas devem ser adotadas, como
controle do uso de antibidticos na pecudria e praticas de
higiene e conservacio adequada dos alimentos. Além
disso, terapias alternativas para o tratamento de infec¢oes
por MRSA tanto em animais, quanto em humanos,
necessitam ser elucidadas e reconhecidas, a exemplo da
fagoterapia, que demonstra eficacia contra MRSA e outras
bactérias resistentes a antibidticos.
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RESUMO

O Programa Nacional de Controle da Tuberculose (TB) do Ministério da Satde utiliza a baciloscopia de
escarro como metodologia padrao no diagndstico da TB pulmonar. Para garantir a qualidade do exame
é recomendado o uso de Controle Externo de Qualidade (CEQ) da baciloscopia na rede de laboratdrios
de diagnostico de TB. Neste estudo foi avaliada a qualidade das baciloscopias de escarro da rede de
laboratérios locais, por meio de supervisao indireta, na Regido Metropolitana da Baixada Santista/SP. Em
nove laboratérios locais foram analisadas 5.691 baciloscopias, coradas pelo Ziehl-Neelsen. Tais amostras
foram avaliadas nos seguintes itens: analise macroscopica (distensdo) e microscopica (coloragdo) dos
esfregacos e o indice baciloscopico (C%). Para avalid-las, utilizou-se a metodologia padrao do Manual
Nacional de Vigilancia Laboratorial de TB e outras Micobactérias/MS de 2008. Utilizando-se metodologia
recomendada, das 713 laminas analisadas, 529 (74,2 %) foram satisfatdrias na avaliagdo macroscopica e
631 (88,5 %), satisfatorias na avaliacdo microscdpica. Na analise da releitura, uma unidade laboratorial
apresentou dois resultados falsos positivos e C = 97,5 %. Embora os resultados encontrados tenham
sido aceitaveis, sugere-se a realizacdo de atividades continuas do CEQ, com énfase na aplicacdo de agdes
corretivas nas principais causas de erro no desenvolvimento da técnica de baciloscopia.

Palavras-chave. tuberculose pulmonar, diagndstico laboratorial, baciloscopia de escarro, controle de qualidade.

ABSTRACT

The Brazilian Ministry of Health national program for tuberculosis (TB) control (Programa Nacional de
Controle da Tuberculose) determines the sputum smear microscopy as the standard methodology for TB
diagnosis. In order to achieve diagnosis quality assurance it is reccommended to set up an External Quality
Assessment (EQA) scheme in the TB diagnosis laboratory network. This study aimed at evaluating the
quality of sputum smear microscopy performed by the local laboratory network of the metropolitan
area of Baixada Santista, SP, by means of an indirect supervision. The 5,691 sputum samples stained with
Ziehl-Neelsen in nine local laboratories were evaluated. The applied EQA methodology was in accordance
with the National TB and Other AFB Laboratory Surveillance Manual — Ministry of Health, 2008. The
analyzed parameters were: macroscopic (smear uniformity) and microscopic (staining) analyses of the
sputum smears and bacilloscopic index (C%). Of 713 analyzed slides, 529 (74.2 %) were satisfactory on
macroscopic features and 631 (88.5 %) on microscopic evaluation. In the slides rechecking, one laboratory
showed two false-positive results and C =97.5 %. Although the general results have been acceptable, a
continuous EQA activity should be carried out, emphasizing the use of correcting actions on the common
sources of error that may occur in performing the AFB microscopy technique.

Keywords. pulmonary tuberculosis, laboratorial diagnostics, sputum smear microscopy for tuberculosis,
quality control.
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INTRODUCAO

Atuberculose (TB) éumadoengainfectocontagiosa
causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, sendo
a forma pulmonar, a mais frequente. A transmissdo
ocorre quando o doente bacilifero, ou seja, aquele cuja
baciloscopia de escarro é positiva, fala, espirra ou tosse
langando no ar goticulas contendo no interior o bacilo'.

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS), em
2010, estimou no Brasil uma taxa média de incidéncia
de 85 casos de TB por 100 mil habitantes/ano, em
que 62 % dos casos novos apresentaram baciloscopia
positiva’. Neste mesmo ano, o Estado de Sao Paulo
notificou aproximadamente 16.170 casos novos de TB
pulmonar e 56,5 % dos casos apresentaram baciloscopia
positiva*’. A Regido Metropolitana da Baixada Santista
registrou as mais altas taxas de incidéncia do Estado de
Sao Paulo, variando de 60 a 100 casos de TB por 100 mil
habitantes®.

Dentre as politicas governamentais para controle
da doenca, o Ministério da Satde (MS) através do
Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT)
recomenda a baciloscopia direta do escarro como “método
padrdo” para a investigagao sistematica de sintomaticos
respiratorios e identifica¢ao dos casos baciliferos.
Quando executado corretamente, detecta de 60 a 80 %
dos casos de TB pulmonar em uma comunidade"*’.

Os servicos de laboratério de diagnodstico
bacterioldgico da TB, uma das atividades fundamentais
do Programa, sdo organizados em sistema de rede.
No Estado de Sdo Paulo, a rede de servicos de
diagnostico laboratorial da TB organiza-se de acordo
com o nivel de complexidade técnica e funcional em:
Laboratdrios de baixa complexidade - Laboratérios
Locais (LL) que sdo unidades laboratoriais que estdo
geralmente inseridas nas unidades basicas de satde
dos municipios e realizam a baciloscopia; Laboratérios
de média complexidade — Laboratdrios de Referéncia
Regionais do Estado (LRRE) que estao vinculados a
Secretaria Estadual de Satide com area geografica de
abrangéncia municipal e desenvolvem atividades de
apoio técnico-operacional a rede LL; e Laboratério de
alta complexidade - Laboratorio de Referéncia Estadual
(LRE) que é um Laboratério Central de Saude Publica
(LACEN) vinculado a Secretaria Estadual de Satude com
area geografica de abrangéncia estadual, tendo como
competéncia organizar e coordenar a rede de LL e LRRE
publicos e privados"*.

Visando assegurar a qualidade técnica e a
padroniza¢ao dos exames, o MS recomenda a rede
de laboratérios a utilizagdo do Controle Externo de
Qualidade (CEQ) da baciloscopia. O sistema permite que
os laboratorios participantes avaliem sua capacidade pela
comparagdo dos seus resultados aos de outros laboratorios
da rede, através da aplicagdo de dois métodos: Supervisao
Indireta e Supervisao Direta. A Supervisdo Direta ¢é
realizada por meio de visita de um técnico credenciado
pelo laboratério de referéncia aos LL, enquanto que a
Supervisao Indireta atua a distancia pelo LRRE e consiste
na releitura cega das laminas enviadas pelos LL"*.

O estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
técnica das baciloscopias de escarro realizadas na rede de
LL de TB da Regido Metropolitana da Baixada Santista,
segundo dados obtidos na Supervisdo Indireta pelo LRRE.

MATERIAL E METODO

O estudo foi do tipo descritivo e como
metodologia de avaliacio das baciloscopias utilizou-
se o padrao do Consenso Global’, descrito no Manual
Nacional de Vigilancia Laboratorial de Tuberculose e
outras Micobactérias/MS de 2008 do MS®.

Laboratdrios participantes: Participaram da avaliacao do
CEQ da baciloscopia, nove unidades laboratoriais da rede
de diagnostico de TB da Regido Metropolitana da Baixada
Santista/SP. As unidades laboratoriais foram identificadas
como LL e codificados pelasletras (A, B,C,D,E,E G,Hel).

Amostragem das Baciloscopias: Inicialmente os LL
participantes do estudo foram orientados a guardar
e enviar a producgdo trimestral das laminas de
baciloscopia do periodo de 2010 a 2011. Juntamente
com as laminas foram enviadas cépias do Livro de
Registro dos Resultados de Baciloscopia e do mapa da
contagem dos bacilos.

Foram encaminhadas pelos laboratérios
participantes 5.691 laminas de baciloscopia de escarro
das quais foram sorteadas 713 para avaliagio. A
amostragem seguiu os critérios do MS para o controle de
qualidade que preconiza uma amostragem de 80 laminas
por laboratério, para a avaliagdo da qualidade, de modo a
assegurar uma sensibilidade de 80 % e especificidade de
100 % com intervalo de confianga de 95 %°.

Para a obtencdo dessa amostragem (80
laminas) foi utilizado o quociente proporcional
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Tabela 1. Distribui¢do das laminas de baciloscopia de escarro enviadas pelos Laboratérios Locais (LL) e avaliadas pelo Laboratdrio de Referéncia
Regional do Estado (LRRE), da Regido Metropolitana da Baixada Santista/SP, no periodo de 2010-2011

Total de laminas de baciloscopia

Laboratdérios Locais (LL)

Enviadas pelos (LL) n Positivas 1 (%) Avaliadas pelo (LRRE) n
A 1.055 128 (12,1) 80
B 172 22 (12,8) 80
C 73 5(6,8) 73
D 1.286 86 (6,7) 80
E 147 8 (5,4) 80
F 1.065 155 (14,6) 80
G 321 39 (12,1) 80
H 163 19 (11,7) 80
I 1.409 85 (6,0) 80
Total 5.691 547 (9,8) 713

através da divisdo do nimero total de laminas de cada
LL por 80 e o nimero de partida foi escolhido por
sorteio aleatério de um nimero qualquer entre 1 e o
numero do quociente proporcional. As laminas foram
selecionadas a partir do niimero de partida. Quando o
numero de laminas de baciloscopia foi menor que 80
laminas num periodo de trés meses, todas as laminas
foram avaliadas® (Tabela 1).

Avaliacao técnica das laminas de baciloscopia: As
baciloscopias de escarro foram analisadas quanto: a
confec¢io do esfregaco; a coloragdo pelo método de Ziehl-
Neelsen (ZN) e ao resultado daleitura através da contagem
semiquantitativa em cruzes. Cada uma dessas atividades
constituiu uma categoria de analise, para as quais foram
utilizados os seguintes indicadores de avaliago:

(A) Avaliagio Macroscopica (distensdao) - na analise
do esfregaco utilizou-se a classificagao: a) satisfatério ou
homogéneo, quando cobriu 2/3 da lamina sem espagos
vazios; b) ndo satisfatério ou nao homogéneo, quando se
apresentou de forma circular ou nao cobriu 2/3 dalamina.
Quando o esfregaco foi classificado em nao homogéneo,
houve uma segunda classificagdo em: espesso ou delgado.

(B) Avaliagao Microscopica (coloragio) — na analise da
coloragdo aplicou-se a seguinte classificagdo: a) satisfatoria;
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b) ndo satisfatdria ou descoloragdo inadequada. Quando
a lamina foi classificada como descoloragdo inadequada
foi realizada uma segunda classificagdo em: presenca de
cristais de fucsina ou excesso de aquecimento.

A qualidade técnica final das baciloscopias
¢ definida pelo somatdério das percentagens dos
esfregacos classificados como satisfatorios pelos itens
A e B; sendo considerado adequado quando o valor
encontrado seja > 80 %.

(C) Avaliagao da concordéncia e/ou discordancia dos
resultados - na andlise do indice baciloscdpico utilizou-
se a avaliacdo de concordancia (C), calculada de acordo
com a seguinte féormula:

C= (N° laminas concordantes / total de laminas relidas)
x 100.

Os resultados discordantes foram classificados
como Falso Positivo (FP) e Falso Negativo (FN). Os
resultados FP foram definidos como esfregagcos com
resultado positivo no LL e negativo no LRRE. Os
resultados FN foram definidos como esfregagos com
resultado negativo no LL e positivo no LRRE. Diferencas
de resultados em laminas com 1 a 9 BAAR em 100
campos observados, ndo foram classificadas como
discordancias importantes®.
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Tabela 2. Resultado das avaliagdes satisfatdrias macroscopicas (A) e microscopica (B) das laminas de baciloscopia, da Regido Metropolitana da

Baixada Santista/SP, periodo 2010-2011

Laboratdrios Locais A B (A+B)
(LL) " n % n % %
A 80 64 80,0 68 85,0 82,50
B 80 62 77,5 77 96,3 86,88
C 73 45 61,6 56 76,7 69,18
D 80 70 87,5 75 93,8 90,63
E 80 59 73,8 67 83,8 78,75
F 80 73 91,3 78 97,5 94,38
G 80 38 47,5 64 80,0 63,75
H 80 58 72,5 77 96,3 84,38
I 80 60 75,0 69 86,3 80,63
Total 713 529 74,2 631 88,5 81,23

Para quantificar e classificar a qualidade das
baciloscopias de escarro dos LL participantes do estudo,
os indicadores obtidos na avaliagdo técnica das laminas
foram transportados para um banco especifico criado em
programa Microsoft Office Excel/ Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das técnicas bacterioldgicas, a baciloscopia
direta em ordem de prioridade é a mais importante, pois
permite descobrir as fontes de infec¢do mais contagiantes,
constituidas em sua grande maioria pelos portadores

de TB pulmonar com tosse, expectoracdo e positivos ao
exame'.

A baciloscopia, realizada pelo método de ZN,
além da sua importancia epidemioldgica, por sua
simplicidade também oferece vantagem operacional
técnica e econdmica. Sabe-se que o rendimento da
baciloscopia é de 60 % a 80 % dos casos de tuberculose
pulmonar, de acordo com a prevaléncia local e com os
cuidados metodolégicos empregados na manipulagao
das amostras respiratorias, apesar de s6 identificar Bacilo
Alcool-Acido Resistente (BAAR). Esta técnica também
¢ utilizada para acompanhar a evolu¢ao bacteriologica

Tabela 3. Indice de concordancia na releitura das lAminas de baciloscopia dos Laboratdrios Locais, submetidas ao CEQ, periodo 2010-2011

Resultado da releitura das laminas

Iiﬂ’c(::t?lr;))s n Concordantes Discordantes Craibneh
FN* FP** %
A 80 80 0 0 100
B 80 80 0 0 100
C 73 73 0 0 100
D 80 80 0 0 100
E 80 80 0 0 100
F 80 80 0 0 100
G 80 78 0 2 97,5
H 80 80 0 0 100
I 80 80 0 0 100

*FN: Falso Negativo **FP: Falso Positivo
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do paciente pulmonar, inicialmente positivo durante o
tratamento"®%°.

A Tabela 1 apresenta a distribui¢do da produgao
das laminas de baciloscopias dos LL e o resultado de
positividade. Constatou-se que das 5.691 baciloscopias
realizadas no periodo analisado, a positividade foi de
9,8 %, confirmando uma alta carga bacilar, justificando
a utilizagdo do exame como método para estabelecer a
etiologia da doenga nessa populagio.

Na Tabela 2, das 713 (100 %) baciloscopias
analisadas quanto a qualidade macroscopica (A),
74,2 % dos esfregacos foram considerados satisfatorios
e o restante 25,8 % dos esfregacos foram insatisfatorios
ou nao homogéneos. Em relagdo a reclassificacio dos
esfregacos ndo homogéneos, obteve-se 24,4 % esfregagos
delgados e 1,4 % espessos.

Referente a avaliagdo microscépica (B),
constatou-se que 631 (88,5 %) baciloscopias
apresentaram coloragdo satisfatéria e 82 (11,5 %)
baciloscopias foram consideradas insatisfatorias
ou inadequadas. Quando a lamina apresentou
descoloragdo inadequada, obteve-se uma segunda
classificagao em: presenca de cristais de fucsina (4,1 %)
e excesso de aquecimento (7,4 %).

Considerando o célculo proposto na metodologia
(média de A+B) notou-se que em trés laboratdrios locais
(C, E, G) a classificacio final das caracteristicas técnicas
das laminas foi insatisfatoria (< 80 %).

Diante do exposto, a avaliagdo insatisfatoria
na distensao dos esfregacos pode estar relacionada
a algumas causas mais provaveis como: erro técnico
na confeccio do esfregaco; ma qualidade do
material (escarro), isto é, coleta abaixo do volume
recomendado; armazenamento e/ou transporte
inadequado ao laboratério. Quanto aos erros na
coloragdo dos esfregacos as causas mais comuns
sdo: aquecimento excessivo na fixagdo do material;
utilizagdo da fucsina sem filtrar e/ou tempo menor
de aquecimento; descoloragdes excessivas e corantes
impréprios para uso.

Os baixos indices de qualidade das laminas
encontrados nos LL C, E, e G, podem estar relacionados
a problemas na qualidade da amostra de escarro, que
vao desde a coleta, armazenamento e transporte ao
laboratdrio, até os procedimentos técnicos de distensdo
e coloragdo do esfregaco.

Percentual elevado de falhas no preparo
das baciloscopias também foi observado no estudo
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de Sousa et al'’, que avaliaram a qualidade de 189
baciloscopias para TB de oito Unidades Basicas de
Saude, no Estado do Para. Trinta e seis por cento
(36 %) das baciloscopias foram caracterizadas como
inadequadas e erros relacionados ao item distensao
foram os mais frequentes (31 %), seguidas de
problemas na coloracao (28 %).

Na Tabela 3, sao apresentados os resultados
da releitura das 713 laminas de baciloscopia dos LL,
aplicando o calculo do indice de concordancia, cujo valor
esperado é de 100 %°.

Ao avaliar o indice de concordéncia (C), nessa
pesquisa, a maioria dos LL participantes obteve C =
100 %. Apenas na unidade LL, codificada como letra G,
observou-se dois resultados FP (C=97,5 %) na releitura
das laminas, sendo reprovada no CEQ da baciloscopia.

Quanto ao resultado FP observado, este pode
estar relacionado a ma qualidade na execu¢do da
técnica ou ao uso de insumos inadequados, tais como: o
superaquecimento da coloragéo, descolora¢ao insuficiente,
uso de lAminas com arranhdes, uso de fucsina sem filtrar
levando a depdsitos de cristais do corante, causando erros
na interpretagao da presenca de BAAR®.

Outros componentes podem interferir no
resultado final do exame, como, por exemplo, o uso
inadequado e a falta de manuten¢ao técnica dos
equipamentos (microscopio, balanga). Outro agravante
a se considerar ¢ a falta de capacitagdo dos técnicos do
laboratorio na preparagéo e leitura da baciloscopia.

A partir dos dados analisados pode-se concluir
que os resultados dos LL foram aceitaveis, porém
sugere-se atividades continuas de CEQ na rede de
laboratérios de diagnéstico de TB, com énfase na
aplicacdo de agdes corretivas das principais causas
de erro no desenvolvimento da técnica, para elevar a
qualidade do diagndstico.
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RESUMO

As prevaléncias do HIV, da tuberculose (TB) e da coinfecgdo TB/HIV foram avaliadas no Sistema
Prisional de Itirapina/SP (Penitencidrias I e II). Foi efetuado estudo retrospectivo dos registros dos exames
realizados no IAL-Rio Claro no periodo de janeiro/2003 a dezembro/2010. A baciloscopia/cultura para
TB foi realizada em 24,3 % (1.375 amostras) da PI e em 25, 9 % (3.332 amostras) da PII, e a sorologia
para HIV, em 1.810 amostras da PI (32,0 %) e em 2.634 (20,4 %) da PIL. Foram detectadas 157 culturas
positivas para micobactérias (3,3 %), 177 amostras soropositivas para HIV (4,0 %), e 16 positivas para
TB/HIV (11,5 %). A prevaléncia de TB foi de 2,8 % e 3,6 % (p=0,160), de HIV foi de 2,1 % e 5,3 %
(p<0,001), respectivamente, para PI e PII; e a de coinfecgdo TB/HIV foi 0,4 % (p=0,744) em PI e
PII. A soroprevaléncia de HIV nos individuos com TB foi de 13,2 % em PI e 9,2 % (p=0,487) em
PII; a prevaléncia maior em PII sugere que o comportamento da doenca difere com a caracteristica
populacional. Elevada prevaléncia de TB, HIV e coinfecgio TB/HIV mostra a importancia do diagndstico
destas infec¢des em todos os individuos no momento da admissao para definir as medidas de prevencio e
de tratamentos dos internos e seus contatos.

Palavras-chave. prevaléncia, HIV, tuberculose, penitencidrias, coinfec¢ao TB/HIV.

ABSTRACT

HIV, tuberculosis (TB) and TB/HIV co-infection prevalences were assessed in prisons PI and PII in
Itirapina, SP, Brazil. This retrospective study was performed by consulting the records of diagnostic
assays carried out at the Instituto Adolfo Lutz (IAL) Rio Claro Laboratory from January 2003 to
December 2010. Culture for TB was performed on 24.3 % (1,375 samples) of PI and 25.8 % (3,332
samples) of PII, and HIV serology in 32.0 % (1,810 samples) of PI and 20.4 % (2,634 samples) of
PIL. There were 177 (4.0 %) HIV positive samples, 157 (3.3 %) positive culture for mycobacteria,
and 16 (11.5 %) for TB/HIV. The prevalences of TB were 2.8 % and 3.6 % (p=0.160) for PI and PII
respectively; of HIV, 2.1 % and 5.3 % (p<0.001) for PI and PII; and of TB/HIV co-infection, 0.4 %
(p=0.744) for both PI and PII. Among TB patients, HIV prevalence was 13.2 % in PI and 9.2 %
(p=0.487) in PII. Higher HIV prevalence in PII suggests that it depends on the population characteristics.
The high prevalence rates of TB, HIV and TB/HIV show that it is crucial to perform the diagnostic testing
in all of imprisoned individuals at admission to define the disease treatment and prevention measures
among inmates and their contacts.

Keywords. prevalence, HIV, tuberculosis, prisons, co-infection TB/HIV.
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INTRODUCAO

Os individuos privados de liberdade estdo
suscetiveis a diversos agravos que causam problemas de
saude publica, os quais devem ser compreendidos como
resultado das condi¢oes e qualidade de vida que enfrentam
nas penitenciarias. As doengas observadas siao as mesmas
ocorridasentrea populagio ndo confinada, porém em fungéo
dos diferentes fatores de risco, elas ocorrem precocemente
e com maior intensidade, configurando condic¢oes de
vulnerabilidade para os detentos e para a populagio em
geral, favorecendo as condigbes para a disseminagdo de
doengas endémicas, infectocontagiosas ou nao'*.

Osestudossobre o perfildemograficodapopulagio
carcerdria revelam que, em sua maioria, os detentos sao
provenientes de segmentos populacionais desfavorecidos,
expostos a multiplos riscos, geralmente sem cobertura
social, educacional e sem acesso a programas de agoes
basicas de saude’. Assim, antes mesmo de ingressarem
na prisao, as condi¢oes de saude sao precarias, marcadas
pela violéncia social e impossibilidade de acesso a servigos
de qualidade, além do fato de esses individuos estarem
inseridos no grupo de populagdes com comportamento
de risco para doencas sexualmente transmissiveis e/
ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
ampliando ainda mais o problema*®.

De acordo com a Secretaria de Administracdo
Penitencidria, a populagao carceraria de Sao Paulo
quase quadruplicou desde 1995°. O Estado de Sao
Paulo alberga 40 % dos presos do pais. Em dezembro
de 2001, a populagdo prisional de Sdo Paulo era de
67.624 individuos; em abril de 2012 esse numero
aumentou para 188.518. Comparando as populagdes
entre 2010 e 2011, o aumento foi na ordem de 9.504
presos e nos quatro primeiros meses do ano de 2012°
foram encarcerados 8.185 individuos. Por dia, 26,04
individuos entraram para o sistema em 2011 e esse
numero passou para 81,85 em 2012.

A tuberculose (TB) ¢é considerada pela
Organizagio Mundial da Saude uma “emergéncia
mundial” em saude publica desde 1993, sendo
responsavel pela morte de 1,4 milhdo de pessoas por ano,
de acordo com a ultima estimativa'®. Além de continuar
endémica em areas onde a populagiao vive em condigdes
precarias, a TB ganhou for¢a com o surgimento da AIDS,
sendo a terceira doenga oportunista mais frequente nos
portadores do HIV'". A permanéncia prolongada dos
individuos nos sistemas prisionais tem sido um fator

relevante no aumento da prevaléncia da TB. Nogueira
e col"* mostraram que a prevaléncia da TB e TB latente
nesses individuos ¢ elevada e quanto maior o tempo de
prisdo, maior o numero de individuos com reagdo ao teste
tuberculinico. A porcentagem de individuos reatores
foi maior na populacio de individuos reincidentes,
revelando o tempo de exposi¢ao como fator de risco.
O trabalho realizado por Kuhleis e col'* corrobora essa
informacédo, demonstrando a circulagao das cepas dentro
do sistema prisional, ao encontrarem grandes grupos
genéticos incomuns a populagao geral.

A coinfeccio com o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) é responsavel pelo aumento da incidéncia,
da prevaléncia e da mortalidade por TB e modifica o carater
da doenga, de uma evolugdo cronica para aguda, podendo
ocasionar a morte do paciente em poucas semanas ou
torna-lo resistente a uma ou mais drogas utilizadas no
tratamento. A associacdo dessas duas doencas ¢ sinérgica,
reciproca e de grande impacto, incrementando a viremia e
acelerando a progressao da doenga’*’.

O diagnostico e tratamento precoces dessas doengas
sdo vitais para esses pacientes e deveriam ser prioridade para
as autoridades, inclusive porque a satde da populagio nao
privada de liberdade também ¢é afetada. Estudos sobre a
prevalénciadessas doencasem populagdes carcerarias podem
representar importantes ferramentas para a implementacio
de politicas publicas de satide relacionadas com a prevenc¢ao
e o tratamento, minimizando a disseminac¢io de TB e HIV
na sociedade. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi
conhecer a soroprevaléncia de HIV, a prevaléncia da TB e
da coinfecgao TB/HIV em detentos do sistema prisional de
Itirapina, Sao Paulo (Penitenciarias I e II).

MATERIAL E METODOS

Instituicoes

O Sistema Prisional de Itirapina compreende as
unidades Penitencidria I “Dr. Antonio de Queiroz Filho”
(PI) e Penitenciaria II “Jodo Batista de Arruda Sampaio”
(PII), sendo que a PI funciona com o regime semiaberto e
fechado para os detentos queja foram julgados eirao cumprir
penas; na PII, por sua vez, o regime é semiaberto e fechado
para aqueles presos provisorios que estdo aguardando
julgamento. Na sua estrutura funcional, a Diretoria de
Reintegragao e Atendimento a Satide é composta por
uma equipe multidisciplinar que acompanha os detentos,
direcionando e orientando quanto ao diagndstico de
doengcas durante a sua permanéncia no sistema prisional.
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Coleta de dados

Foi realizado um estudo retrospectivo dos
resultados dos exames laboratoriais enviados ao Instituto
Adolfo Lutz, Laboratério Regional de Rio Claro, pela
Equipe de Saude do Sistema Prisional de Itirapina,
SP - PI e PII - de populagdo carcerdria exclusivamente
masculina. Os dados foram obtidos nos Livros de
Registro do Laboratorio de Sorologia, Livro de Registro
de Baciloscopia e Cultura para Diagndstico e Controle
da Tuberculose, Sistema de Informacdo Laboratorial da
Tuberculose (SILTB) e Sistema de Informacdo de Gestao
Hospitalar do Instituto Adolfo Lutz (SIGH).

Foram inseridos no estudo os individuos com
resultados de exames laboratoriais para TB e/ou HIV, no
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2010. Os exames
para diagndstico de TB foram realizados em individuos
sintomaticos respiratorios (tosse ha mais de trés semanas,
febre e perda de peso). Os testes para diagndstico de HIV
foram realizados na triagem e em individuos com sinais
ou sintomas de doenca infecciosa. Os dados coletados
incluiram nome, sexo, idade, unidade prisional, data e
resultado dos testes laboratoriais para TB e HIV.

Diagnostico de TB

A detecc¢ao dobacilo dlcool dcido resistente (BAAR)
nas amostras de escarro foi realizada por baciloscopia
(coloragao de Ziehl-Neelsen) e cultura. A contagem bacilar
foi realizada de acordo com o indice baciloscopico (semi-
quantitativa em cruzes), recomendado pelo Ministério
da Saude. As amostras foram processadas utilizando a
descontaminagdo com solugdo de NaOH a 4 % e posterior
semeadura nos meios de Ogawa - Kudoh (OK) e OK
acrescido de acido p-nitrobenzdico até dezembro de 2008.

A partir de janeiro de 2009 foi introduzida a cultura
liquida, utilizando o Sistema BACTEC MGIT™ 960 (Becton
& Dickinson). A identificagao das espécies de micobactérias
foi realizada no Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo,
utilizando-se provas fenotipicas tradicionais, e a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase e analise de restricio pelo
método PRA-hsp65™. Os individuos que apresentaram duas
baciloscopias de escarro positivas e/ou cultura positiva para
Mycobacterium tuberculosis foram considerados casos de TB.

Diagnéstico de HIV

De janeiro de 2003 a junho de 2008, a
deteccdo de anticorpos anti-HIV foi realizada por dois
imunoensaios (ELISA - Enzyme-Linked immunosorbent
Assay) distintos e em paralelo: Murex HIV 1.2.0 (Murex
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Biotech, Kent, Inglaterra) e Vironostika HIV Uni-Form
II plus O (Boxtel, Holanda) registrados no Ministério da
Satde. Os testes confirmatorios utilizados foram a reacio
de Imunofluorescéncia Indireta - IFI (Biomanguinhos /
Fiocruz, Rio de Janeiro, R]) e Western-Blot (HIV Blot
2.2, Genelabs Diagnostics, Singapura).

A partir de junho de 2008 até dezembro de 2010,
seguindo determina¢ao do fluxograma do Ministério
da Sadde, a detec¢ao de anticorpos Anti-HIV passou a
ser feita por meio do método quimioluminométrico
(Immuoassay System, ADVIA Centaur CP, Siemens).
Como teste confirmatorio foi utilizado o ensaio qualitativo
de anticorpos especificos para a confirmagao da infecgdo
pelo HIV 1 e 2 em sangue total, soro ou plasma humano
(Imunoblot Rapido DPP - HIV 1/2, Biomanguinhos/
Fiocruz). Individuos com teste confirmatério positivo
para HIV foram incluidos no estudo.

Analises estatisticas

Foi considerado somente um resultado de cada
paciente na andlise total. Os dados foram armazenados
em bancos de dados informatizados, utilizando-se os
programas Microsoft Access e Excel. Os resultados de TB,
HIV e coinfecgao por TB/HIV em cada penitenciaria
foram avaliados quanto a prevaléncia e tendéncia em série
temporal. Para determinar a associagdo entre TB, HIV,
TB/HIV em PI e PII, utilizou-se o teste do Qui-quadrado
(x2), com corregao pelo teste exato de Fisher bicaudal
quando necessario. As diferencas foram consideradas
significativas para valores de p<0,05.

Em atenc¢ao aos aspectos éticos e legais da pesquisa
envolvendo seres humanos, preconizados pela resolugio
196/96 do Conselho Nacional de Satde, esta pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Adolfo Lutz/SP, segundo o protocolo n° LR 2810/2010-IAL.

RESULTADOS

A caracterizagdo das amostras segundo as
varidveis examinadas encontra-se na Tabela 1. Na PI, a
média anual de detentos foi de 707 (IC 95 % + 0,7) e na
PII, 1.611 (IC 95 %, +1,6). A baciloscopia/cultura para
TB foi realizada em 24,3 % da populagdo carceraria da PI,
com média anual de 172 individuos (IC 95 % + 0,3) e em
25,8 % da PII (média anual de 417, IC 95 % + 1,9). Quanto
a sorologia para HIV, foram examinados 32,0 % (média
anual de 226, IC 95 % * 0,9) da populagio carceraria do
PI e 20,4 % da PII (média anual de 329, IC 95 % =+ 2,9).
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Figura 1. Tendéncia da prevaléncia para TB (A), HIV (B) e TB/HIV
(C) na populagao das Penitenciarias I (PI) e II (PII) de Itirapina-SP, no
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2010, por unidade prisional
e ano de diagnostico

Entre os 4.707 exames realizados para o
diagnostico de TB, foram encontrados 157 (3,3 %)
com cultura positiva para micobactérias, dos quais 132
(84,1 %) foram identificados como M. tuberculosis e 25
(15,9 %) como micobactérias nio tuberculosas (MNT).
Dezesseis individuos com diagnoéstico de TB apresentaram
positividade para o HIV (coinfecgdo TB/HIV). Esses
isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade aos
quimioterapicos (TSA) preconizados para o tratamento da
TB e 10 (62,5 %) foram sensiveis a isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol e estreptomicina, dois (12,5 %)
resistentes pelo menos a uma droga e em quatro (25,0 %) o
teste nao foi realizado por problemas técnicos.

Entre os 38 detentos com TB em PI, cinco
(13,2 %) estavam coinfectados pelo HIV, enquanto em
PII, 11 (9,2 %) dos 119 com TB apresentaram coinfecgdo
pelo HIV (p=0,487). A taxa de coinfecgio entre os casos
de TB em ambas as penitenciarias foi de 10,2 %.

Dos 4.444 testes para o sorodiagndstico de HIV,
177 (4,0 %) apresentaram-se positivos e corresponderam
a individuos da faixa etaria compreendida entre 18 e 57
anos de idade; assim distribuidos, 18 - 25 anos (9,1 %);
26 - 33 anos (35,8 %); 34 - 41 anos (34 %); 42 - 49 anos
(10,3 %); 50 - 57 anos (1,9 %) e sem informacéo (8,6 %).
Da mesma forma, a maioria dos pacientes com exame
positivo para TB encontravam-se na faixa etdria entre 26
e 33 anos.

A soroprevaléncia de HIV foi significativamente
maior em PII (p<0,001) enquanto a prevaléncia de TB
(p=0,160) e de coinfec¢do TB/HIV (p=0,744) foi semelhante
em ambas as penitenciarias (Tabela 1 e Figura 1).

Os casos de TB apresentaram uma tendéncia
crescente da prevaléncia nas duas penitencidrias
no periodo estudado (Figura 1A), enquanto que a
tendéncia da prevaléncia de individuos soropositivos
para HIV e coinfectados manteve-se estavel (Figura 1B
e 10).

DISCUSSAO

A andlise dos dados desse estudo indicou que
os diagndsticos de TB e HIV foram realizados em uma
baixa parcela da populagao do sistema, o que confere
uma limitacao ao estudo. Isso se deve ao fato que a
populagdo da PI teve maior cobertura diagndstica do
que a populagao da PII. Esta diferenca na cobertura
diagnostica deve ser observada com muita atengéo, tendo
em vista a realidade do sistema penitencidrio (excesso de
populagdo, numero de infectados, falta de isolamento
adequado) e as formas de transmissdo dessas doengas,
ressaltando-se a importancia dos diagndsticos precoces
para a diminui¢ao do numero de infectados dentro e fora
dessas instituicdes.

A prevaléncia de TB foi maior na faixa etaria
de 26 a 33 anos, confirmando os dados relatados
pelo Centro de Vigilancia Epidemiologica do Estado
de Sao Paulo para individuos do sexo masculino na
faixa etaria de 20 a 49 anos* e para a populagao do
sistema prisional do Estado, no periodo de 1998 a
2005. Apesar da maior prevaléncia de TB em PII ndo
ser estatisticamente signiﬁcante, a tendéncia crescente
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indica que o esquema de intervengdo devera ser mais
acentuado nesta penitencidria.

A soroprevaléncia para HIV encontrada no
presente estudo (4,0 %) corresponde a individuos na
faixa etaria compreendida entre 18 e 57 anos de idade.
Comparando as taxas encontradas nas penitenciarias
estudadas, a soroprevaléncia em PII foi maior,
assemelhando-se as taxas encontradas em grupos
populacionais maiores de 18 anos que apresentam maior
vulnerabilidade, como usuarios de drogas (59 %) e
mulheres profissionais do sexo (4,9 %)'. No entanto, a
tendéncia das prevaléncias da PI e PII foi estavel, o que
sugere que a assisténcia dada a esses individuos esta
auxiliando no combate a doenca, mas nio esta sendo
suficiente. Reis e Bernardes' retrataram a realidade da
assisténcia a saude em cadeias e delegacias e revelaram a
negligéncia a prevenc¢io e tratamento do HIV/AIDS na
populagdo confinada, mostrando a importincia dessas
medidas no controle da doencga.

Massad e col” em estudo sobre prevaléncia de
HIV entre detentos do Complexo Carandiru, em Sdo
Paulo, encontraram 16,0 % de positividade, relatando
que essa prevaléncia foi maior em usuarios de drogas
injetaveis, seguida de comportamento sexual de risco. No
municipio de Rio Claro, SP, no Centro de Ressocializagdo
Feminino, foram detectadas 3,6 % de mulheres
soropositivas para HIV, pertencentes a faixa etdria entre

21 e 40 anos®. Passadouro? identificou 6 % de individuos
soropositivos para HIV em um estabelecimento prisional
de Leiria/Portugal, associando também esta positividade
ao uso de drogas injetaveis. Entre os prisioneiros da
Espanha, Marco e col® verificaram que a prevaléncia da
infec¢ao pelo HIV era de 10,8%. Reid e col*® em estudos
nas Prisdes Africanas encontraram uma prevaléncia de
25,5 %, esclarecendo que as condi¢oes de infraestrutura
la existentes eram paupérrimas, inclusive sem dgua
potavel, promovendo condigdes para epidemias,
violéncia e degradacdo, podendo aumentar o risco de TB
e transmissao de HIV.

A média da prevaléncia de coinfec¢io TB/HIV
entre os casos de TB detectada nesse estudo (10,2 %) foram
similares a encontrada (13 %) no Estado de Sdo Paulo®, no
Sistema Prisional do Rio de Janeiro (14,6 %) encontrada
por Sanchez e col’, e a média relatada no Brasil (8 %)". A
tendéncia de coinfecgio foi estéavel possivelmente devido
a influéncia da tendéncia da prevaléncia de HIV.

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram
duas populagdes distintas. A populagdo da PI alberga
individuos sentenciados, fazendo dessa uma populagdo
mais estavel, o que proporciona um controle melhor do
diagndstico e tratamento da TB e HIV. Essa situagdo ¢é
evidenciada pela estabilidade nos casos novos de TB e da
menor prevaléncia de HIV. A popula¢ao da PII, por sua
vez, é formada por individuos que aguardam sentenca,

Tabela 1. Prevaléncia de tuberculose (TB), HIV e coinfec¢do TB/HIV na populagdo das Penitencidrias I (PI) e II (PII) de Itirapina-SP, no peri-

odo de janeiro de 2003 a dezembro de 2010, por unidade prisional

PI PII
Doenca Individuos Populagao: 5.656 Populagao: 12.890 OR (IC 95 %) P
n % (IC 95 %) n % (IC 95 %)
Examinados 1375 24,3 3332 25,8
TB
Positivos 38 2,8 (2,0-3,8) 119 3,6 (3,0-4,3) 0,77 (0,52-1,13) 0,160
Examinados 1810 32,0 2634 20,4
HIV
Positivos 38 2,1 (1,5-2,9) 139 5,3 (4,5-6,2) 0,38 (0,26-0,56) < 0,001
Examinados 1351 239 2494 19,3
TB/HIV
Positivos 5 0,4 (0,1-0,9) 11 0,4 (0,2-0,8) 0,84 (0,25-2,61) 0,744

IC: intervalo de confianca, OR: odds ratio
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ou seja, a rotatividade desses individuos é maior, além
da elevada demanda de entrada. Possivelmente, ao
entrarem no sistema, esses individuos nao dispunham da
mesma assisténcia que os individuos da PI, ja detidos ha
algum tempo, o que pode ser um dos fatores relevantes
para a maior prevaléncia de TB e HIV nessa populagéo.
No entanto, um numero maior de individuos deve ser
avaliado para confirmar as hipdteses levantadas no
presente estudo.

Os dados deste estudo e similares mostram a
importancia e a necessidade da realizagdo dos testes
soroldgicos para HIV de forma rotineira, na totalidade
dos detentos, melhorando o diagnostico precoce da
infec¢ao por HIV, possibilitando a introdug¢do do
tratamento antirretroviral, uma vez que a infec¢do
pelo HIV representa fator relevante na defini¢do do
tratamento da TB ativa e da forma latente'’. A taxa de
reativagao de TB em pessoas coinfectadas com HIV
¢ de aproximadamente 8 % ao ano, sendo a TB uma
das infec¢des mais comuns no curso da infec¢ao pelo
HIV'.

Para reduzir o impacto da coinfeccio da TB
nos portadores de HIV é necessario que o atendimento
aos pacientes seja feito de forma mais efetiva e imediata
possivel”. Uma medida que podera diminuir esses indices
devera ser o diagnostico de TB e HIV na admissdo dos
individuos no sistema prisional, independente da situagdo
legal em que se encontram. A demora em identificar
e isolar sintomaticos ou suspeitos de TB, devido as
falhas no procedimento de controle, diminui o indice
de cura, aumentando a taxa de recidiva, mortalidade e
disseminagdo da doenca nessas instituicoes. Portanto, é
imprescindivel implementar atividades que permitam o
diagndstico precoce da TB ativa e latente.

Deve-se considerar também que os profissionais de
saude e funciondrios ligados ao sistema carcerario, embora
reconhecam que TB e HIV séo graves problemas de satde,
muitas vezes desconhecem a extensdo e as consequéncias
destes. Os funcionarios estdo frequentemente expostos e,
ao se contaminarem, sdo veiculos de disseminagdo das
doengas aos seus contatos e familiares. A detec¢do precoce
do HIV é uma ferramenta fundamental contra a TB, pois é
conhecido o fato de que a terapia antirretroviral atua como
fator protetor contra o desenvolvimento da TB" e que o
virus HIV é um potente ativador da TB".

O controle dessas doencas podera ser melhor
realizado se forem aplicados investimentos na atualizagdo
da infraestrutura e recursos humanos, diagndstico

precoce da TB e triagem para HIV em todos os internos
e nos que estdo entrando no Sistema.

REFERENCIAS

1. Nogueira PA, Abrahdo RMC. A infec¢ao tuberculosa e o
tempo de prisdo da populagio carcerdria dos Distritos Policiais
da zona oeste da cidade de Sdao Paulo. Rev Bras Epidemiol.
2009;12:30-8.

2. Sanchez AR, Massari V, Gerhardt G, Barreto AW, Cesconi V, Pires
], et al. A tuberculose nas prisdes do Rio de Janeiro, Brasil: uma
urgéncia de saude publica. Cad Satide Publica. 2007;23:545-52.

3. Catalan-Soares BC, Almeida RT, Carneiro-Proietti BFE
Prevalence of HIV-1/2, HTLV-I/II, hepatitis B virus (HBV),
hepatitis C virus (HCV), Treponema pallidum and Trypanosoma
cruzi among prison inmates at Manhuagt, Minas Gerais, Brazil.
Rev Soc Bras Med Trop. 2000;33:27-30.

4. Nogueira PA, Abrahdao RMCM, Galesi VMN. Tuberculosis and latent
tuberculosis in prison inmates. Rev Saude Publica. 2012;46:119-27.

5. Cardoso JrR. Prevaléncia do HIV nos presidios. (acesso 2005
Abr 12). Disponivel em :[http://www.aids.gov.br].

6.  Winetsky DE, Negoescu DM, DeMarchis EH, Almukhamedova O,
Dooronbekova A, Pulatov D, et al. Screening and rapid molecular
diagnosis of tuberculosis in prisons in Russia and Eastern Europe:
a cost-effectiveness analysis. PLOS Medicine. 2012;9:11.

7. Todrys KW, Amon JJ. Criminal justice reform as HIV and TB
prevention in African prisons. PLOS Medicine. 2012;9:5.

8. Yanjindulam P, Oyuntsetseg P, Sarantsetseg B, Ganzaya S,
Amgalan S, Narantuya J, et al. Reduction of tuberculosis burden
among prisoners in Mongolia: review of case notification, 2001-
2010. Int ] Tuberc Lung Dis. 2012;16:327-29.

9. Secretaria da Administracdo Penitenciaria do Estado de Sdo
Paulo (SAP). SAP amplia numero de vagas com plano de
expansdo. (acesso 2012 Out 05). Disponivel em: [http://www.sap.
sp.gov.br/noticias/not147.html].

10. World Health Organization- WHO. Global tuberculosis report 2012.
Geneva, Switzerland: WHO; 2012. Disponivel em: [http://apps.who.
int/iris/bitstream/10665/75938/1/9789241564502_eng.pdf].

11. Benito N, Moreno A, Miro JM, Torres A. Pulmonary infections
in HIV-infected patients: an update in the 21st century. Eur
Respir J. 2012;39:730-45.

12. Kuhleis D, Ribeiro AW, Costa ERD, Cafrune PI, Schmid KB,
Costa LL, et al. Tuberculosis in a southern Brazilian prison. Mem
Inst Oswaldo Cruz. 2012;107:909-15.

13. Lemos ACM. Coinfec¢ao tuberculose/HIV. ] Bras Pneumol.
2008;34:753-5.

14. Jamal LE Moherdaui F. Tuberculose e infec¢do pelo HIV no
Brasil: magnitude do problema e estratégias para o controle. Rev
Saude Publica. 2007;41:104 -10.

15. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Satde.
Departamento de Vigildncia Epidemiolégica. Manual Nacional
de Vigilancia Laboratorial da tuberculose e outras micobactérias.
Brasilia (DF); 2008.

16. Ministério da Satde. Secretaria de Vigilancia em Satide. Programa
Nacional de DST/AIDS. Recomendagdes para terapia antirretroviral
em adultos e adolescentes infectados pelo HIV 2007/2008. (acesso
2008 Set 21). Disponivel em: [http://www.aids.gov.br].

293



Aily DCG, Berra JAP, Brandao AP, Chimara E. Tuberculose, HIV e coinfec¢do por TB/HIV no Sistema Prisional de Itirapina, Sdo

Paulo, Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2013; 72(4): 288-94.

17.

18.

19.

20.

294

Massad E, Rozman M, Azevedo RS, Silveira ASB, Takey K,
Yamamoto YI, et al. Seroprevalence of HIV, HCV and syphilis in
Brazilian prisoners: Preponderance of parenteral transmission.
Eur J Epidemiol. 1999;15:439-45.

Chimara E, Ferrazoli L, Ueky SYM, Martins MC, Durham
AM, Arbeit RD, et al. Reliable identification of mycobacterial
species by PCR-restriction enzyme analysis (PRA)-hsp65 in
a reference laboratory and elaboration of a sequence-based
extended algorithm of PRA-hsp65 patterns. BMC Microbiol.
2008;2;8:48.

Reis CB, Bernardes EB. O que acontece atras das grades:
estratégias de prevencdo desenvolvidas nas delegacias civis
contra HIV/AIDS e outras doengas sexualmente transmissiveis.
Ciénc Saude Coletiva. 2011;16:3331-8.

Berra JAP, Bacetti LB, Buzo A. Soroprevaléncia de HIV, sifilis,
hepatite B ¢ C em mulheres do Centro de Ressocializagao
Feminino, Rio Claro/SP. Rev Inst Adolfo Lutz. 2006;65:133-6.

21.

22.

23.

24.

25.

Passadouro R. Prevaléncia e fatores de risco das infecgdes por
VHI, hepatite B e C num estabelecimento prisional de Leiria.
Acta Med Port. 2004;17:381-4.

Marco A, Saiz de la Hoya P, Garcia-Guerrero ], Grupo
PREVALHEP. Estudio Multicéntrico de Prevalencia de Infeccion
por el VIH y factores asociados en las prisiones de Espafia. Rev
Esp Sanid Penit. 2012;14:19-27.

Reid SE, Topp SM, Turnbull ER, Hatwiinda S, Harris JB, Maggard
KR, et al. Tuberculosis and HIV Control in Sub-Saharan African
Prisons: “Thinking Outside the Prison Cell”. JID. 2012;205:5265-73.

Secretaria de Estado da Satde de Sao Paulo. Centro de Vigilancia
Epidemioldgica “Prof. Alexandre Vranjac”. Tuberculose no Estado
de Sao Paulo: indicadores de morbimortalidade e indicadores de
desempenho. Bol Epidemiol Paulista. 2006;3:S7-S37.

Sanchez AR, Larouzé B, Diuana V. Tuberculosis control in
Brazilian prisons: new appoaches to an old problem. Cad Saude
Publica. 2010;26:850-1.



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Doenca de Chagas: situacao vetorial no municipio de Limoeiro do
Norte - CE, no periodo de 2006 a 2009

Chagas Disease: vector status in the city of Limoeiro do Norte - CE,
during the period from 2006 to 2009

RIALA6/1577
Arduina Sofia Ortet de Barros VASCONCELOSY, Erlane Chaves FREITAS!, Ménica Coelho
ANDRADE!, Marli Maria LIMA?, Laise dos Santos PEREIRA', Katia Cristina Morais Soares GOMES’,
Helena Lutéscia Luna COELHO', Maria de Fatima OLIVEIRA!

*Enderego para correspondéncia: 'Laboratdrio Pesquisa em Doenga de Chagas, Universidade Federal do Ceard. Rua Capitao
Francisco Pedro n° 1210, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, CE, Brasil, CEP 60430-372. E-mail: vasconcelosarduina@yahoo.com.br
*Laboratorio de Ecoepidemiologia da Doenga de Chagas, Fundagao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, R], Brasil.
Recebido: 18.08.2013 - Aceito para publicagdo: 04.10.2013

RESUMO

Entre as doengas transmitidas por vetores no Brasil, a doenca de Chagas é uma das mais importantes
como problemas de satide publica. Neste estudo foi estimada a prevaléncia de triatomineos infectados
por Trypanosoma cruzi no municipio de Limoeiro do Norte-CE, por meio de consulta aos arquivos do
Programa de Controle da Doenca de Chagas deste Distrito Sanitdrio no periodo de 2006 a 2009. Na
andlise foram incluidos os triatomineos adultos e ninfas, mortos ou vivos, capturados durante o periodo
investigado. Durante os quatro anos de estudo foram capturados 2.863 exemplares de triatomineos, ninfas
e adultos distribuidos no intradomicilio e peridomicilio; e examinados 2.756 (96,3 %) exemplares. O indice
de infec¢do dos triatomineos foi de 7,9 % nos quatros anos de estudo. O nimero de ninfas capturadas
foi cerca de trés vezes maior que o nimero de adultos; no entanto, o nimero de ninfas infectadas pelo
flagelado (5,30 %) foi inferior aos adultos (15,85 %). O distrito de Limoeiro do Norte apresenta alto risco
de transmissdo para doenga de Chagas e, portanto, sugere-se que as agdes de controle sejam intensificadas
neste municipio para evitar a ocorréncia de transmissao da doenga e dispersdo do vetor.

Palavras-chave. Doenga de Chagas, triatomineos, prevaléncia, indice de infec¢éo.

ABSTRACT

In Brazil, among the endemic vector-borne diseases, Chagas disease has been considered one of the most
important public health problems. The present study aimed at estimating the prevalence of triatomines
infected with Trypanosoma cruziin the city of Limoeiro do Norte, CE, Brazil. This investigation was conducted
by consulting the archives of the Chagas disease control program of the Health District of Limoeiro do Norte
for the period from 2006 to 2009. The study included dead or alive, adults and nymphs triatomines, which
where captured during the investigated period. During the four-year study, 2,863 specimens of nymphs and
adults insects were captured from the domestic and peridomestic areas; 2,756 were examined, representing
96.3 % of collected specimens. The insect infection rate was 7.9 % in four-year study. The number of captured
nymphs was nearly three times higher than the number of adults; however the number of nymphs infected
with the flagellate (5.30 %) was lower than the number of adults form (15.85 %). Limoeiro do Norte showed
a high risk for Chagas disease transmission, suggesting that the control actions should be intensified in this
city to prevent the disease transmission and the vector spread.

Keywords. Chagas disease, triatomines, prevalence, infection rate.
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INTRODUCAO

Doenga de Chagas, também conhecida como
tripanossomiase americana, é endémica em 17 paises da
América Latina'. Cerca de 10 milhdes de pessoas estdo
infectadas com o Trypanosoma cruzi e mais de 40 milhoes
estdo expostas ao risco de contrair a doenga na América
Latina>?. No Brasil, a estimativa é de 2 a 3 milhdes de
pessoas infectadas, com uma incidéncia de 100 novos
casos por ano (via oral)*.

A infecgdo pelo T. cruzi ainda representa um
problema significativo de satide publica, com 7.7 milhoes
de pessoas infectadas na América Latina, e mais de
10.000 mortos em 2008°.

O agente etioldgico da doenca de Chagas,
Trypanosoma cruzi, ¢ um protozoario flagelado da
familia Trypanosomatidae, que tem como hospedeiros
vertebrados mamiferos, aves e répteis e, como hospedeiros
invertebrados numerosas espécies de hemipteros
hematoéfagos da familia Reduviidae. Este inseto apresenta
trés fases em seu ciclo evolutivo que vai desde ovo,
ninfa (cinco estagios) até adulto. As ninfas e adultos
sao hematodfagas durante todo o ciclo evolutivo e vivem
em média de um a dois anos, com grande capacidade
de reproducio e, com intensa resisténcia ao jejum
dependendo da espécie e das condigoes ambientais®.

A transmissdo dessa enfermidade se da
principalmente pela via vetorial (80 % dos casos), em que
o triatomineo deposita juntamente com seus excrementos
(fezes e urina) o Trypanosoma cruzi que penetra por
continuidade nos tecidos cutdneos e nas mucosas
integras. A segunda via de importancia epidemioldgica
¢ a transfusional, representando 5 a 20 % dos casos.
As demais vias sio de menor importancia, tais como
transplacentaria, acidentes de laboratdrio, manipulagdo
de animais infectados e transplantes de drgaos’.

Aviaoral, consideradaantes de menorimportancia,
tomou grandes proporgdes no Norte do Brasil, pela ingestao
do préprio triatomineo ou dos seus excrementos, através
de alimentos como agai e cana de agucar®. A forma aguda
da doenga de Chagas tem sido registrada nos tltimos anos
na regido amazodnica, sendo relacionada ao consumo do
acaf fresco, contaminado com as fezes do inseto infectado
ou com o préprio inseto triturado’.

O Brasil tem mais de 120 espécies de triatomineos
conhecidas, no entanto, apenas 69 foram descritas, e somente
quatro tém maior importancia na transmissdo da doenga
de Chagas para o homem que sao: Triatoma brasiliensis,

296

Triatoma  pseudomaculata, Panstrongylus megistus e
Triatoma sordida. As outras sao selvagens e mantém um
ciclo natural apenas com mamiferos silvestres'®!!.

No pais, a transmissao vetorial estd presente em
todos os estados da regido nordeste e a ocorréncia depende
primeiramente da presenca de vetores domeésticos'.
A adaptagio dos triatomineos a vivenda humana
(domiciliagdo e colonizagdo) mostra-se eficiente para cerca
de uma dezena de espécies e é considerado fator primordial
daocorréncia e da expansdo da doenga de Chagashumana'>.

No contexto epidemiolégico da doenga de Chagas
na regido nordeste, o Ceara é o epicentro de dispersdo
de duas espécies de triatomineos de dificil controle:
T. brasiliensis e T. pseudomaculata. O Ceara apresenta
cobertura vegetal predominante de caatinga, possuindo
uma vasta area rural, uma parcela da populagao vivendo
em habita¢des de baixa qualidade, propiciando abrigo
e mobilizagdo de varias espécies de triatomineos de
importancia na satde publica como T. brasiliensis,
T. pseudomaculata, P. megistus P. lutzi e R. nasutus™".

No Estado do Ceard, o T. brasiliensis é o principal
vetor da doen¢a de Chagas nos domicilios. Em 1983,
o Programa da Doenc¢a de Chagas do Ceara (PCDCh)
capturou um total de 210.439 exemplares desta espécie.
Em 2001, porém, com semelhante esfor¢o de captura, o
numero total de T. brasiliensis coletado diminuiu para
55.280 exemplares'.

Devido ao elevado nimero de capturas de
triatomineos e do dificil controle das espécies T.brasiliensis
e T. pseudomaculata e do aquecimento global decidiu-se
identificar a verdadeira situagdo da doenga de Chagas
no municipio de Limoeiro do Norte - CE, com o
objetivo de avaliar o indice de infec¢do dos triatomineos
por Trypanosoma cruzi e a infestacio nas unidades
domiciliares por ninfas e adultos e, por fim, identificar
as localidades com maior indice de infestacio e infeccao.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado no municipio de
Limoeiro do Norte — Ceara (Figura 1) o qual conta com
aproximadamente 56.281 habitantes'® distribuidos em
uma area de 752 quilometros.

Os dados foram coletados dos arquivos do
programa de Controle da Doenga de Chagas do Distrito
Sanitario do Limoeiro do Norte - CE, no periodo de
2006 a 2009, referentes ao municipio de Limoeiro do
Norte. Os dados levantados foram referentes a captura
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Limoeiro_do_Norte'
Figura 1. Mapa do estado Ceara com destaque para o municipio de
Limoeiro do Norte'®

de triatomineos no intra e no peridomicilio, nas formas
evolutivas (ninfa e adulto).

Foram incluidos no estudo ninfas e adultos de
triatomineos capturados vivos ou mortos nos domicilios
e anexos, no periodo de 2006 a 2009 e excluidos do
estudo os triatomineos capturados mortos, que nao foi
possivel analisar.

O método empregado pelo Programa de
Controle da Doenca de Chagas para diagnosticar a
infeccdo nos triatomineos consistiu em pesquisar o
T.cruzi nas fezes desses insetos. O material obtido, apos
uma leve compressdo no abdomen do triatomineo, é
colocado diretamente sobre uma lamina de microscopia
em uma gota de solugdo salina a 0,9 %, e observado no
microscépico dptico com objetiva de 40.

RESULTADOS

Nos quatro anos de estudo foram capturados
2.863 exemplares de triatomineos nas 87 localidades
diferentes de Limoeiro do Norte. Tais exemplares se
distribuiram da seguinte forma: 509 (17,78 %) no
intradomicilio e peridomicilio com 2.354 (82,22 %).
Destes foram examinados 2.766 que correspondem
a 96,61 %. O indice de infec¢do total em Limoeiro do
Norte neste periodo foi de 7,85 %. As trés localidades
com maior numero de capturas (mais infestada) foram
Bom Fim (175), Cabe¢a de Vaca (144) e Gado Bravo
NH6 (144), e as de maior indice de infeccdo foram

Socorro com 29,7 % (33), Bom Fim com 13,4 % (23) e
Boa Fé com 19,35 % (18), (Tabelas 2 e 3).

Na Tabela 1 pode-se observar os estudos nas
localidades do municipio de Limoeiro do Norte. Em 2006
realizou-se o trabalho em 75 localidades do municipio
onde foram capturados 644 triatomineos. Destes,
84 foram positivos para a presenga do Trypanosoma
cruzi tendo o indice de infeccdo de 13,38 %. Nos anos
seguintes, a maioria das localidades estudadas em 2006
foram investigadas. Das 23 localidades trabalhadas, em
2007, capturaram 252 triatomineos, dos quais 13 foram
positivos para a presenga do Trypanosoma cruzie o indice
de infeccao foi de 5,24 %. No ano seguinte trabalhou-
se com 44 localidades, 762 triatomineos. Destes, 29
foram positivos para a presen¢a do T. cruzi com indice
de infeccdo de 4,18 %. Em 2009, 54 localidades foram
trabalhadas, sendo capturados 1.205 triatomineos, dos
quais 91 foram positivos para a presenga do T.cruzi com
indice de infeccdo de 7,60 %.

Tabela 1. Distribuicao do total de triatomineos capturados, examinados e
positivos no periodo de 2006 a 2009 no municipio de Limoeiro do Norte

Periodo Capturados Examinados Positivos
2006 644 628 (97,52 %) 84 (13,38 %)
2007 252 248 (98,41 %) 13 (5,24 %)
2008 762 693 (90,94 %) 29 (4,18 %)
2009 1205 1197 (99,33 %) 91 (7,60 %)

O perfil epidemiolégico da doenga de Chagas
no municipio de Limoeiro do Norte — Ceara durante
o periodo de estudo (2006 a 2009) pode ser observado
na Tabela 2, a qual mostra as 14 localidades com maior
nimero de triatomineos capturados e as localidades
mais infestadas por ano (2006, 2007, 2008 e 2009): Canto
Grande do Quinzinho com 2,2 % (62) triatomineos
capturados, Boa Fé com 1,75 % (50), Gangorra da BR
com 4,1 % (116) e Cabeca de Vaca com 5 % (143).
E importante ressaltar que essas localidades foram
pesquisadas pelo menos durante trés anos consecutivos
com excecdo de Cabeca de Vaca que foi pesquisada
apenas em 2006 e 2009. Observou-se que a partir de
2007 o indice de infestagdo vem crescendo nas unidades
domiciliares.

De 2006 a 2009, foram capturadas cinco espécies
de triatomineos, sendo o Triatoma pseudomaculata a
espécie mais freqliente representando 60,2 % (1.723)
dos insetos capturados, seguido de Triatoma brasiliensis
32,6 % (933), Rhodnius nasutus 4,9 % (141), P. megistus
1,2 % (35) e P. lutzi 1,1 % (31). A pesquisa mostra que
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Tabela 2. Distribuigao das localidades, com maior niimero de triatomineos capturados no municipio de Limoeiro do Norte no periodo de 2006 a 2009

Localidades 2006 2007 2008 2009 Total
Bom fim 27 01 66 81 175
Cabega de vaca 01 NP NP 143 144
Gado Bravo NH6 NP 19 NP 125 144
Gangorra da BR 116 05 NP 116 10 131
Canto Grande do Quinzinho 62 21 NP 31 114
Carao 12 NP NP 101 113
Socorro 31 NP NP 80 111
Pogo das Pedras 13 06 NP 73 92
Dangas 26 NP 54 NP 80
Boa fé 17 50 NP 09 76
Bom fim do José do Maranhio 14 NP 20 42 76
Bom Jesus I 24 36 NP 05 65
Sape 10 NP 46 05 61
Varzea do Cobre 18 NP 15 27 60
Total 260 133 317 732 1442

NP - Nio pesquisada

foram capturados 131 triatomineos infectados no
peridomicilio contra 86 no intradomicilio nos quatro
anos de estudo (Tabela 4). O T. pseudomaculata foi a
espécie que apresentou major niimero de exemplares
positivos (144), mas foi R.nasutus que apresentou maior
indice de infecgdo 19,4 % com 27 exemplares positivos.

DISCUSSAO

No periodo de estudo foram capturados um total
de 2.863 exemplares de triatomineos entre ninfas e adultos
distribuidos entre o intradomicilio e peridomicilio. Desse
total foram examinados 2.766 exemplares, representando
96,6 %. O numero total de ninfas capturadas (2.204),
durante todo o periodo de estudo, foi trés vezes maior
que o numero de adultos (659), no entanto o indice de
infec¢do de ninfas foi trés vezes menor (5,31 %) que adultos
(15,85%). Essesresultadosindicam que ocorreram mudangas
no habitat natural (silvestre) dos triatomineos, pois com o
intenso desmatamento os mesmos tendem a migrar dos
seus habitats naturais para dentro das casas, principalmente
aquelas sem reboco, e com péssimas condi¢oes de higiene'®,
ocasionando assim risco para a populagdo.

O Triatoma pseudomaculata foi a espécie mais
capturada representando 60,2 % (1.723), o que difere
do trabalho de Lima et al”, que capturavam 3.082
triatomineos, tendo a predominéncia do T. brasiliensis
em todo o periodo com 74,85 %.

Essa espécie é nativa de diferentes regides do
nordeste do Brasil. Como ndo é “erradicavel” pode
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reinvadir a habitagao desde seu ecétopo silvestre que é seu
habitat natural, isso explica o fato dessa espécie ter sido
mais capturada no peridomicilio que no intradomicilio.
Essa captura no peridomicilio representou 90,1 % dos
espécimes de T. pseudomaculata o que corrobora com os
dados obtidos por Freitas et al®, que sugerem que tal espécie
estdo bem adaptados ao peridomicilio por apresentar baixa
frequéncia de sangue humano no conteudo intestinal.

Segundo estudo realizado, por Villela et al*,
no periodo de 2000 a 2003, mostrou que a espécie P.
megistus foi a mais destacada no ambito domiciliar,
sendo que 32,3 % das capturas realizadas foram ninfas,
evidenciando processo de domicilia¢ao dessas ninfas na
regido centro-oeste de Minas Gerais, local de realizagao
do estudo. No entanto, em nosso estudo os resultados
diferem do citado anteriormente, porque indicam que
P. megistus teve maior prevaléncia no peridomicilio
em todo o periodo da pesquisa. O mesmo aconteceu
com o P, lutzi que segundo Neiva e Pinto* (1923), essa
espécie tem habitos estritamente silvestres, intervindo
apenas na manuten¢ao da enzootia chagésica, mas nos
dois primeiros anos de estudo, essa espécie apresentou
maior prevaléncia no intradomicilio mostrando assim
uma mudan¢a nos seus habitos, o ambiente comum
do P lutzi conforme mencionado ¢ o silvestre e
peridomicilio e nao o intradomicilio’®. Nossos estudos
revelaram, em 2008, maior prevaléncia de P. lutzi no
peridomicilio (habitos normais dessa espécie) e em
2009 a frequéncia foi a mesma tanto no intradomicilio
como peridomicilio.
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Tabela 3. Localidades do municipio de Limoeiro do Norte com maior numero de triatomineos positivos no periodo de 2006 a 2009

Localidade Capturados Examinados Positivos
Socorro 111 111 (100,00 %) 33 (29,73 %)
Bom fim 175 175 (100,00 %) 23 (13,14 %)
Boa fé 93 93 (100,00 %) 18 (19,35 %)
S30 Raimundo 32 32 (100,00 %) 13 (40,63 %)
Canafistola 38 38 (100,00 %) 13 (34,21 %)
Varzea do cobre 60 60 (100,00 %) 10 (16,67 %)
Dangas 80 79 (98,75 %) 10 (12,66 %)
Bom fim do José Maranhdo 76 75 (98,68 %) 09 (12,00 %)
Frade 44 44 (100,00 %) 08 (18,18 %)

O R. nasutus apresentou maior numero de
capturas no peridomicilio com 87 exemplares com
predominio de ninfas (56), o contrario ocorreu no
intradomicilio com 54 exemplares com predominio
de adultos (44). E comum o encontro dessa espécie no
peridomicilio provavelmente devido a aproximagido
do seu habitat natural. Em alguns estudos, esta espécie
¢ predominantemente silvestre, no entanto, tem sido
frequentemente encontrada colonizando ecétopos
artificiais no peridomicilio, muitas vezes apresentando
altos indices de infec¢do de T. cruzi**.

Em estudo de Lima et al”, realizado em
Jaguaruana no periodo de 2001 a 2005, foram capturados
829 espécimes de R. nasutus diretamente das palmeiras
Copernicia prunifera, diferindo dos nossos achados. O
que reforca que o R. nasutus esta bem adaptado ao seu
habitat natural, ou seja, as palmeiras. Ja, o aparecimento
dessa espécie nos domicilios ocorre possivelmente pela
procura de alimentos. Esses dados estao de acordo
com o estudo de Dias et al”’, que afirma que o habitat
natural do Rhodnius spp. sdo as palmeiras e o microclima
desempenha um importante papel no estabelecimento de
um relacionamento estavel entre as espécies do género
Rhodnius e as palmeiras.

Nos quatro anos de estudo em Limoeiro do Norte,
o indice de infec¢do do R. nasutus foi de 19,4 %, com 27
exemplares positivos, representando o maior indice de
infeccdo de todo o estudo. Tal indice no intradomicilio
foi superior ao peridomicilio, representando 46,30 % e
2,30 %, respectivamente. O elevado indice de infec¢do
encontrado representa um risco em potencial para a
transmissao da doenga de Chagas humana, em Limoeiro
do Norte, o que vem a corroborar com o estudo realizado
por Lima et al”’, que encontraram indice de infec¢ao de
23,33 % do R. nasutus com 94 espécimes positivos.

O aquecimento global e seus possiveis
impactos preocupam pesquisadores de diversas areas,
inclusive se discute muito os impactos das mudancas
climaticas sobre a saude humana. No caso dos vetores
da doenca de Chagas, as principais conseqiiéncias do
aumento da temperatura e diminui¢do da umidade
seriam o aumento do nimero de repastos, periodo de
desenvolvimento mais curto, o aumento da densidade
populacional e a ampliacdo da distribuicdo geografica
de diversas espécies. A elevagdo da temperatura também
estimula o véo dos adultos facilitando a dispersao,
por exemplo os triatomineos no inverno sio menos
ativos e podem passar semanas a meses em jejum, mas

Tabela 4. Distribui¢o das espécies de triatomineos positivos, segundo locais de capturas, no periodo de 2006 a 2009 no municipio de Limoeiro do Norte

it Intradomicilio Peridomicilio Peridomicilio
2006 2007 2008 2009 2006 2007 2008 2009
T. brasiliensis 01 00 04 01 06 00 04 08
T. pseudomaculata 22 05 00 08 25 02 20 62
P. megistus 08 02 00 00 00 00 00 01
P lutzi 06 03 01 00 00 00 00 01
R nasutus 15 01 00 09 01 00 00 01
Total 52 11 05 18 32 02 24 73
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quando a temperatura estd alta as refeicdes sao feitas em
curtos intervalos®. Os nossos achados mostram que os
indices crescentes de infestagdo por triatomineos nas
unidades domiciliares, no periodo 2006 a 2009, podem
ter relacdo com o aquecimento global, visto que essas
localidades foram pesquisadas e borrifadas durante
esses anos. Neste estudo observamos que o nimero de
ninfas infestando o intra e o peridomicilio foi maior
do que nos adultos, mostrando efetiva colonizagdo
nas unidades domiciliares e representando um alerta
para a populacido de Limoeiro do Norte por estarem
convivendo com os insetos transmissores da Doenca
de Chagas. A coloniza¢do de triatomineos s6 ocorre
quando ha disponibilidade de abrigo e alimento, sempre
predominando os galinheiros na maioria dos trabalhos
da literatura?’.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos levam a
concluir que Limoeiro do Norte apresenta alto risco de
transmissao vetorial para doenca de Chagas devidoao indice
de infecgdo 7,9 % encontrado durante todo o periodo de
estudo, tendo Rhodnius nasutus como responsavel do maior
indice de infec¢do, e Bom Fim e Socorro como os locais de
maior risco de transmissdo de tal enfermidade. Também
concluimos que a espécie de Triatoma pseudomaculata
representou 90,1 % do total de capturas no peridomicilio,
enquanto que Triatoma brasiliensis predominou no
intradomicilio em forma de ninfas. Devido a tais resultados,
sugere-se que as agoes de controle sejam intensificadas no
municipio de Limoeiro do Norte para evitar a transmissao
da doenga e dispersao do vetor.
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RESUMO

Os programas de treinamentos para manipuladores de alimentos sdo meios eficazes para transmitir
conhecimentos e promover melhorias nas condigoes higiénico-sanitarias em estabelecimentos alimenticios.
Neste trabalho foi avaliado o efeito do treinamento em boas praticas de manipulacdo de alimentos,
ministrado aos funciondrios de restaurantes comerciais da regido de Ouro Preto - MG, por meio do teste
de ATP-bioluminescéncia. O teste foi utilizado para quantificar a carga orgénica, medida como valor de
“Unidades Relativas de Luz — URL’, nas amostras coletadas das maos de manipuladores, de bancadas de
trabalho e de superficies de utensilios, selecionadas aleatoriamente em cada restaurante. Apds o treinamento,
houve melhoria no padrao higiénico, evidenciado pela redugio da carga orgénica nas superficies avaliadas
em todos os restaurantes. Apesar da reducido dos valores de URL, algumas superficies ndo alcangaram
o valor recomendado para superficie em condi¢des higiénicas satisfatérias. A aplicagdo do teste ATP-
bioluminescéncia para avaliagdo do treinamento de manipuladores mostrou ser eficaz e pode ser empregado
em associagdo com os tradicionais métodos de contagem de micro-organismos em treinamentos realizados
em Unidades de Alimenta¢do e Nutrigdo. Apesar da redugdo dos valores de URL indicar a melhoria nas
condigoes higiénicas, o trabalho de treinamento e monitoramento deve ser continuado.

Palavras-chave. condi¢des higiénicas, manipuladores, ATP-bioluminescéncia.

ABSTRACT

Training programs designed for food handlers are an effective way to spread the knowledge and to
promote improvements on the hygienic conditions of food establishments. This study aimed at evaluating
the effect of a training course on good handling practices for food handlers of selected restaurants in the
region of Ouro Preto, MG, Brazil, by using ATP-bioluminescence assay. This test was used to quantify
the organic load, measured by “Relative Light Units - RLU”, in samples collected from workers hands,
surfaces of work benches and utensils, which were randomly selected in each restaurant. After training,
a significant improvement in the hygienic conditions was observed, as evidenced by the decrease in the
RLU values in samples from all restaurants. Despite the decreased RLU values, some surfaces did not
reach the recommended value for surfaces samples in the satisfactory hygienic conditions. The ATP-
bioluminescence test showed to be effective for evaluating the training success, and could be a powerful
tool when applied in training programs at food services, and in association with the conventional
microbiological methodologies. In spite of the reduction in RLU values, indicating improvements in
hygienic conditions, the training and monitoring programs should be continued.

Keywords. hygienic conditions, food handlers, ATP-bioluminescence.
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INTRODUCAO

A globalizagdo acarretou mudancas nos modos
de vida de toda a sociedade. Pode-se destacar a influéncia
da globalizagdo na mudan¢a do padrao de consumo
alimentar, como o desenvolvimento do hdbito de realizar
refeicoes fora de casa'. Esse fator em conjunto com o
aumento da urbanizacdo e a evolu¢ao dos modos de vida
contribuiram para a transi¢do nutricional pela qual tem
passado a sociedade'.

No Brasil é notéria a tendéncia de aumento
do numero de refei¢oes realizadas fora do domicilio.
Segundo a Pesquisa de Or¢amento Familiar (POF) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
os brasileiros gastam, em média, 24 % das despesas
alimentares em consumo fora de casa e ha um aumento
no numero de estabelecimentos produtores de refeicoes
de consumo imediato"**°. Tais estabelecimentos incluem
unidades de producao de porte, restaurantes comerciais,
cozinhas hospitalares, fast-food, entre outros’.

A qualidade higiénico-sanitaria de alimentos
tem sido apontada como fator crucial para a seguranca
dos alimentos. Surtos de doengas de origem alimentar
continuam a ocorrer em freqiiéncia elevada e sdo
causa importante de morbidade e mortalidade em
todo o mundo®. O despreparo dos manipuladores
de alimentos tem sido apontado como uma das
principais causas de surtos de doengas de origem
alimentar que estdo relacionados diretamente com
a contaminacdo dos alimentos, maus habitos de
higiene e praticas inadequadas na operacionalizagdo
do sistema de produgdo das refeigdes’. Os programas
de treinamentos para manipuladores de alimentos
sao os meios recomendaveis e eficazes para transmitir
conhecimentos e promover mudangas. Segundo a
ANVISA?, os manipuladores de alimentos devem ser
supervisionados e capacitados periodicamente em
higiene pessoal, manipula¢ao higiénica dos alimentos e
doengas veiculadas por alimentos.

A Associacio Americana de Saude Publica
(American Public Health Association - APHA) estabelece
as metodologias comumente utilizadas para avaliar as
condi¢oes microbioldgicas de superficies de manipulagdo
ou processamento de alimentos®. Dentre eles destacam-se:
método do swab; método da rinsagem; método da seringa
com agar, método da esponja; método da placa de contato,
método da sedimenta¢do de micro-organismos do ar em
meio solido e o método do ATP-bioluminescéncia’.

Os métodos tradicionais de  andlises
microbioldgicas, como a contagem padrdo em placas,
além de trabalhosos, sio demorados, o que retardam
a avaliacio das condicoes sanitdrias e inviabilizam
agoes corretivas imediatas. O uso de métodos rapidos
para enumeragido de micro-organismos e/ou detec¢ao
de residuos organicos é de extrema importancia’>. O
teste ATP-bioluminescéncia tem como principio a
determinacao da quantidade de ATP presente em uma
superficie ou em uma amostra liquida, utilizando-se
swabs apropriados. E um método rdpido e sensivel,
capaz de detectar a adequagdo do procedimento de
higienizagao®>'%!.

Os testes de ATP-bioluminescéncia tornaram-
se bem estabelecidos na industria de alimentos e sdo
comumente utilizados em sistemas de monitoramento
na andlise de perigos e pontos criticos de controle
(APPCC)’. No entanto, os resultados de ATP nao devem
ser interpretados como indicadores substitutos para
a presenca de patdgenos microbianos, mas sim como
forma de diagnostico e triagem para que sejam tomadas
medidas rdpidas no momento em que o funciondrio
executa as tarefas de limpeza e sanitizagao®>'*!".

Este trabalho teve como objetivo avaliar,
através do teste de ATP-bioluminescéncia, o efeito do
treinamento em boas praticas de fabricagdo ministrado
aos funcionarios de restaurantes da regidao de Ouro Preto
- MG, sobre a eficiéncia de higienizagao de diferentes
superficies. Pois, de acordo com o trabalho de Santos et
al’?, o desenvolvimento de um programa aprimorado de
limpeza, que combine inspe¢do visual e testes rapidos
de detec¢ao de ATP em superficies importantes na
dissemina¢do de micro-organismos, pode representar
uma alternativa para o aperfeicoamento do processo de
limpeza nas instituigdes.

METODOLOGIA

O trabalho consistiu em um estudo
observacional do tipo descritivo (qualitativo), no
qual foram convidadas sete Unidades Produtoras de
Refeicoes (UPR). Entretanto, realizou-se o trabalho
em apenas 04 Unidades, de acordo com a aceitagao do
convite. A justificativa para a escolha desses restaurantes
baseou-se em solicitacio do Centro de Referéncia de
Assisténcia Social (CRAS) de Ouro Preto - MG, o qual
explicitou o interesse da realizacdo do treinamento
sobre Boas Praticas de Fabricacdo devido ao aumento
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significativo da mdo de obra de manipuladores de
alimentos na regido.

Por questoes de sigilo, as unidades participantes
foram nomeadas como Restaurante e enumeradas de 1
a 4. Em cada restaurante comercial foram selecionados
aleatoriamente e amostradas em triplicata, antes e
apos o treinamento, as maos de manipuladores apds
higienizagao, a superficie de utensilios e a bancadas onde
o profissional realizava o trabalho. As amostras foram
avaliadas quanto as unidades relativas de luz (URL)
através do Teste de ATP-bioluminescéncia.

O treinamento ministrado foi do tipo explicativo
e realizado nos proprios estabelecimentos, em locais
onde fosse possivel projetar slides em projetor de
imagens. Além dos slides, os participantes receberam
todo treinamento impresso em forma de apostila. O
treinamento teve foco na importancia da adesao as boas
praticas durante a manipulagdo de géneros alimenticios
e a conscientizacdo sobre os prejuizos que praticas
inadequadas de higiene durante o preparo de refeicoes
podem gerar tanto aos comensais como ao proprio
estabelecimento. O treinamento teve carga horaria total
de 20 horas, sendo cada mdédulo com duragdo de duas
horas diarias.

As amostras das superficies das bancadas,
dos utensilios e das maos dos manipuladores foram
coletadas utilizando-se swabs de algodao de 0,5 cm
de didmetro por 2 cm de comprimento com haste
de 12 cm de comprimento (3M Clean Trace Surface
ATP - 3M, Estados Unidos). Para coleta das amostras
de superficie, friccionaram-se, vinte vezes, os swabs

com pressdo constante, formando uma inclinagdo
aproximada de 30° com a superficie teste, na forma
“zigue-zague’, no sentido das diagonais, descrevendo
movimentos da esquerda para direita inicialmente
e depois de baixo para cima, conforme preconizado
na literatura'. Para coleta das amostras das maos dos
manipuladores de alimentos, o swab foi passado com
movimentos giratérios da parte inferior das palmas
até a extremidade dos dedos e voltando ao punho,
repetindo-se esse procedimento trés vezes na dire¢do
de cada dedo. Os movimentos na borda eram do tipo
vai e vem, de modo a avangar em um dos lados da mao
onde as linhas dos punhos se iniciavam, passando
depois entre os dedos, e no final, no outro lado da mao,
encontrando-se de novo com as linhas dos punhos,
conforme preconizado na literatura®.

Em seguida, o swab foi introduzido em uma
cubeta contendo o complexo enzimdtico luciferina-
luciferase, presente no Kit Clean Trace. Na cubeta, ocorre
areacio entre o ATP e o complexo enzimatico formando
luz, cuja quantidade foi medida, apds 10 segundos, em
aparelho Luminometro (3M™ Clean-Trace™ NG, 3M,
Estados Unidos). Os testes foram realizados em triplicatas
e os resultados foram expressos em numeros absolutos de
URL (Unidades Relativas de Luz).

O banco de dados da carga organica foi analisado
pelo programa SPSS (Software Package Statistical System)
17.0 for Windows com auxilio do programa Microsoft
Office Excel 97-2003, utilizando o teste t-student.
Diferencgas foram consideradas significativas para p<0,05.

Tabela 1. Média dos valores de URL para as varidveis testadas, antes e apds o treinamento

Restaurante 1 Restaurante 2 Restaurante 3 Restaurante 4
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Maios de manipulador 30.543 351* 3.997 1.705% 1.595 229* 496 566
Bancada de trabalho 27.0111 1.005% 64 166* 12.107 6.688% 700 605
Utensilio (faca) 117 13* 396 205* 57.966 9.885% 995 394*

* Diferenca estatisticamente significativa p<0,05 entre a amostragem antes e apos o treinamento
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O trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro
Preto (aprovagdo CAAE: 0019.0.238.000-11)

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados obtidos através do método ATP-
bioluminescéncia permitiram comparar o padrio
higiénico das amostras coletadas, antes e apos o
treinamento, como demonstrado na Tabela 1.

De acordo com as recomendacoes de Andrade?,
as superficies contendo até 150 URL (2,18 log URL)
sao consideradas dentro das condi¢coes higiénicas
satisfatorias; entre 151 e 300 URL (2,48 log URL) em
condicoes de alerta e acima de 300 URL sdo consideradas
em condi¢des higiénicas insatisfatdrias.

Os resultados indicam que houve melhora
significativa (p<0,05) nos valores de URL para a
maioria das variaveis avaliadas neste estudo. Para o
Restaurante 1, observou-se uma redu¢ao da carga
organica de aproximadamente 10 vezes nas maos do
manipulador, demonstrando a eficacia do treinamento
e a maior conscientizagdo do manipulador com
respeito a higienizagdo das maos. Porém vale
ressaltar que neste mesmo restaurante, somente a
superficie do utensilio avaliado encontrava-se dentro
do padrao recomendado pela literatura no que diz
respeito a boas condi¢des higiénicas'. Sendo assim,
ainda existe espaco para melhorias, especialmente
no que tange a higieniza¢ao da bancada de trabalho.
No restaurante 2, a bancada avaliada apresentou um
valor maior de URL apds o treinamento, o que pode
ser evidenciado como ndo adesio ao mesmo ou a
falhas na técnica de desinfec¢do. Contrapondo este
resultado houve melhoria para as demais variaveis
avaliadas, porém a andlise das maos do manipulador
ainda indicou um nivel de contamina¢do bem acima
do valor recomendado pela literatura®. No restaurante
3, observou-se melhoria significativa para todas as
variaveis analisadas, porém, a higienizacdo empregada
na limpeza e desinfec¢io da bancada de trabalho e
utensilios ainda é deficiente. Para o restaurante 4,
houve melhoria das condi¢des higiénicas somente
para o utensilio avaliado.

A redugdo dos valores de URL para as maos
de manipuladores, apds o treinamento ministrado,
demonstra uma repercussdo positiva do treinamento
ministrado, contribuindo para a conscientiza¢do

a respeito da manipulagdo segura dos alimentos.
Esses resultados demonstram a grande importancia
da contribui¢do dos manipuladores na produgao de
alimentos seguros, uma vez que a melhoria das praticas
de higienizacao das méaos é fundamental para prevenir
apropagac¢ao de doengas veiculadas por alimentos>'>'.
Além de serem veiculo de contaminagdo pela rota
fecal-oral, os manipuladores de alimentos podem ser
portadores de agentes patogénicos, sem manifestar
sintomas de doen¢a (portadores assintomaticos)",
refor¢ando assim a necessidade da correta higienizagao
das maos.

Boa parte dos surtos de doencas veiculadas
por alimentos (DVA) notificados ocorre em locais de
alimentacdo coletiva como restaurantes industriais,
cantinas e restaurantes comerciais. A OMS'® estima
que as DVA constituam um dos problemas de saude
mais difundidos atualmente causando prejuizo
econOmico aos individuos afetados, ao setor de
saude, as industrias alimenticias e a economia de
forma geral, além da morbidade e mortalidade. Os
fatores potenciais de contaminagdo considerados
mais relevantes sao manipula¢do inadequada, falhas
na higiene e desinfec¢do de alimentos, equipamentos
e utensilios com ma higienizagdo, que entram em
contato com os alimentos, além de abusos de tempo-
temperatura nas etapas de resfriamento, refrigeragao e
distribuicao.

Os resultados obtidos para a superficie de
utensilios (03 em cada restaurante) foram considerados
os mais satisfatorios, uma vez que houve redugido
dos valores de URL, apds o treinamento, em todos
os restaurantes analisados. Utensilios devidamente
higienizados contribuem de forma significativa
para a garantia da produgdo de alimentos seguros
e de qualidade, pois utensilios e equipamentos
contaminados utilizados no preparo das refei¢oes
contribuem expressivamente para os surtos de DVAY.
Equipamentos e utensilios utilizados no preparo de
alimentos sdo fontes importantes de contaminagao,
particularmente facas e placas de cortes utilizadas
tanto para alimentos crus quanto para cozidos devido a
possibilidade de contaminagdo cruzada. Assim, placas
de corte de altileno devem ser exclusivas para cada tipo
de alimento, a fim de evitar contaminagdo cruzada'.
Andrade et al'® encontraram contagens elevadas de
micro-organismos em equipamentos e utensilios de
restaurantes e sugeriram que as condi¢des higiénicas
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deveriam ser melhoradas por meio de capacitagdo
técnica do pessoal em prol da garantia de qualidade
dos alimentos.

No Restaurante 4, resultados insatisfatorios
foram encontrados apds o treinamento. Porém,
as justificativas para este problema sdo devidas ao
abastecimento de agua que estava comprometido
na unidade no momento da analise. A qualidade
da 4gua utilizada no setor de alimentos é de grande
importéncia, visto que esta participa de todas as etapas
do processamento de alimentos. Deve-se, portanto,
ter controle sobre os aspectos fisico-quimicos e
microbioldgicos da dgua para que esta ndo prejudique
as qualidades sensoriais e microbiologicas dos
alimentos produzidos®.

Os resultados deste estudo apontam para

uma melhoria significativa das condi¢des higiénicas
dos restaurantes apds o treinamento ministrado aos
manipuladores, confirmando que este é um meio
recomendavel e eficaz para promover aquisi¢ao de
conhecimentos e incentivar o envolvimento dos
manipuladores na busca constante por qualidade.
Além disso, a literatura mostra que os resultados na
produtividade de uma industria de alimentos nao
dependem apenas de investimentos em equipamentos,
mas também em investimentos em recursos humanos®.
Sem investimentos nesse setor é impossivel desenvolver
as capacidades técnicas necessdrias ao sucesso da
empresa, pois o aperfeicoamento de sua qualidade
depende do desempenho da equipe operacional* 2.
E importante ressaltar que as Unidades de
Alimentac¢io e Nutricdo (UAN) devem adotar medidas
de controle com o objetivo de evitar a ocorréncia de
doencas veiculadas pelos alimentos. Segundo Pinto et al®,
o controle da contaminagdo dos alimentos nas operagoes
de servicos de alimentagdo ¢é dificil devido a grande
variedade de alimentos preparados e a necessidade da
rapida utilizagdo dos mesmos, ndo havendo tempo para
analises microbioldgicas dos alimentos. Diante disso,
um sistema de controle preventivo como a Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) deve ser
adotado. Como medida compulsdria, as boas praticas
de fabricagio devem ser adotadas para melhoria da
qualidade higiénica dos produtos e servir de base para a
adogao da APPCC visando a seguranc¢a microbioldgica,
fisica e quimica dos alimentos.

O sistema APPCC preconiza um monitoramento
rapido e eficiente das condig¢oes higiénicas dentro das
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unidades processadoras de alimentos, sejam industrias ou
restaurantes. Segundo Costa e colaboradores®, analises
microbioldgicas tradicionais da agua e dos alimentos
sao muito demoradas o que dificulta o controle dos
procedimentos de limpeza e sanitizagdo. Diante disso,
destaca-se o teste ATP - bioluminescéncia como método
rapido, simples e facil quando comparado aos métodos
convencionais de analise'®*?. Portanto, programas de
higienizagdo podem ser monitorados em tempo real
e se os niveis de ATP encontrados estiverem acima
dos limites recomendados como aceitdveis, uma nova
higienizagdo pode ser iniciada imediatamente>”®. No
entanto, vale ressaltar que essa técnica pode ser usada
no monitoramento de procedimentos de higienizagao,
em conjunto com outros métodos, e a verificagdo do
procedimento deve ser validada por métodos tradicionais,
como a contagem microbiana.

Deacordo com Griffith?, as andlises com URL sao
mais indicadas para refletir como a limpeza foi realizada,
indicando se a superficie foi limpa adequadamente.
Do mesmo modo, Zottola® afirma que a técnica de
ATP-bioluminescéncia deve ser utilizada como um
indicador da condigdo higiénica, evidenciando se ha
matéria organica na superficie. O estudo realizado por
Sherlock e col”, em um Hospital de Gales, examinou os
métodos de avaliacdo visual de ambientes hospitalares,
em contrapartida com os métodos quimicos (detecgdo
por bioluminescéncia) e métodos microbioldgicos
de medi¢ao de particulas organicas e microbianas.
Enquanto 82 % das enfermarias pareciam visivelmente
limpas (ap6s a limpeza), apenas 30 % foram consideradas
microbiologicamente limpas e 25 % foram considerados
livres de particulas organicas. A partir desses resultados
os autores concluiram que um programa de limpeza
muito basico e inadequado estava em vigor. Estudos
posteriores demonstraram que modificagbes nos
esquemas de limpeza do hospital resultaram em melhoria
dos indices de aprovagdo pelo método de contagem de
ATP e menor contagem bacteriana.

Keskinen et al** relataram que o método
ATP-bioluminescéncia tem uma contribui¢do clara
em iniciativas para melhorar as praticas de limpeza
e garantir a conformidade com Boas Praticas de
Fabricagdo. A sua utilizagdo constitui um avango
consideravel sobre a atual dependéncia de avaliagdo
visual subjetiva para determinar a higiene do meio
ambiente. No entanto, cautela deve ser exercida em
interpretar leituras. Sistemas de monitorizagao rapida
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de ATP comercialmente disponiveis tém um certo
numero de limitagdes: (i) uma baixa sensibilidade para
a detec¢do de micro-organismos; (ii) a repetibilidade
pobre devido ao grande numero de fatores que
influenciam a eficiéncia de captagdo de superficies; e
(iii) interferéncia a partir de certos desinfectantes e
outras substincias que possam estar presentes no meio
ambiente®’!.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o treinamento contribuiu
paraaprimorar as condi¢des higiénicas dos restaurantes
comerciais analisados. Houve adesdo e envolvimento
dos manipuladores as orientagdes propostas no
treinamento, sendo possivel a conscientizagdo dos
mesmos sobre a importancia dos processos de
higienizacdo durante a produgdo dos alimentos.
A aplicagio do teste ATP-bioluminescéncia para
avaliacdo do treinamento de manipuladores se mostrou
eficaz e pode ser uma técnica aliada em treinamentos
realizados em UAN. A reducdo dos valores de URL
indicaram melhorias nas condi¢des higiénicas dos
estabelecimentos, porém, o trabalho de treinamento
e monitoramento deve ser continuado de forma a
contribuir para garantir a saude da populagéo.
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RESUMO

A investigacdo quimica dos extratos bioativos dos frutos de Campomanesia pubescens (Myrtaceae)
resultou no isolamento de duas chalconas. Os compostos isolados foram identificados pelas analises
espectroscopicas ("H, *C e 2D RMN) e, por comparac¢do com os dados descritos na literatura. A capacidade
antioxidante dos extratos e fra¢des foi determinada utilizando-se os ensaios de capacidade de absor¢do
de oxigénio radical (ORAC-FL) e de DPPH; e os teores de fendlicos solaveis foram medidos utilizando-se
o reagente de Folin-Ciocalteau. Os efeitos antiproliferativos dos extratos e de isolados de chalconas 1 e
2 foram determinados in vitro contra as seguintes células cancerosas humanas U251 (glioma), UACC-
62 (melanoma), MCF-7 (mama), NC1-ADR/RES (ovario resistente), 786,0 (rim), NCI-H460 (pulmio),
PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (cdlon) e K562 (leucemia), e contra linhagem celular nao
cancerigena VERO. O extrato hexinico e os compostos isolados de chalconas 1 e 2 demonstraram efeito
antiproliferativo potente contra linhagens de células cancerosas com valores de inibigao de crescimento
total (TGI) menores dos aqueles observados na linhagem celular controle. A atividade mais elevada das
chalconas 1 e 2 foi detectada nas células MCF-7, PC-3 e HT-29.

Palavras-chave. guavira, Campomanesia pubescens, DPPH, antiproliferativa, chalconas.

ABSTRACT

Chemical investigation on the bioactive extracts from fruits of Campomanesia pubescens (Myrtaceae)
resulted in the isolation of two chalcones. The isolated compounds were identified by means of spectroscopic
analysis (‘H, ®C and 2D NMR), and by comparing with the data reported in the specific literature.
Antioxidant capacity of extracts and fractions was determined using the oxygen radical absorbance
capacity (ORAC-FL) and DPPH assays; and the total soluble phenolic contents were measured by using
Folin-Ciocalteau reagent. The anti-proliferative effects of the extracts and of the chalcone isolates 1 and
2 were determined in vitro against human cancer cells lineages U251 (glioma), UACC-62 (melanoma),
MCEF-7 (breast), NC1-ADR/RES (ovarian-resistant), 786.0 (kidney), NCI-H460 (lung), PC-3 (prostate),
OVCAR-3 (ovarian), HT-29 (colon) and K562 (leukemia), and against non-cancerous cell line VERO.
Hexanic extract and chalcone isolated compounds 1 and 2 showed potent antiproliferative effect against
cancer cell lineages with lower total growth inhibition (TGI) values than those found in control cell line.
The highest activity of the chalcones 1 and 2 was observed against the MCF-7, PC-3 and HT-29 cell lines.
Keywords. guavira, Campomanesia pubescens, DPPH, antiproliferative, chalcones.
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INTRODUCAO

O céncer é uma das doengas que afeta milhares
de pessoas em todo o mundo. A Organizagdo Mundial da
Satde estima que em 2020 cerca de 15 milhoes de pessoas
irdo morrer da doenga'. Apesar do elevado nimero, um
grande progresso tem sido feito em relagdo as terapias
para tratar o cancer. O tratamento quimioterdpico
é 0 mais utilizado, mas muitas substincias de fontes
naturais tém sido utilizadas, principalmente aquelas
obtidas de plantas que sdo isoladas, identificadas e/ou
sintetizadas. Como exemplo o diterpeno taxol isolado de
Taxus breviofolia e os alcaldides vincristina e vinblastina
extraidos de Catharanthus roseus’.

O potencial inibitério contra o cancer tem sido
confirmado em varios modelos animais. Apesar de que
uma avaliagdo preliminar pode ser realizada em testes
in vitro utilizando linhagens de células tumorais para
avaliacdo de extratos e de substancias puras isoladas.
Deste modo, a realizagao de ensaios bioldgicos para
verificar algumas possiveis atividades que sdo atribuidas
ou ndo a vdrias espécies vegetais torna-se importante e
essencial ferramenta para dar continuidade a estudos
visando a busca por substancias bioativas®*.

Como parte de nossa pesquisa com plantas estao
asespécies do género Campomanesia (familia Myrtaceae),
como a espécie Campomanesia pubescens. Essas espécies
sao conhecidas como guavira e sdo encontradas em
abundéncia no estado de Mato Grosso do Sul podendo
ser uma fonte de compostos bioativos®.

O género Campomanesia pertencente a
subfamilia Mpyrtoidea apresenta aproximadamente 25
espécies distribuidas por toda a América tropical, sendo
15 nativas do Brasil®”. Sdo amplamente usadas pela
popula¢ao e podem ser consumidas frescas ou usadas para
elaborar sucos, licores e doces. Em alguns lugares utiliza-
se a infusao de suas folhas, casca dos frutos e talos como
remédio para disenteria, problemas de estdomago, febre
entre outros®. Apesar do seu uso medicinal, a literatura
relata poucas investigacdoes quimicas e farmacoldgicas
com plantas deste género.

Dentre os estudos quimicos existentes, o extrato
hexanico dos frutos de C. pubescens foi analisado e
identificado por cromatografia liquida alta eficiéncia
(CLAE) duas chalconas e quatro flavanonas’. Dos
frutos de C. adamantium uma fragdo contendo uma
mistura de uma flavanona e uma chalcona apresentou
atividade contra o bacilo da tuberculose, Mycobacterium
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tuberculosis. A variacao das concentra¢des das substancias
presentes nessa mistura apresentou MIC entre 62,5
a 7,8 pg/mL demonstrando sinergismo entre essas
substancias'’. Flavanonas e chalconas sintéticas e naturais
sdao conhecidas por apresentarem varias atividades
farmacoldgicas entre elas citotdxica, anti-inflamatdria,
antiangiogénica, antipirética, analgésica.'"'%.

No extrato hexanico das folhas, foram
identificados sesquiterpenos e triterpenos. Esse
extrato ndo se mostrou toxico frente a Artemia salina
e apresentou atividade antioxidante'’, o que sugere ter
um potencial para combater radicais livres além de
diversas doencas a eles relacionados''®. Além disso,
o ensaio utilizando A. salina tem sido considerado um
bom método para detec¢do de compostos bioativos em
extratos de plantas e a toxicidade a este microcrustaceo
tem uma boa correlagdio com atividades antitumor e
anti-Trypanosoma cruzi'”'®.

Outros  estudos quimicos empregando
CLAE também em folhas de C. pubescens relataram
a presenca dos flavondides como a miricitrina.
Quercetina, miricitrina e rutina foram encontrados
em C. xanthocarpa; e miricitrina e quercetina
em C. quazumaefolia’®. A miricitrina, substancia
encontrada em espécies deste género, apresenta varias
atividades farmacoldgicas, entre elas antinociceptiva e
antioxidante??!.

Dando continuidade ao estudo da espécie
C. pubescens, este artigo relata o isolamento e a
identificacdo de duas chalconas e a avaliacio da atividade
antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais
humanas, atividade antioxidante e quantificagdo dos
teores de fendis totais soltveis dos extratos dos frutos de
C. pubescens, visando contribuir para o conhecimento da
constituigdo quimica dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Coleta da amostra

Os frutos de C. pubescens foram coletados no
municipio de Campo Grande, MS, Brasil, em dezembro
de 2008. A espécie foi identificada e uma exsicata foi
depositada no Herbario Mato Grosso do Sul-HMS,
Campo Grande, MS, Brasil, sob o nimero 5199.

Obtencao dos extratos e isolamento das substancias
Os frutos inteiros e frescos (1,8 kg da amostra
total) foram triturados e extraidos por maceragio
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exaustiva sucessivamente com hexano e acetato de etila a
temperatura ambiente. Os solventes de cada extrato foram
evaporados sob pressdo em rotaevaporador fornecendo
23,53 g de extrato hexanico (EHex) e 40,87 g de extrato
acetato de etila (EAcOEt). O extrato hexanico (22,59
g) foi dissolvido em acetonitrila, aquecido e mantido a
aproximadamente 70 °C por 1 h. Apds o aquecimento
a amostra foi resfriada e mantida em refrigerador a
-4 °C por 24 h. Apos esse periodo o sobrenadante foi
decantado e o residuo foi novamente submetido a esse
processo. Apds esse procedimento obteve-se 5,67 g da
fragdo soluvel, denominada de fase acetonitrila (FACN),
e 16,87 g de residuo, denominada de fase hexéanica
(FHex). A fase acetonitrila (3,20 g) foi submetida a coluna
cromatografica de silica gel 70-230 mesh, utilizando
hexano-AcOEt em gradiente de polaridade crescente,
fornecendo 29 fragdes por cromatografia em coluna. A
fracao 8 (253,53 mg) foi novamente submetida a uma
coluna em gel de silica (230-400 mesh) nos mesmos
solventes utilizados acima em gradiente de polaridade
crescente e forneceu o composto 1 (63,57 mg). A fragdo
10 (234,98 mg) forneceu o composto 2 (6,66 mg) apds
ser fracionada em gel de silica (230-400 mesh), porém
utilizando hexano-acetona em gradiente de polaridade
crescente.

Instrumentacio e procedimentos experimentais gerais
Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
foram registrados em um espectrometro Brucker DPX-300
(*H: 300 MHz e *C: 75 MHz) utilizando-se como solventes
CDCI, e Acetona-d, e TMS como referéncia interna.

Na cromatografia de adsor¢do em coluna (CC) foi
utilizado gel de silica 60 (63-200 pm, 70-230 mesh e 40-63
um, 230-400 mesh, Merck). Para CCD foram utilizadas
cromatoplacas de aluminio recobertas por filme de 200
um de silica gel, com indicador de fluorescéncia na faixa
de 245 nm. As placas foram reveladas sob luz ultravioleta
(254 e 365 nm) e por aspersio de solugdo acida de
vanilina seguida de aquecimento. Os eluentes utilizados
nas colunas cromatograficas foram hexano (Dinamica),
acetato de etila (Chenco) e acetona (Din4dmica).

Teor de compostos fendlicos

O teor total de compostos fendlicos soltveis foi
determinado utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.
Foram preparadas solugdes com concentragao de 800 pg/
mL de cada extrato e particdo. Aliquotas dessas solugoes
(100 uL) foram adicionadas a 2 mL de Na,CO,. Apds 2

minutos, 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteaua 50 %
foi adicionado a mistura. Apds 30 minutos a absorbancia
foilida em espectrofotometro a 750 nm. Com os dados do
acido galico foi obtido uma curva analitica. O conteudo
de fendis totais foi expresso em equivalentes de dcido
galico (EAG) por mL de solugdo. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante e da
quantificagdo de fendis soluveis totais foram realizados
em espectrofotdmetro Hitachi, modelo U-1100.

O ensaio com o radical livre estdvel 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH) foi realizado pela adi¢ao de
1,0 mL de cada extrato, em diferentes concentragdes
(40 pug/mL a 400 pg/mL), a 2,0 mL de uma solugao a
0,004 % de DPPH em metanol. Apds incubagao a 25 °C
por 30 minutos, a absorbancia de cada amostra foi lida
no comprimento de onda de 517 nm. Todas as analises
foram feitas em triplicata. A porcentagem de inibigao (%
I) foi calculada pela férmula: % I= (A, - (A, - A_,,.)/
A_,,)x100. Onde A, ¢é a absorbancia mdxima do
DPPH, A, éa absorbancia da amostra ap6s 30 minutos de
reagdo e A, € a absorbancia da amostra em metanol. Os
resultados foram expressos em CI, que ¢ a concentragio
capaz de reagir com 50 % do DPPH presente.

Naavaliagdo da atividade antioxidante empregou-
se também o ensaio cinético ORAC-FL (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) utilizando a metodologia como
descrita por Salvador®. Estes ensaios foram realizados
em triplicata e expressos como uM de Trolox equivalente
por grama de extrato em base seca.

Avaliagao da atividade antiproliferativa

Para a realizagdo dos ensaios foram empregadas
oito linhagens de células tumorais e um controle. A
avaliacdo in vitro da atividade antiproliferativa foi
realizada segundo metodologia descrita por Monks®,
utilizando-se doxorrubicina como controle positivo.
Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 pL de
células em meio RPMI/SFB/gentamicina, em placas de
96 compartimentos. As placas foram incubadas por 24
h a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO,. Depois desse
periodo, uma placa controle foi fixada através da adigdo
dedcido tricloroacético para determinagdo da quantidade
de células no momento da adigdo das drogas-teste. Os
extratos e as substincias isoladas foram avaliados em
concentragdes que variaram de 0,0625 a 250 pg/mL e
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incubados por 48 h. Decorrido o periodo de incubagio,
as placas foram coradas pela adi¢do de 50 pL do corante
proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (peso/volume),
dissolvido em 4cido acético a 1 %, e incubadas a 4 °C
durante 30 min. O corante ligado as proteinas celulares
foi solubilizado com uma solugdo de Trizma Base
na concentragio de 10 pM e pH 10,5 por 5 min em
ultrassom. A leitura espectrofotométrica da absorbancia
foi realizada em 560 nm em um leitor de microplacas.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente determinou-se os teores de
fenois totais soluveis dos extratos hexdnico e acetato
de etila, seguida da avaliacdo in vitro da atividade
antiproliferativa e antioxidante. Apds isso, procedeu-
se o fracionamento cromatografico da fase acetonitrila
(FACN), proveniente do extrato hexanico dos frutos que
levou ao isolamento das chalconas 2’4’-diidroxi-3’5’-
dimetil-6’-metoxichalcona. (1) e 2’4’-diidroxi-5-metil-
6’-metoxichalcona (2). Suas estruturas sio mostradas na
Figura 1. Ambas foram identificadas com base nos dados
espectrais de RMN 'H, *C e RMN 2D e compara¢ao com
os dados da literatura®.

OH O

Figura 1. Substancias (1 e 2) isoladas do extratos dos frutos de C.
pubescens

Em estudos realizados anteriormente somente a
substincia foi identificada no extrato hexanico dos frutos
de C. pubescens empregando CLAE-DAD e padroes’.

A atividade antioxidante dos extratos e particdes
foi realizada por dois métodos: DPPH (radical livre
estavel  2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ORAC-FL
(Oxygen Radical Absorbance Capacity)”. Os resultados
sdo reportados na Tabela 1. O extrato acetato de etila
(EAcOEt) mostrou ser o mais ativo dentre os analisados
e a FACN apresentou a segunda maior atividade.
Quando comparados os teores de compostos fenolicos
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para essas amostras (Tabela 1) na concentra¢ao de
1000 pg/mL, verificou-se que o EAcOEt apresentou um
teor de fendis inferior a FACN, 77,74 e 96,24 pg EAG/
mL, respectivamente. O extrato hexanico (EHex) e a
fase hexanica (FHex) foram os menos ativos diante
ao ensaio com DPPH. Apesar de apresentar um teor
de fendis (85,09 ug EAG/mL) superior ao EAcOEt, o
EHex apresentou baixa atividade. Isso pode ser devido a
maiores quantidades de flavanonas e chalconas que estdo
presentes no EHex e que ndo apresentam as caracteristicas
quimicas necessarias para a atividade antioxidante
utilizando o método do DPPH, mas que apresentam um
teor de fenois superior ao EAcOEt.

As substancias 1 e 2 tiveram suas CI_ determinadas
frente ao DPPH iguais a 205 + 1,2 e 141 + 43 uM,
respectivamente, valores superiores ao acido gélico, que foi
utilizado como padrio e apresentou CI, de 25 + 0,1 pM*.
Esses resultados mostram que a substancia 1, majoritaria em
todas as amostras, apresenta atividade cerca de oito vezes
menor que o acido gélico, justificando a afirmagao de que é
pouco ativa frente ao DPPH quando comparado ao padrao.

Entretanto no ensaio cinético ORAC-FL,
baseado em mecanismos de transferéncia de hidrogénio,
ambos o0s extratos apresentaram  consideravel
capacidade antioxidante, da ordem de 1200 puM de
Trolox equivalente por grama de extrato em base seca
(Tabela 1). Essas diferencas de valores observadas
nos resultados podem ser explicadas baseadas nos
diferentes mecanismos envolvidos nos dois métodos
de determina¢do da capacidade antioxidante®. Assim,
torna-se importante empregar mais de um ensaio na
avaliagdo da capacidade antioxidante de amostras
complexas como os extratos vegetais, buscando-se fazer
uso de ensaios diretos e indiretos.

A atividade antiproliferativa dos extratos de C.
pubescens e das substancias 1 e 2 isoladas foram avaliadas
na inibicdo da proliferacio de células em linhagens
de células humanas UACC-62 (melanoma); MCF-7
(mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos
farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo
pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovério);
HT-29 (c6lon) em comparagao com célula normal VERO
(célula epitelial de rim de macaco verde).

Os resultados da atividade antiproliferativa
indicam que os extratos dos frutos de C. pubecens
acumulam substancias com efeito citocida para
linhagens de células tumorais humanas (Tabela 2).
A linhagem de célula normal VERO (célula epitelial
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Tabela 1. Atividade antioxidante e total de fenois dos extratos e parti¢oes dos frutos de C. pubescens

Test Amostras
este
EHex FHex FACN EAcOEt
DPPH! >400,0 >400,0 290,9 140,85
ORAC-FL? 1210,33 - 1288,18
Fendis® 85,09 57,61 96,24 77,74

! Atividade antioxidante expressa em CI50. 2 Dados apresentados como média do ensaio em triplicata, os resultados estdo expressos como pmol
de Trolox equivalente por grama de extrato em base seca.’ Em pg EAG/mL, medida em uma solu¢do a 800 pg/mL. EHex: extrato hexanico.
FHex: fase hexanica. FACN: Fase acetonitrila. EAcCOEL: extrato acetato de etila. -: experimento néo realizado

de rim de macaco verde, linhagem de célula controle),
os extratos EHex e EAcOEt e dos frutos de C. pubecens
mostraram baixa citotoxicidade, uma vez que ambos
apresentaram valor de TGI (concentragdo necessaria
para inibi¢do de 100 % do crescimento celular) > 250,00
pg/mL. Entretanto frente as linhagens de células tumorais
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama) e NCI-ADR/
RES (ovario resistente a multiplos farmacos) o EHex
apresentou-se ativo com valores de TGI 103,50 pg/mL
e para a linhagem HT-29 (c6lon) o TGI foi de 207,17
pg/mL (Tabela 2). O EAcOEt ndao mostrou atividade
antiproliferativa até a concentragido de 250,00 pg/mL.
Possivelmente a diferenca de valores observadas entre os
diferentes extratos se deve a presenca das chalconas no
extrato hexanico. Chalconas sdo polifendis e participam
como intermedidrios na biossintese dos flavonoides”.
A literatura relata iniimeros estudos e investigacdes
usando diferentes modelos celular e animal que sugerem
que chalconas podem inibir a iniciagdo de alguns
tumores, assim como sua progressao®.

Sendo assim, as substancias isoladas 1 e 2 foram
testadas frente as linhagens de células tumorais humanas
€ apesar de apresentarem, respectivamente, TGI de 9,48
e 13,27 ug/mL frente a célula controle VERO, mostraram
resultados promissores frente as linhagens tumorais de

melanoma, mama, prostata e colon, com valores de TGI
que variaram de4,99a12,94 ug/mL, portanto com valores
de TGI inferiores ao citotdxico para a célula normal
controle (Tabela 2). Merece destaque o TGI da atividade
antiproliferativa da chalcona 1 frente a linhagem tumoral
de ovario resistente a multiplos fairmacos NCI-ADR/RES
= 3,03 pg/mL, valor este proximo a 1/3 da concentragao
citotoxica dessa substancia frente a linhagem controle
(9,48 pug/mL).

Simirgiotis et al*® relata que a presenga de um grupo
4-OH e uma ligagao dupla-insaturada sdo caracteristicas
essenciais para a citotoxidade de chalconas. Chalconas
O-metiladas apresentaram atividade contra linhagens de
células tumorais humanas KB, KB-VCR e A-549. Outra
investigagdo mostrou que muitas chalconas com metoxilas
no anel A exibiram atividade por inibi¢ido da polimerizagdo
da tubulina contra uma variedade de células tumorais com
baixas concentragdes (CL < 50 uM)*.

Os compostos 1 e 2 possuem nas posi¢des 2" e
4" um grupo hidroxila e na posi¢gdo 6" um grupamento
metoxila. Uma caracteristica incomum a essa classe de
compostos ¢é a presen¢a de um grupamento metila nas
posicoes 3’ e 5, respectivamente. Comparando-se a
atividade antiproliferativa das chalconas 1 e 2 entre si,
observa-se que na relagdo estrutura-atividade a inser¢do

Tabela 2. Valores de TGI em pg/mL, para os extratos hexénico e em acetato de etila dos frutos de C. pubescens necessarios para inibir a

proliferacdo celular*

NCI-ADR/ NCI-
Amostras UACC-62 MCEF-7 RES 786-0 H460 PC-3 OVCAR-3 HT-29 VERO
Extrato hexanico 95,32 65,56 103,50 >250 >250 >250 >250 207,17 >250
Ac. de etila >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Substéncia 1 7,13 6,78 3,03 10,99 7,79 5,37 11,11 4,99 9,48
Substancia 2 10,62 8,10 14,59 13,36 14,66 9,20 12,94 8,63 13,27

*TGI: Total Growth Inhibition - concentragdo que promove a inibi¢do 100 % do crescimento celular. Os valores foram determinados por analise
de regressdo nao linear (sigmoidal), utilizando o programa Origin 7.5 (r* > 0,9).

Células tumorais: UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a maltiplos firmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao,
tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (colon); Célula normal: VERO (célula epitelial de rim de macaco verde)
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de um grupamento metila na posi¢do 3’ da chalcona 1
potencializa consideravelmente sua atividade citotéxica
frente as células tumorais, estando estes dados coerentes
com relatos da literatura®.

Estudos realizados por Ye et al*” com o composto
1 isolado de Cleistocalyx operculatus demonstraram
que essa chalcona foi citotoxica para células K562 de
humanos leucémicas com CI, igual a 14,2 uM™. De
acordo com o autor o mecanismo antitumor de como
as chalconas atuam ainda nio é totalmente esclarecido,
embora estudos sugiram que esses compostos possam
induzir apoptose em células cancerigenas. As chalconas
buiteina e isoliquiritigenina induziram apoptose em
células de melanoma in vitro e a chalcona phloretina
induziu apoptose em células de melanoma e células de
humano leucémicas?.

Em conclusio, nosso estudo avaliou os teores de
fenois totais atividades antioxidante, por dois métodos
diferentes, e antiproliferativa dos extratos de C. pubescens.
Duas chalconas foram isoladas, identificadas e avaliadas
quanto as atividades citadas anteriormente. Chalconas
sao compostos caracterizados por diversas propriedades
bioquimicas, atuando como atividade citotoxica,
anticancerigena, mutagénica e quimiopreventiva, além
de antiviral, antimicrobiana, apesar de que o papel
que ela desempenha, o mais conhecido, esta associado
a propriedades de captura de radicais livres??'?2
Entretanto, as chalconas por nds avaliadas apresentaram
baixa atividade antioxidante. De acordo com Zakaria et
al*> sugerem que as propriedades antioxidante exibida
por substancias fenolicas e extratos que contenham esses
compostos estdo direta ou indiretamente relacionadas
com a atividade antiproliferativa®, mas isso ainda ndo
esta totalmente esclarecido. Estudos futuros serdo
necessarios para elucidar o mecanismo de atuagdo das
chalconas 1 e 2.
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RESUMO

Alguns insumos farmacéuticos ativos (IFA) possuem como caracteristica, a possibilidade de apresentarem o
polimorfismo, que pode se desenvolver em alguma das etapas do processo de produg¢io na industria. No caso
deste ndo ser caracterizado e especificado, um diferente polimorfo podera ser utilizado equivocadamente
durante o processo de fabricagdo. A ocorréncia de polimorfismo pode originar importantes variagoes
nas propriedades fisico-quimicas dos IFAs, principalmente quanto a solubilidade. Alguns medicamentos
de glibenclamida (GLIB) apresentaram dentincias de ineficicia terapéutica e a presenca de polimorfos
pode ser uma das possiveis causas. Neste trabalho foram analisados cinco medicamentos e cinco IFAS
de diferentes fornecedores. Para os medicamentos foram feitos testes caracteristicos de verificagao de
equivaléncia farmacéutica. Nos IFAS, as diversas técnicas empregadas ndo evidenciaram presenca de
polimorfos ou alteragdes importantes nas propriedades fisico-quimicas e na velocidade de dissoluc¢do
intrinseca. Entretanto, os perfis de dissolugdo dos medicamentos, principalmente, entre os dois similares
A e B demonstraram diferen¢as apontadas pelos valores do fator f,, respectivamente, de 20 e 42, os quais
indicaram associagdo destes valores com a presenca de distintos excipientes, como por exemplo o manitol
e diferentes processos de produgdo industrial.

Palavras-chave. glibenclamida, dissolugao, similar, polimorfismo.

ABSTRACT

Some active pharmaceutical ingredients (API) might present polymorphism at any stage of the industry
production process. In caseit is not characterized and specified, a different polymorph might be
erroneously used during the manufacturing procedure. Polymorphisms cause some variations in the
physicochemical properties of APIs, especially in solubility. Therapeutic inefficacy was detected in some
glyburide drug products, and the occurrence of polymorphs might be one of the possible reasons. This
study analyzed five drug products and five APIs., The characteristic pharmaceutical equivalence tests
were used for analyzing the drug products. The techniques employed to evaluate the APIs showed no
differences in polymorphism, no significant changes in the physicochemical properties or in the intrinsic
dissolution rate. However, the dissolution profiles of the drug products, mainly between two similar
products A and B, showed significant differences in the f, factor values, being 20 and 42, respectively,
indicating that these values were related to the occurrence of different excipients, such as mannitol.
Keywords. glyburide, dissolution, similar, polymorphism.
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INTRODUCAO

A glibenclamida (GLIB), representacdo
estrutural Figura 1, pertencente a segunda geracdo do
grupo das sulfoniluréias, atua estimulando a liberagado
de insulina através do bloqueio dos canais do potassio
nas células {3 pancreaticas sendo indicada para o controle
da glicemia em pacientes portadores da diabete tipo 2
(dois) ou diabetes mellitus nao-insulino-dependente’.
Entre as propriedades fisico-quimicas da GLIB estéo:
baixa solubilidade em agua e éter etilico, solubilidade
em dimetilformamida, pouco solubilidade em etanol,
metanol e cloroférmio, dissolvendo-se em solugdes
diluidas de hidroéxidos alcalinos®. Possui coeficiente de
parti¢ao octanol / agua (log P) 4,8, pKa 5,3% e ponto de
fusdo na faixa de: 169-174 °C*.

Dependendo do solvente utilizado, a cristalizagdo
da GLIB pode dar origem a formas polimorficas e
pseudo-polimoérficas, as quais sdo significativamente
diferentes com respeito a solubilidade e propriedades
de fusdo®®. Um polimorfo, obtido a partir da tentativa
de elucidagdo da transicdo vitrea pelo aquecimento,
resfriamento e reaquecimento, resultou em baixo valores
de dissoluc¢ao e biodisponibilidade em comprimidos’. O
estudo das propriedades termodinamicas, de sistemas
obtidos a partir da cristalizagdo das formas I e IV,
que sdo as descritas na literatura, quando utilizados
diferentes solventes sugerem a existéncia de outras
formas polimarficas®.

Teoricamente, os diversos polimorfos possuem
diferentes velocidades de dissolu¢ao. Em alguns casos a
diferenca ndo é significativa, entretanto quando ocorre
o oposto, os medicamentos podem tornar-se menos
ativos, inativos ou toxicos, quando existe uma relagdo
direta entre esse parametro e a atividade farmacoldgica’.
Alguns estudos demonstram que absor¢ao oral da GLIB é
dependente da sua formulagao'’, e que o comportamento
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Figura 1. Representagao estrutural da Glibenclamida (5-Cloro-N-[2-
[4-[[[(cicloexilamino) carbonil]amino]sulfonil]fenil]etil]-2-metoxi-
benzamida)

de diferentes formulacdes podem apresentar importantes
diferencas no desempenho oral e consequentemente na
biodisponibilidade de medicamento'’.

Os dados do Sistema de Gerenciamento
de Amostras do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), no periodo de 2000
a 2008, apontaram que 329 registros das solicitagdes
de andlises fiscais continham dentncia de suspeita de
ineficacia terapéutica, inclusive cinco medicamentos
de GLIB, podendo o polimorfismo ser uma de suas
possiveis causas. Portanto, identificou-se a necesidade
de aprofundar os estudos sobre a determinagao de
polimorfos em farmacos.

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi a
determinagao de polimorfos em farmacos, tendo como
objeto de estudo a GLIB. Especificamente correlacionar
a velocidade de dissolucéo intrinseca dos firmacos, com
os perfis de dissolugdo dos produtos e paralelamente
comparar o fator de similaridade (f,) dos produtos,
assim como avaliar o poder discriminante do teste de
dissolugao in vitro para as diferentes formulagoes dos
produtos de GLIB.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisados cinco amostras de comprimidos
contendo 5 mg de GLIB e os insumos farmaceuticos ativos
puros provenientes de dois fabricantes de generico, dois
de similar e o referéncia. O padrao foi GLIB, Substancia
Quimica de Referéncia da Farmacopeia Brasileira, teor
99,96 %, lote 1018. As andlises foram realizadas no
Laboratdrio de Medicamentos, Cosméticos e Saneantes
do Departamento de Quimica do INCQS/Fiocruz e no
Laboratério de Estudo de Estado Solido do Instituto de
Tecnologia em Farmacos de Farmanguinhos/Fiocruz.

Técnicas empregadas

I) Distribuicao de tamanho de particulas
(Mastersizer Malvern): meio de dispersio composto
por agua e o agente dispersante Tween 80°(Sigma-
Aldrich); tempo de leitura das amostras de 10 segundos
e intensidade do laser de 82,7 %. II) Microscopia Optica
(Olympus BX50): foi utilizado um aumento de 500 vezes.
IIT) Varredura Exploratéria Diferencial (Mettler Toledo
822): sob atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de
80 mL/min e razdes de aquecimento de 40 e 5 K/min, no
intervalo de temperatura de 25 a 300 K. IV) Difratometria

317



Filho EQS, Aguiar JLN, Albert ALM, Nobrega AW. Estudo das propriedades fisico-quimicas da glibenclamida e excipientes que influem

sobre resultados do ensaio de dissolugéo para medicamento similar e genérico. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2013; 72(4):316-21.

f’—'— B _\‘zl — __AL,.J.JUU GENA
. I'J | i ‘ GENB
A

Y T
SIMB

“WW'«!

-

Figura 2. Curvas de Varredura Exploratéria Diferencial e de
Difratogramas de Raios X de pds dos farmacos de GLIB

de Raios-X (Bruker D8-Advanced): operagiao a40kV e 40
mA, com velocidade de varredura de 0,05°/segundo no
intervalo 2° de 3 a 50°. V) Ponto de fusio (Biichi B-540):
em capilar de vidro para determinagdo da faixa de fusdo
pelo método capilar. VI) Termogravimetria (Mettler
Toledo 851): sob atmosfera dinamica de nitrogénio com
vazao de 50 mL/min e razio de aquecimento de 10 K/
min, no intervalo de temperatura de 25 a 300K. VII)
Ensaio de velocidade de dissolucio intrinseca dos IFAS
(Hanson SR-8), o coeficiente VDI foi determinado de
acordo com uma aparelhagem similar a descrita na USP.
Para o preparo das pastilhas, aproximadamente 500 mg
de cada farmaco foi pesado (Mark 3100) diretamente
na matriz do pastilhador (Pastilhador de ago inoxidavel
Perkin-Elmer). Apds a colocagdo de pungao, aplicou-
se a forca de compressiao de uma tonelada pelo tempo
de um minuto (Prensa Hidrdulica Carver 3912). Esse
conjunto, contendo o sélido compactado, foi entdo, preso
a haste do aparato n° 1 (cesta) do dissolutor. A haste é
posicionada a 2,5 cm do fundo da cuba, observando a
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Figura 3. Velocidade de dissolugio intrinseca dos farmacos

Equagdo das retas: GEN A, y=0,0009x+0,00115; GEN B,
y=0,0008x+0,0073; SIM A, y=0,0008x+0,0063; SIM B,
y= 0,0008x+0,0076; REF, y=0,0008x+0,0044
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nao formacdo de bolhas sobre a superficie do material
em contato com o liquido. A coleta das amostras foi
feita de 20 em 20 minutos durante 120 minutos. Em
condigoes de drea superficial constante, os valores de
concentracdo dissolvida devem situar-se sobre uma
reta. A inclinagdo da reta produzida exprime o valor
do coeficiente de dissolu¢do intrinseca'?. VIII) Ensaio
de dissolugdo de comprimidos de GLIB (Hanson SR-8)
as condigoes seguidas foram as do ensaio de dissolugdo
e de doseamento de GLIB descrito na FB 2010* Os
comprimidos foram adicionados individualmente as
cubas de dissolugdo (com intervalos de um minuto entre
as adigoes) que continham 900 mL de tampao fosfato
pH 7,30 + 0,02 como meio de dissolugdo na temperatura
de 37,0 £ 0,5 °C, convenientemente degaseificado. No
momento da adi¢ao dos comprimidos (tempo zero),
inicia-se a agitacdo do meio mediante pas rotatorias,
aparato n° 2, com velocidade pré-fixada de 75 rpm até
o tempo limite do ensaio, que no caso, corresponde a 60
minutos. IX) As analises de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram realizadas em um cromatégrafo
liquido Dionex composto de detector ultravioleta a 230
nanometros e injetor automatico. O volume injetado foi
de 100 pL. A coluna analitica usada foi Nova-Pak® C8,
4um, (150 x 4,6) mm. A fase moével foi uma mistura de
tampao fosfato monobasico de potassio (Vetec) pH
3,0 (Micronal B474) e acetonitrila (Merck) (47:53),
preparada como descrito na FB 2010. Fluxo da fase mével
foi de 1,5 mL/min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa das propriedades fisico-quimicas
através dos testes executados neste trabalho, apontaram
auséncia de polimorfismo nos farmacos de GLIB.
Observando a Figura 2, ao lado esquerdo esta o
termograma proveniente do ensaio de varredura
exploratdria diferencial, onde os perfis energéticos das
amostras de GLIB foram similares entre si nas condicoes
analiticas utilizada e a direita o difratograma proveniente
do ensaio de difratometria de raios-X em pd mostra que
as mesmas correspondem a forma cristalina I descrita
em Rodriguez et al®. Para determinacdo e identificagdo
de polimorfismo em farmacos, estas técnicas podem
estar entre as principais, pois podem confirmar possiveis
resultados encontrados.

A velocidade de dissolucido intrinseca (VDI),
definida como velocidade com que substancias puras
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Tabela 1. Avaliacio estatistica (teste ANOVA) das curvas de VDI

Curva de Velocidade de dissolugio intrinseca

tempo mg/cm*min’ mg/cm*min™ mg/cm*min’ mg/cm*min™ mg/cm*min’
Genl Gen2 Siml Sim2 Ref
20 0,0271 0,02023 0,02023 0,02301 0,0206
40 0,04359 0,04088 0,04157 0,03992 0,03569
60 0,06562 0,05548 0,05413 0,0562 0,0546
80 0,08481 0,07197 0,08835 0,07306 0,0732
100 0,09234 0,08605 0,08825 0,08461 0,08709
120 0,11331 0,10134 0,10183 0,10482 0,10135
Anova: fator unico
RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Varidncia
mg/cm”.min” Genl 6 0,42677 0,0071128333 0,001028722
mg/cm”min’ Gen2 6 0,37651 0,062751667 0,000881776
mg/cm*min” Sim1 6 0,37836 0,06306 0,000919985
mg/cm*min’ Sim2 6 0,38162 0,063603333 0,00089861
mg/cm”min’ Ref 6 0,10134 0,062088333 0,000952852
ANOVA
Fonte de Variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,000334091 4 8,35226E-05 0,089196501  0,985000871 2,75871
Dentro dos grupos 0,023409727 25 0,000936389

se dissolvem numa drea superficial constante, é
uma técnica que permite caracterizar a solubilidade
de uma substancia ativa ou excipiente em um
determinado meio.

As retas da VDI dos farmacos estdo representadas
na Figura 3, os interceptos correspondem a fracdo de
substancia dissolvida instantaneamente em contato com o
meio de dissolucdo e as inclinagdes ou VDI aos gradientes
de concentragoes dissolvidas por tempo. Todos os valores
de VDI foram homogéneos (8,20E-04 + 5) %.

Os valores utilizados para confec¢ao das curvas
de VDI foram comparados estatisticamente pelo teste de
ANOVA como demonstrado na Tabela 1. Conclui-se que
sendo p-valor (0,9850) maior que o nivel de significancia,
ndo se consegue provar que ao menos uma das médias é
diferente das outras.

Uma vez que variagdes na dissolugdo podem
alterar a eficacia terapéutica de um medicamento, é mais
apropriado estudar a velocidade de dissolugdo intrinseca
(VDI) do que estudar a solubilidade do farmaco (uma
propriedade de equilibrio termodindmico) durante a
avaliacdodainfluénciadoestadosoélidonodesenvolvimento
farmacotécnico e no controle de qualidade’®. Logo, foi feita

a comparagao dos resultados do ensaio de VDI dos IFAs
com os de dissolugao dos medicamentos.

A comparac¢io de perfis de dissolugdo é ttil nos
casos em que se deseja conhecer o comportamento de
dois medicamentos antes de submeté-los a estudo de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. Desenvolver
uma nova formulagdo requer amplo conhecimento
sobre as propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos
excipientes empregados no processo de fabricagao®.

Atualmente, paraa Anvisa, os perfis de dissolu¢ao
comparativos sao avaliados apenas utilizando-se o
célculo do fator de similaridade (f)), que corresponde
a uma medida de semelhan¢a entre as porcentagens
dissolvidas de ambos os perfis, o valor de (f,) deve
estar compreendido entre 50 a 100'. Os medicamentos
similares A e B apresentaram respectivamente os
valores de f, iguais a 20 e 42, apontando o quanto os
produtos similares estudados tém comportamento
proprio quando comparados ao produto referéncia
como demonstrado na Figura 4 e que as alterages em
suas formulagdes podem, em alguns casos, alterar seu
comportamento in vitro, acarretando falha no teste de
equivaléncia farmacéutica.
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Tabela 2. Principais excipientes dos produtos
Excipiente GENB GENA REF SIMB SIMA
Manitol (Diluente) X
Amido de milho
Amido
pré-gelatinizado

Lactose (Diluente)

Lubrificantes X X X X X

Quando as VDI da IFAS sio testadas em condigdes
que podem proporcionar uma alta solubilidade, como
no caso estudado e suas curvas de regressdo analiticas
nio sio estatisticamente diferentes, pode ser possivel
correlacionar com os resultados do ensaio de dissolucio
de medicamentos, desde que os produtos sejam testados
em condigoes semelhantes as utilizads para VDI dos IFAS.

No campo da dissolugdo, a comparagido dos perfis
de dissolu¢ao possui extensa aplicabilidade durante
o processo de desenvolvimento do produto, podendo
ser usada para estabelecer a similaridade de formas
farmacéuticas de dosagem™.

No que concerne a composi¢do dos produtos
Tabela 2, o SIM. A apresentou menor percentual de
dissolugdo, tendo como caracteristica a presenca de
manitol em substituicdo a excipientes que poderiam gerar
glicose. Alguns autores citam o caso de armazenamento
de formulagdes contendo manitol que é um excipiente
que reconhecidamente apresenta polimorfismo no qual
favoreceu o endurecimento dos comprimidos, ocasionando
uma redugdo da porcentagem de liberagdo durante a
dissoluao'®. Somente apds 2003 a ANVISA através da
RDC n° 134", estabeleceu as bases legais para a adequagao
dos medicamentos similares ja registrados; logo, o resultado
encontrado abaixo do especificado para o produto SIM B
pode estar relacionado ao seu processo de produgao.

CONCLUSAO

O estudo de polimorfismo em firmacos é um
processo que envolve varias técnicas analiticas, as
mesmas se complementam sendo muito frequente a
necessidade de duas ou mais como as empregadas neste
trabalho, para uma determina¢ao com boa margem de
seguranca, contudo nao foram determinados polimorfos
nos famacos de GLIB utlizados neste estudo.

Os valores determinados das velocidades de
dissolucédo intrinseca dos fairmacos de GLIB estudados
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Figura 4. Perfil de dissolu¢do dos medicamentos: Percentagem
dissolvida de GLIB em 60 minutos: GEN B= 109 %, GEN A= 97 %,
REF= 91 %, SIM B= 68 %, SIM A= 33 %

foram praticamente iguais e correlacionando com os
resultados distintos dos perfis de dissolu¢do dos produtos
é possivel determinar que a dissolucdo in vitro destes
produtos é dependente das formulagoes, dos diferentes
processos de produgdo industrial. e provavelmente
das condigdes do teste de dissolugao empregado,
principalmente, no caso dos medicamentos similares.

A determinagao de polimorfismo em
medicamentos, na forma de produto final industrializado,
torna-se de dificil interpretagdo devido a presenca de
excipientes. Exce¢do para algumas monografias presentes
atualmente em literatura.

O ensaio de dissolugdo para comprimidos de
GLIB da FB apresentou alto poder discriminatdrio,
quando utilizado para compara¢io dos produtos
estudados, com o produto referencia, no teste do fator
de similaridade (f)), para determinagao da equivaléncia
farmacéutica dos produtos.
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RESUMO

O presente estudo avaliou a tendéncia do perfil de 167 consumidores de azeite de oliva por meio de uma
pesquisa de mercado, realizada em abril de 2013 em supermercados de Muriaé (MG), Brasil. Foi conduzida
uma pesquisa descritiva, quantitativa por meio de questiondrio estruturado em que visava investigar os
seguintes parametros: sexo, idade, escolaridade, renda familiar, histéria pessoal de doencas cronicas
(hipertensao arterial, diabetes mellitus, dislipidemias, entre outras), bem como o tipo, a marca e a quantidade
de azeite consumida e a motivagdo para o seu consumo. Dos 171 entrevistados, 167 (98 %) relataram o
consumo deste produto. Ao tragar o perfil dos consumidores foi verificado que a maioria (61 %) era do sexo
feminino, com idade entre 21 e 40 anos, com renda de 1 a 3 salarios minimos, nivel médio de escolaridade,
auséncia de historico de doengas cronicas, consumo didrio de 7,89 mL de azeite puro e 3,54 mL do composto
e tendo a motivagao “gostar de azeite” para o consumo. Com base nos resultados obtidos, se faz importante
direcionar estratégias para estimular o aumento e adequagao do consumo de azeite, considerando que este
produto pode contribuir na prevencdo e/ou redu¢io de doengas cronicas.

Palavras-chave. azeite de oliva, consumidor, pesquisa de mercado.

ABSTRACT

The present study evaluated the tendency of the profile of 167 olive oil consumers by means of a market
survey, which was carried out at supermarkets of Muria¢ - MG, Brazil, in April 2013. A descriptive
and quantitative survey was performed using a structured questionnaire. In this context, the following
parameters were investigated: sex, age, education, household income, personal history of chronic diseases
(hypertension, diabetes, dyslipidemias, among others); type, brand and quantity of olive oil consumed
and motivation for consumption. Fom among 171 consumers, 167 (98 %) reported that they consume the
product. In outlining the consumer profile, the majority was female (61 %), aged between 21 and 40 years,
income between one and three minimum wages, secondary education, no history of chronic diseases,
daily consumption of 7.89 mL of pure olive oil and 3.54 mL of olive oil/soybean oil blend, and “appreciates
olive oil” was the motivation for consumption. Based on the obtained data, it is important to establish the
strategies to stimulate the increase and the adequacy in consuming olive oil, considering the attributes of
this product for preventing and/or reducing the chronic diseases.

Keywords. olive oil, consumer, market survey.
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INTRODUCAO

No Brasil, o consumo de azeite de oliva tem
aumentado 13,8 % nos ultimos anos, de acordo com
a Pesquisa de Orgamento Familiar (2008-2009)".
Diante dos diferentes tipos de azeite faz-se necessario o
conhecimento por parte do consumidor para obtengdo
do produto adequado.

De acordo com a ANVISA? existem trés tipos de
azeite. O azeite de oliva é obtido dos frutos da oliveira
(Olea europaea L.), excluidos os 6leos obtidos através de
solventes ou processos de reesterificacdo e/ou qualquer
mistura de outros dleos. O azeite de oliva virgem, por
sua vez, se obtém somente por processos mecanicos
ou outros meios fisicos, em condi¢cdes térmicas que
ndo produzam alteracdo do azeite, e que nao tenha
sido submetido a outros tratamentos, além da lavagem,
decantacdo, centrifugacdo e filtragdo. Ja o 6leo de bagaco
de oliva refinado é aquele obtido pelo tratamento do
bagaco de frutos da oliveira com solventes ou outros
tipos de tratamentos fisicos, excluidos os 6leos obtidos
por reesterificagao ou qualquer mistura de outros 6leos.
Existem ainda os azeites mistos ou compostos que sdo
obtidos a partir da mistura de azeite de oliva e outro
6leo vegetal.

Na composigdo do azeite de oliva sdo encontrados
2,5 e 6 vezes mais 4acidos graxos monoinsaturados
(MUFAs) que em alimentos ricos nesses acidos graxos
como castanha e abacate, respectivamente’.

Os beneficios do consumo do azeite de oliva
estdo diretamente relacionados aos MUFAs presentes,
como o 4cido oléico também a baixa concentra¢do de
acidos graxos saturados®’. Tal composi¢do favorece o
controle do colesterol, pois pode ajudar a reduzir o
LDL - colesterol no sangue, mantendo o nivel de HDL
— colesterol, sendo assim, os MUFAs estao associados a
reducdo de incidéncia de doencas cardiacas evidenciado
pela populagio adepta da dieta mediterranea, a qual tem
o0 azeite como componente importante. Esta populagdo
apresenta baixo indice de mortalidade e morbidade por
doengas cardiovasculares®.

A Food and Drug Administration (FDA)® sugere
que os consumidores podem reduzir seu risco de doencga
coronariana se consumirem gorduras monoinsaturadas
a partir de azeite de oliva, substituindo os alimentos
ricos em gordura saturada e a IV Diretriz Brasileira
sobre dislipidemias e preven¢ao da aterosclerose®
também faz uma recomendagdo diaria de acido graxo

monoinsaturado que deve ser de 20 % das calorias totais
da dieta.

O estudo do comportamento dos consumidores
é essencial para o entendimento do consumo ou néo de
um determinado produto e quais fatores estao envolvidos
no processo de compra de um alimento. Assim, as
pesquisas de mercado sdo extremamente importantes,
pois permitem a identifica¢ao do nivel de conhecimento
sobre um determinado produto, entender o que leva ao
seu consumo e quais fatores estao envolvidos no processo
de compra de um alimento. Assim, pesquisa de mercado
tem se mostrado util na elucidagdo do comportamento
dos consumidores de alimentos e tém contribuido para
identificar as preferéncias, habitos e costumes, o perfil
socioeconémico, imagem de marca, inten¢oes de compra
e andlise de participagdo do mercado, entre outras
caracteristicas”®.

Espera-se com os conhecimentos gerados neste
estudo, a obtencdo de informagdes que permitam o
conhecimento do perfil dos consumidores de azeite, no
municipio de Muriaé-MG. A agdo visa o conhecimento
de um padréo de consumo do azeite para estabelecimento
de estratégias que possam aumentar o consumo do
produto com consequente beneficio a saude.

MATERIAL E METODOS

Este estudo caracteriza-se por ter um
delineamento do tipo transversal, descritivo, quantitativo
e nao experimental desenvolvido com consumidores, de
ambos os géneros, em supermercados do municipio de
Muriaé-MG.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE)?, a estimativa da populagdo residente
em Muriaé era de 102.074 habitantes, em 2012.

A coleta dos dados foi realizada utilizando
uma amostra intencional aleatéria, estatisticamente
significativa, composta de 171 consumidores,
abordados em dois supermercados da regido central
da cidade, no periodo de 01 a 30 de abril de 2013. Para
a definicdo do tamanho da amostra utilizou-se um
nivel de confianga de 95 % e uma margem de erro E =
0,06. Devido ao ndo conhecimento do comportamento
do mercado de azeite na regido, estimou-se uma
variabilidade maxima de 50 % (onde p e q estimados
sao iguaisa0,5). Assim, para a populagdo do municipio
analisado, o tamanho da amostra foi definido pela
equacdo abaixo'’.
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n=qpZ*/ E?

onde:

n = tamanho da amostra;

7Z = 1,96 (abscissa da normal a um nivel de
confianga de 95 %);

p = 0,5 (variabilidade maxima estimada);
q=1-ps;e

E = 0,06 (nivel de precisao).

Para coleta dos dados, utilizou-se um
questiondrio estruturado, com linguagem simples,
desenvolvido especificamente para este estudo com base
na literatura existente'’. O questionario foi composto
por duas etapas, sendo a primeira formada por questoes
socioeconOmicas: sexo, faixa etdria, renda familiar,
escolaridade e numero de pessoas por familia. A segunda
etapa continha questdes sobre o perfil de consumo do
azeite: quantidade por pessoa, tipo e marca do azeite,
motivagdo para o consumo e numero de pessoas na
familia que o consome. O mesmo ainda incluiu perguntas
sobre historia pessoal de doengas (hipertensao arterial,
diabetes mellitus, dislipidemias). Os dados foram
coletados por entrevistadores previamente treinados.

Um teste piloto foi realizado com 20 participantes
para adequag¢ao do questionario.

A quantidade didria de azeite consumida (mL)
pelo entrevistado foi calculada dividindo-se o consumo
mensal de azeite pelo numero de pessoas da familia que
utilizam o produto, dividindo ainda pelo nimero de dias
no més (30 dias).

Apds aplicagdo dos questionarios, eles foram
conferidos, numerados e tabulados, visando a posterior
analise e interpretacdo dos dados. Utilizou-se os softwares
SigmaStat versao 2.03 e o Statistical Package for the Social
Sciences — SPSS for Windows versao 13.0.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
protocolo 230.459/2013. Os consumidores que aceitaram
participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, conforme Declaragdo de Helsinque.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas socioeconomicas e o histérico
familiar para doengas cronicas da populagdo encontram-
se na Tabela 1.

O predominio do sexo feminino pode se justificar
pelo fato de que o nimero de mulheres responsaveis
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Tabela 1. Caracteristicas socioecondmicas e o histérico familiar para
doengas cronicas de consumidores de azeite em Muriaé-MG/2013

Variaveis N %
Sexo
Masculino 65 39,0
Feminino 102 61,0
Faixa etaria
<21 anos 8 5,0
21 - 40 anos 77 47,0
41 - 60 anos 60 36,0
> 61 anos 20 12,0
Escolaridade
Ensino Fundamental 35 22,0
Ensino Médio 78 48,0
Ensino Superior 49 30,0
Renda familiar
<1 salario minimo 12 8,0
1-3 saldrios minimos 89 55,0
3-5 saldrios minimos 40 25,0
>5 saldrios minimos 18 12,0
Histdrico pessoal da doenca

Diabetes mellitus 6 4,0
Hipertensao arterial 19 12,0
Hipercolesterolemia 24 15,0
Outras 5 3,0

pela compra em mercados é maior que o de homens'~.
Observou-se maior prevaléncia da faixa etdria entre
21 e 40 anos de idade e menor abaixo de 21 anos,
caracterizando o mercado de azeite pela prevaléncia de
consumidores adultos. Cobra'! afirma que a idade da
pessoa exerce forte influéncia no seu tipo de consumo.
Em cada faixa etaria, o grupo de consumidores tém um
estilo de vida e isso predispde a um tipo de consumo.

Houve predominancia para escolaridade de
ensino médio, para renda, a faixa salarial entre 1 a 3
salarios minimos e para histdrico familiar de doenga,
hipercolesterolemia.

Do total dos entrevistados (n=167), 98 %
utilizavam o azeite na refeicdo, os demais (2 %) nao
faziam o uso do mesmo, destes, 75 % utilizavam azeite
puro e 25 %, azeite composto. O consumo diario de
azeite puro, per capita, foi de 7,89 mL e de composto
3,54 mL. O azeite declarado puro deve conter 100 % de
azeite de oliva e o azeite composto possui uma mistura
de azeite de oliva e dleos vegetais®>. O consumo per
capita de azeite (puro e ndo composto) no Brasil é baixo,
200 mL por ano, e muito distante daquele observado na
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Espanha e Itdlia (12 L/ano) e na Grécia (26 L/ano)". No
presente estudo, a ingestdo per capita anual encontrada
foi maior (2,85 L), em relagdo ao Brasil, pois, a amostra
utilizada foi de consumidores de azeite. A FDA®
sugere que ingerir cerca de duas colheres de sopa (23
gramas) de azeite de oliva diariamente pode reduzir o
risco de doenga cardiaca coronaria devido a gordura
monoinsaturada do azeite.

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria”, durante muito tempo o brasileiro
acostumou-se a consumir mesclas de azeite (azeite de oliva
com outros 6leos vegetais, tais como 6leo de soja, 6leo de
arroz, 6leo de milho, etc.) e, assim, agdes promocionais
sobre o produto (degustagdes e distribuigdes de azeites em
supermercados e feiras de exposigoes, propaganda na midia
televisiva, concursos gastrondmicos, etc.) sdo importantes
para que ocorra o aumento de consumo de azeite no Brasil.

Nas entrevistas foram citadas 20 marcas diferentes
de azeite consumido, entre azeite composto e puro.

As motivagdes citadas que induziram a aquisi¢cao
do azeite foram: porque gosta (64 %), porque é saudavel
(31 %) e por recomendacao de um profissional de
saude (5 %). Pode-se inferir que os beneficios do azeite
a saude ainda ndo sdo totalmente conhecidos pelos
consumidores, o que minimiza a utilizagdo correta
por aqueles cujo consumo poderia fazer parte de uma
terapia. E questiondvel também, se o0 pouco consumo por
recomendac¢do de um profissional de saude é devido a
pouca importincia dada a este alimento ou se ndo houve
adesdo a recomendacao, ou ainda se nao houve a procura
pelo profissional.

100
%0 85,71 94,44
83,33

80
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60 —
% 50

37,9

sl 1667

ol

0
<1 1a3
Salarios minimos

14,29 556

| =y
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Deacordo coma Figura 1, houve predominéancia
do consumo de azeite puro em todas as faixas de renda,
sendo maior na faixa superior a 5 salarios minimos
(94,44 %). Entre os individuos com 1 a 3 saldrios
minimos destaca-se o grande consumo de azeite
composto (37,9 %), dessa forma, pode-se inferir que
o alto custo do azeite pode ser um fator limitante na
sua aquisi¢do. Em relagdo a escolaridade, também se
observa um maior consumo de azeite puro em todos
os niveis, porém, destaca-se o maior consumo no
ensino superior (90,56 %) indicando que o nivel de
conhecimento e/ou acesso as informagdes pode ter
influenciado no aumento de consumo do mesmo.

Observou-se também que a maioria dos
consumidores de azeite entrevistados ndo possuia
histérico pessoal de doenga cronica (63,74 %) e para os
que possuiam (36,26 %) destaca-se o consumo de azeite
puro (69,35 %). Entre os consumidores com doenca
cronica que utilizavam azeite puro, houve predominio
de hipercolesterolémicos (41,86 %) e hipertensos
(37,21 %). O azeite puro contém 63 % de acido graxo
oléico e o azeite composto possui teor reduzido desse
acido graxo' e, vale ressaltar, que varios estudos
comprovam o beneficio do acido oléico para a satde®.
Desta forma, justifica-se o incentivo ao aumento do
consumo de azeite puro e a leitura dos rotulos. Seria
importante também a fiscalizacio do produto pela
Vigilancia Sanitaria para evitar adulteragdo ja que o
mesmo possui custo elevado e, dessa forma, haveria
maior seguran¢a em relagdio a composi¢cdo e aos
beneficios que o produto possui.
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Figura 1. Relagdo do tipo azeite de oliva consumido com a renda (a) e com a escolaridade (b) dos consumidores, Muriaé-MG, 2013
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CONCLUSAO

A maioria dos entrevistados consumia azeite
puro e o consumo se relacionou com a escolaridade e
faixa de renda indicando que o nivel de conhecimento
pode influenciar o consumo do mesmo. Os beneficios do
azeite para a saude ainda ndo sao totalmente conhecidos
pelos consumidores. Com base nos resultados obtidos,
se faz importante direcionar estratégias para estimular
o aumento e adequagdo do consumo de azeite,
considerando que os dcidos graxos monoinsaturados
contidos no mesmo podem contribuir para reducgao de
doengas cronicas.
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RESUMO

Este trabalho analisou a composi¢do centesimal, o conteudo de vitamina C e de compostos fendlicos, e
avaliou a atividade antioxidante de pseudofrutos de caju arbdreo do Cerrado, provenientes de trés regides
do estado de Goias. Os pseudofrutos apresentaram elevados teores de umidade (superiores a 80 %) e baixos
teores de proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos totais. Os pseudofrutos das regides de Faina e Santa
Terezinha podem ser considerados ricos em vitamina C. Os teores de compostos fenélicos observados nos
pseudofrutos foram superiores ao de frutas como caja, abacaxi e tamarindo. Estes compostos apresentaram
atividade antioxidante relevante pelo método DPPH, e o consumo do pseudofruto de caju arbéreo pode
ser recomendado como fonte complementar de antioxidantes dietéticos.

Palavras-chave. Anacardium othonianum Rizz., composi¢do centesimal, vitamina C, fen¢licos, antioxidante.

ABSTRACT

This study aimed to analyze the chemical composition, the vitamin C and total phenolic contents and
the antioxidant activity of arboreal cashew pseudo-fruits collected from three regions of the state of
Goias, Brazil. The pseudo-fruits showed high moisture content (above 80 %) and low contents of protein,
lipid, ash and total carbohydrates. The pseudo-fruits from Faina and Santa Terezinha’s regions might be
considered rich in vitamin C. The phenolic contents were higher than those found in fruits like yellow
mombin (cajd), pineapple and tamarind. These compounds showed significant antioxidant activity by
DPPH methodology. Therefore, the consumption of arboreal cashew pseudo-fruit might be recommended
as an additional source of dietary antioxidants.

Keywords. Anacardium othonianum Rizz., proximate composition, vitamin C, phenolics, antioxidant.
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INTRODUCAO

Estudos evidenciam que o consumo regular de
frutas, legumes e verduras reduzem o risco de doengas
inflamatorias, cardiovasculares e alguns tipos de cancer’.
Sugere-se, na literatura, que essa associagdo se deve a
abundéincia de substincias antioxidantes encontradas
nesses alimentos'.

A vitamina C tem papel relevante na saude
humana, pois estd envolvida na formacao de tecido
conjuntivo, produ¢do de hormonios e anticorpos, e
protecao antioxidante do organismo?. Outras substancias
bioativas, como os compostos fenélicos e os carotenoides,
também apresentam atividade antioxidante, podendo
proteger o organismo contra os danos oxidativos e,
consequentemente, prevenir o surgimento de diversas
doengas®. Mais de 90 % do aporte dessas substancias é
proveniente das frutas, legumes e verduras®*.

O caju arbdoreo do Cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) possui duas partes: o fruto verdadeiro
(noz acinzentada e reniforme) e o pseudofruto -
caracterizado como pedunculo avermelhado de polpa
suculenta, de sabor doce e levemente acido, que apresenta
baixa densidade energética e de macro e micronutrientes®.
Apesar da possivel contribui¢do do caju arboreo como
fonte de vitamina C e compostos fendlicos, a escassez de
trabalhos sobre o assunto revela a necessidade de mais
investigacOes sobre este fruto nativo. Assim, este trabalho
teve o objetivo de analisar a composi¢ao centesimal e o
conteudo de vitamina C e de compostos fenoélicos totais,
e avaliar a atividade antioxidante do pseudofruto do caju
arbéreo do Cerrado.

MATERIAL E METODOS

Aquisi¢ao dos frutos e preparo das amostras

Os frutos de caju arboéreo foram adquiridos
em trés regides localizadas no estado de Goias,
nos municipios de Santa Terezinha (14° 26' 16" S,
49° 42' 21" O), Faina (15° 26' 45" S, 50° 21' 39" O) e
Goianésia (15° 19' 1" S, 49° 7' 1" O), no periodo
de agosto a setembro de 2011. Os frutos foram
transportados em caixas térmicas com gelo, separados
em embalagens opacas com a identifica¢ao do local de
origem, e armazenados em freezer a temperatura de
-40 °C. As castanhas foram manualmente separadas
dos pseudofrutos e descartadas, e os pedunculos
(pseudofrutos) foram triturados e homogeneizados
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ainda congelados em processador de alimentos
imediatamente antes de cada analise.

Determinaciao da composi¢ao centesimal

A composi¢ao centesimal do caju arbéreo foi
determinada por meio das analises de umidade em estufa
de esterilizagdo a 105 °C até obtencdo de peso constante’;
nitrogénio total, segundo o método de micro-kjeldahl’e
conversdo em proteina bruta utilizando-se o fator 6,25;
lipidios totais, extraidos por meio da técnica de Bligh e
Dyer® e residuo mineral fixo, por incineragdo em mufla a
550 °C®. Os carboidratos foram estimados por diferenga,
subtraindo-se de 100 os valores obtidos para umidade,
proteinas, lipidios e cinzas. O valor energético total das
amostras foi estimado considerando-se os fatores de
conversdao de Atwater de 4, 4 e 9 kcal.g" para proteina,
carboidrato e lipidios, respectivamente.

Determinagao de vitamina C

A quantificagio da vitamina C foi realizada
segundo método padriao da AOAC’, com modificagdes.
Homogeneizou-se 25 g de amostra em 50 mL de solugdo
de acido oxalico 2 %, e retirou-se uma aliquota de 10 g.
Esta foi diluida a 50 mL com solug¢do de acido oxalico 2
% e filtrada. Uma aliquota de 2 mL foi entdo retirada e
titulada com 2,6-diclorofenolindofenol 0,025 %, sendo
o ponto de viragem detectado visualmente. Antes da
titulacao, elevou-se o volume de aliquota de anélise com
10 mL de acido oxalico 2 %, para melhor visualizagao do
ponto de viragem. A solugio de 2,6-diclorofenolindofenol
foi padronizada pela titulagdo de 1 mg de acido ascorbico
PA.

Preparo dos extratos

Os extratos foram obtidos a partir de 10 g de
amostra fresca, pesados em tubos falcon e extraidos
sequencialmente com 20 mL de metanol (50 %) em
temperatura ambiente, sob agitacao, por 30 minutos. Os
tubos foram centrifugados a 7500 rpm, por 15 minutos, e
o sobrenadante foi recolhido. Posteriormente, adicionou-
se ao residuo 20 mL de acetona (70 %), a temperatura
ambiente, e os tubos foram agitados por 30 minutos,
centrifugados novamente e o sobrenadante foi recolhido.
Os sobrenadantes da extracdo com metanol e acetona
foram combinados em baldo volumétrico e adicionados
de agua até completar o volume de 50 mL’. Este extrato
foi utilizado para determinar o conteudo de fendlicos
totais e a atividade antioxidante.
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Tabela 1. Composi¢ao centesimal de pseudofrutos de caju arbéreo (Anacardium othonianum Rizz.) provenientes de trés regides do estado de Goids

Componente (g.100 g) Santa Terezinha Faina Goianésia Média das trés regioes
Umidade 83,87 +0,57° 86,44 + 0,17* 82,73 + 0,68" 84,34 £ 1,71
Proteina 1,34 £0,01* 1,59 £ 0,28* 1,55 + 0,30* 1,42 £ 0,22

Lipidio 0,51 +£0,01*° 0,64 + 0,05* 0,49 + 0,08° 0,55 + 0,08

Residuo mineral fixo 0,23 £ 0,00* 0,26 £ 0,02* 0,26 £ 0,01° 0,25 £ 0,02

Carboidratos totais 14,06 + 0,57 11,07 £ 0,76 14,97 £ 1,29 13,43 £ 2,03
VET (kcal.100 g) 66,14 56,44 70,53 64,37

Valores constituem média + desvio-padrdo. **Letras diferentes em uma mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) entre

médias. VET: Valor energético total

Determinagao de fenolicos totais

A determinagéo de fendlicos totais foi conduzida
de acordo com o procedimento descrito por Singleton
e Rossi®. Uma aliquota de 0,25 mL dos extratos foi
misturada com 0,25 mL do reagente Folin-Ciocalteu
e 2,5 mL de agua destilada. Apés cinco minutos a
temperatura ambiente, 0,25 mL de solugdo saturada de
carbonato de sédio (Na,CO,) foi adicionada e a mistura
mantida a temperatura ambiente, com luminosidade
controlada, durante 60 minutos. A absorbincia foi
medida a 725 nm, em espectrofotometro UV/Visivel
(Jasco, V-630). Os resultados foram expressos como
mg equivalente de acido galico por 100 g de fruto
fresco (mg EAG.100 g).

Determinagao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada por
meio da capacidade dos antioxidantes, presentes nas
amostras, em sequestrar o radical DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazila), conforme o método descrito por
Brand-Williams el al’. A andlise foi feita adicionando-
se a 0,1 mL dos extratos, 3,9 mL da solu¢do de DPPH.
A solu¢ao de DPPH foi usada como controle. Apds a
reacdo, foi realizada a leitura da absorbancia a 517 nm,
em espectrofotdbmetro UV/Visivel (Jasco, V-630). As
absorbéncias (Abs) das diluicoes e da solucido controle
foram utilizadas no célculo da porcentagem de inibicao
(I %) de cada amostra, de acordo com a seguinte
equacdo: I %=[(Abs (controle) - Abs (dilui¢do)/Abs
(controle)]x100.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo,
utilizou-se a concentracdo das diluicbes necessarias
para resultar em um percentual de inibi¢ao de 50 %
(EC50). Os valores de EC50 foram expressos em g de
fruto.g' DPPH.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e teste para comparagdo de médias (Tukey a
5 % de probabilidade).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A umidade dos frutos (Tabela 1) foide 84 g.100 g™,
com valor mais elevado para pseudofrutos provenientes
da regiao de Faina. Martins et al' investigando
pseudofrutos de cajuzinho-do-cerrado, provenientes das
regides de Faina e Hidrolandia, observaram valor médio
de umidade de 84,99 g.100 g, similar ao encontrado no
presente estudo.

O teor médio de proteinas foi de 1,42 g.100
g, valor superior ao encontrado por Silva et al*, de
1,18 g.100 g'. Observou-se baixo teor de lipidios nos
pseudofrutos estudados, embora exista diferenca
significativa (p<0,05) entre o teor de lipidios das
regides de Faina e Goianésia (Tabela 1). Silva et al*
relataram teores médios de lipidios de 0,63 g.100 g™
A quantidade de residuo mineral fixo foi similar entre
as trés regioes e inferior ao valor médio (0,33 g.100 g™)
encontrado por Silva et al*.

Devido ao alto teor de umidade, baixa quantidade
de proteinas, lipidios e carboidratos, o valor energético
total dos pseudofrutos foi reduzido (entre 56 e 70 kcal.
100 g') o que representa apenas 2 % a 3 % da necessidade
energética de um individuo adulto saudavel, com dieta de
2000 kcal. Este baixo valor caldrico permite a introdugéo
dos pseudofrutos in natura e sob diversas preparagdes,
em uma dieta saudavel, sem aumento consideravel do
consumo energeético.

OcontetdodevitaminaCdospseudofrutosdecaju
variou significativamente entre as trés regides, com valor
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Tabela 2. Teor de vitamina C, compostos fendlicos e atividade antioxidante de pseudofrutos de caju arbéreo (Anacardium othonianum Rizz.)

provenientes de trés regides do estado de Goias

Parametro Santa Terezinha Faina Goianésia Rl fl~as i
regioes
Vitamina C (mg.100 g) 38,7 +0,0° 68,6 +2,2° 24,5 +£2,2¢ 43,9 + 19,5
Fenolicos totais (mg EAG.100 g) 267,3 +10,8" 273,5 + 24,8" 330,0 + 15,8 279,3 + 50,4
Atividade antioxidante (g fruto. g* DPPH) 31,8 +3,4* 28,0 £2,3* 8,2+ 1,6 22,7 £ 11,2

Valores constituem média + desvio-padrao. **Letras diferentes em uma mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) entre

médias. EAG: equivalente de dcido gélico

minimo de 24,5 mg.100 g"' (Goianésia) e maximo de 68,6
mg.100 g (Faina), sendo quearegido de Faina apresentou
conteudo até duas vezes superior as demais regides
(Tabela 2). Silva et al'! encontraram valor intermediario
de vitamina C (36,92 mg.100 g') em pseudofrutos de
caju arboreo in natura, oriundos das cidades de Goias
e Hidrolandia. Em duas das regides estudadas, o teor
de vitamina C observado nos pseudofrutos (Tabela
2) foi superior ao relatado em outros frutos, como
murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) (11,8 mg.
100 g')'?, abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr.) (13,0 mg.
100 g')'* e umbu (Spondias tuberosa Arruda Camara)
(12,1 mg.100 g')**. Considerando as recomendagdes
didrias de vitamina C para individuos adultos (75 a 90
mg) e o teor médio de vitamina C encontrado neste estudo
(43,9 mg.100 g'), o consumo de cinco a sete unidades de
pseudofrutos de caju arboreo (aproximadamente 100 g),
fornece 48 a 58 % dessa recomenda¢ao’®. Além disso, o
pseudofruto pode ser considerado rico em vitamina C
de acordo com a legislagao brasileira'.

O conteudo de compostos fendlicos totais
observado para os pseudofrutos de caju arbéreo do Cerrado
variou de 267 a 330 mg EAG.100 g"'. Destaca-se que o teor
de fendlicos da regido de Goianésia foi maior que os valores
observados para as demais regides. Nao foram identificados
relatos do conteudo de fendlicos em pseudofrutos de caju
arbdreo do Cerrado, obtidos por metodologia semelhante
a utilizada neste estudo. Porém, o valor médio observado
para as trés regides (Tabela 2) é bem superior ao do caju
comum (118 mg EAG.100 g')’, e aos valores relatados
para outros frutos, como mangaba (169 mg EAG.100 g')’,
tamarindo (83,8 mg EAG.100 g')", caja (72 mg EAG.100
g')” e abacaxi (38,1 mg EAG.100 g')*.

Quanto a capacidade de sequestro do radical DPPH,
houve diferenca significativa entre a regido de Goianésia e as
demais regides (p<0,05), sendo que os pseudofrutos da regiao
de Goianésia apresentaram maior atividade antioxidante em
relacdo as outras regides (Tabela 2). Além da escassez de
dados, a comparacdo dos resultados obtidos por meio do
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método DPPH ¢ limitada, uma vez que a diversidade dos
protocolos adotados gera muitas variagdes nos resultados.

Vale acrescentar que o acumulo de radicais livres
noorganismo, gerados pelaexposi¢doa fatoresambientais,
como alimentacdo inadequada, sedentarismo, radia¢ao
solar, poluigao e tabagismo, pode desencadear processos
oxidativos que tém sido associados ao envelhecimento
precoce e ao desenvolvimento de doengas cronicas
nio transmissiveis. Considerando que compostos com
atividade antioxidante reduzem o risco dessas doengcas e
os resultados do nosso estudo, é importante incentivar
a domesticagdo dos frutos do Cerrado para atender a
demanda de consumo dos pseudofrutos de caju arbdreo
em dietas saudaveis, visando contribuir com a ingestdo
de substincias antioxidantes potencialmente protetoras
contra diversas doencas crdnicas, tais como diabetes
mellitus, obesidade, dislipidemias e cAnceres'.

CONCLUSAO

Os pseudofrutos de caju arbéreo do Cerrado das
regides de Faina e Santa Terezinha sdo ricos em vitamina
C, com destaque para os pseudofrutos da regido de Faina,
cujo conteudo desta vitamina foi duas vezes superior as
demais. Os pseudofrutos contém quantidades apreciaveis
de compostos fenolicos, sobressaindo os oriundos de
Goianésia, pelo elevado contetido de compostos fenélicos
e boa atividade antioxidante. Portanto, recomenda-se o
consumo do pseudofruto de caju arboreo para aumentar a
ingestdo de compostos bioativos pela populagao e colaborar
na prevengao de doengas cronicas nao transmissiveis.
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ABSTRACT

The progress of industry has led to the increased emission of pollutants into ecosystems, and fish
consumption has been a remarkable source of human exposure to toxic metals. Arsenic, cadmium and
lead constitute a potentially significant threat to human health because they are associated with several
adverse health effects. Therefore, fish biomonitoring has been a crucial tool for assessing the environmental
exposure to contaminants. This study aimed at determining arsenic, cadmium and lead contents in fish
samples from a Proficiency Testing for Metals conducted by the Nuclear and Energy Research Institute
(IPEN), in order to develop a routine analytical methodology using ICP-MS. The methodology was
evaluated by using the certified reference oyster tissue material, which indicated good agreement between
the certified and the determined concentrations for As, Cd and Pb. The report on the Proficiency Test
performance evaluation, based on the z-score index, evidenced satisfactory results in both samples of the
analyzed elements.

Keywords. fish, arsenic, cadmium, lead, ICP-MS

RESUMO

O progresso das industrias tem causado aumento da emissdo de poluentes em ecossistemas, e 0 consumo
de peixe tem sido importante fonte de exposi¢do dos homens aos metais toxicos. Arsénio, cadmio e
chumbo constituem uma potencial ameaga para a satide humana, pois estdo associados a efeitos adversos
a satude. Portanto, o biomonitoramento em peixe é fundamental ferramenta para realizar a avaliagdo da
exposi¢do aos contaminantes ambientais. O objetivo deste estudo foi de determinar a ocorréncia de arsénio,
cadmio, e chumbo em amostras de peixe, a fim de iniciar o desenvolvimento de um método analitico de
rotina por meio de ICP-MS. Para conduzir este estudo, foram utilizadas as amostras provenientes do
Teste de Proficiéncia em Metais organizado pelo Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). A
metodologia foi avaliada de acordo com os valores obtidos em material de referéncia certificado de tecido
de ostra, que indicaram boa concordancia entre as concentragdes certificadas e aquelas determinadas para
As, Cd e Pb. O relatorio de avaliagdo de desempenho para o Teste de Proficiéncia, com base no indice
z-score, mostrou resultados satisfatorios para as duas amostras dos elementos analisados.

Palavras-chave. peixe, arsénio, cidmio, chumbo, ICP-MS.
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Elements such as arsenic, cadmium and lead, are
natural trace components of the aquatic environment,
but their levels have increased due to several human
activities, such as industry, agriculture and mining.

When toxic elements accumulate to certain levels
in the environment or in the human body, they can cause
ecological damage and health problems to humans'?.
Even low metal concentrations may affect the health of
aquatic and terrestrial organisms, including men, since
it is known that the consumption of contaminated food
can provide the transfer of these metals to human beings
through the food chain'.

That is why fish and other edible aquatic animals
contamination caused by toxic metals has become a
concern worldwide, not only because of the threat to these
animals lives, but also due to health risks associated to
the consumption of these animals. This problem already
showed its effects in Brazilian ecosystems: Medeiros et
al® observed arsenic levels of 0.002 and 11.8 mg.kg for
two species of fish and, in another study*, cadmium and
lead contents were detected in different aquatic species
with values ranging from 0.01 to 1.04 mg.kg" and from
0.10 to 5.40 mg.kg™, respectively. It is important to notice
that the highest concentration found in these studies
are above (As, Pb) or in the limit (Cd) of the Brazilian
legislation® maximum level. According to other recent
studies carried out in Brazil, in which authors analyzed
fish liver® and muscle’, the results showed concentrations
higher than the level allowed by legislation for these
elements in a variety of species.

Thus the aim of this work was to start studying the
validation ofa method to analyze arsenic, lead and cadmium
in aquatic organisms, and, as a public health laboratory,
to provide methods that are able to analyze samples in
concentrations that meet the Brazilian legislation.

The oyster tissue Certified Reference Material
(CRM 1566b), used for the digestion procedure
evaluation, was purchased from National Institute of
Standards and Technology (NIST). Samples for the
Proficiency Testing for Metals in Fish Tissue were sent
to the inorganic contaminants laboratory of Instituto
Adolfo Lutz by the Nuclear and Energy Research Institute
(IPEN). According to IPEN information, these samples
were acquired in the Amazon region, with Cd, As and Pb
in concentration values within the Brazilian legislation.

Approximately 0.3 g from both CRM and samples
for the analysis of Cd, Pb and As were weighed on an
analytical balance (Ohaus Adventurer™). The CRM and

Table 1. Instrumental parameters of ICP-MS

RF power 1400 W
Plasma gas flow rate 18 L.min"*
Auxiliary gas flow rate 1.0 L.min™*
Nebulizer gas flow 0.99 L.min"*

Integration time 750 ms (per element)*

75AS 114Cd 206Pb*>& 207Pb*>& ZOSPb**

Isotopes monitored

Cell gas NH,, for As analysis

* For Pb, 750 ms per isotope ** Concentration values are expressed as
the mean between the 3 isotopes

samples, as well as blanks, were digested in a Marconi®
digestion block at 90 °C for two hours, using 2.0 mL
of Suprapur® HNO, (Merck) and 0.5 ml of H,0, (30 %
w/w, Merck). The digested sample had a final volume of
35 mL, completed with deionized water.

Analysis were performed using Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometer (ICP-MS, ELAN DRC
I1, PerkinElmer), equipped with a glass Meinhard nebulizer
and a cyclonic glass spray chamber. Daily performance of
the equipment was checked using a multi-element standard
solution (PerkinElmer). Relevant operating conditions of
the equipment are shown in Table 1.

Metal concentration in the CRM and samples
was calculated using analytical curves specific for each
element, using 5 standard concentration ranging, with
ranges from 1.0 to 40, 1.2 to 24 and 1.0 to 20 ug.L" for As,
Cd and Pb, respectively.

Main figures of merit were calculated as follows:
instrumental limits of detection (LD) were calculated
as 3 x standard deviation of ten repeated measures of
blanks digested independently; instrumental limits of
quantification (LQ) were calculated as 10x the standard
deviation of ten repeated measures of blanks digested
independently; precision was calculated as relative
standard deviation (RSD), and accuracy was evaluated
using the CRM 1566b subjected to the same digestion
procedure as the samples.

Results for the measurement of As, Pb and Cd in
two samples of fish and oyster certified reference material,
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Table 2. Results of As, Pb and Cd in fish and oyster certified reference material using ICP-MS

Certified Reference Material®

Samples
Obtained values Certified values
LD* LQ® Concentration Concentration Recovery Sample 1 Sample 2
(ng.LY) (ng.LY) (mgkg") (mg.kg) (%) (mg.kg")* (mg.kg")*
As 0.15 0.48 7.10 £ 0.19 7.65 £ 0.65 92.8 0.65 £ 0.09 1.09 £0,09
Cd 0.15 0.51 2.48 £0.02 2.48 +£0.08 100.2 0.48 £ 0.003 1.73 £ 0,04
Pb 0.30 0.99 0.33 £0.030 0.31 + 0.009 108.3 1.03 = 0.002 0.67 £ 0,02

*LD - Limits of detection for the analyzed elements
®LQ - Limits of quantification for the analyzed elements

Results of NIST CRM 1566b analysis after oxidative digestion (average values, n=3 + standard deviations)
4 Results of sample 1 and 2 analysis after oxidative digestion (average values, n=9 + standard deviations)

as well as limit of detection and limit of quantification
using ICP-MS are shown in Table 02.

Accuracy of the sample preparation analysis
was verified by analyzing CRM 1566b in the ICP-
MS, and results are given in Table 02. Recoveries of
measured elements were within 92.8-108.3 %, indicating
a good agreement between certified and determined
concentrations. Precision, as RSD, for analysis of 3
digested CRM samples varied from 0.8 to 9.7 %.

Two samples sent to the laboratory as part of the
Proficiency Test for metals in fish tissue were analyzed,
and the results are shown in Table 2. According to the
report received, the performance evaluation of the
analysis, based on the z-score index, showed satisfactory
results for both samples regarding the analyzed elements.
Precision as RSD for analysis of the digested samples
varied from 0.9 to 12 %.

Lead absorption may constitute a serious
risk to public health. It is well documented to cause
neurotoxicity, nephrotoxicity, increase in blood
pressure and cardiovascular diseases. In children, Pb
can also cause slow cognitive development and impair
intellectual performance®. The maximum Pb level
established by the Brazilian legislation for fish is 0.3
mg.kg" (raw weight)>.Concentrations for the analyzed
samples are higher (0.67 £ 0.02 mg.kg" and 1.03 + 0.002
mg.kg"') than the maximum concentration allowed by
the legislation®.

Cadmium absorption also constitutes a risk to
humans, since it may induce kidney dysfunction, skeletal
damage and reproductive disorders®, and the maximum
Cd level established by the Brazilian legislation® for fish
range from 0.05 to 0.30 mg.kg' (raw weight)® according
to the species. Concentrations for both the analyzed
samples (Table 02) are higher (0.48 + 0.003 mg.kg" and
1.73 £ 0.04 mg.kg') than the maximum concentration
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allowed by the Brazilian legislation, demonstrating the
capability of this method to meet its requirements.

The toxicity of arsenic differs mainly in terms of
oxidation states and whether it is present in inorganic or
organic forms. Studies® indicate that fish and other seafood
account for 90 % of total As exposure, and the toxic species
account for 1-3 % of the total As present’. This explains
the lack of legislation regarding this element worldwide.
For example, there is presently no legislation for arsenic in
foodstuft in the European Union, and in the USA, only a
regulatory limit for oral As reference dose is provided by
EPA (3x10* mg/kg/day)°. Brazilian legislation establishes
the maximum As level for fish as 1.0 mg kg™ (raw weight)°,
and the method developed in this work is able to meet
these values (0.65 + 0.09 and 1.09 + 0,09 mg.kg™").

According to the results, the concentration values
found for the oyster CRM indicated a good agreement
between certified and determined concentrations for As,
Cd and Pb. In this preliminary study, the main figures
of merit were established, and the results in the samples
analysis (in this case, the Proficiency Testing samples)
were promising. This provides data to develop a well
established method capable of analyzing these elements,
meeting the Brazilian legislation for As, Cd and Pb in fish.
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1. CATEGORIA DE ARTIGOS

1.1 ARTIGOS ORIGINAIS: Incluem estudos relacionados a prevengao e controle de agravos e a promogao a satide. Devem ser baseados em novos dados ou pers-
pectivas relevantes para satide publica. Cada artigo deve conter objetivos e hipéteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusoes.

INFORMAGOES COMPLEMENTARES:
= Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.
= As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos

em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
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= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

A estrutura dos artigos originais de pesquisa é a convencional: Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Conclusdo, embora outros formatos

possam ser aceitos, mas respeitando a l6gica da estrutura de artigos cientificos.

1.2 ARTIGOS DE REVISA0: Dedicados a apresentagdo e a discussdo de temas de interesse cientifico e de relevancia para a satide publica. Devem apresentar for-
mulagdo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagao ldgica, critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser

elaborados por pesquisadores com experiéncia no campo em questao ou por especialistas de reconhecido saber.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras niao devem repetir dados ja descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Cita¢des de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

1.3 COMUNICAGOES BREVES: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagao de eventos significativos no campo da pesquisa de interesse em satide publica

e que nao comportam uma analise mais abrangente.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras nido devem repetir dados jé descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 NoTas CIENTIFICAS: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos relevantes de uma pesquisa experimental que justifique a publicagao de
resultados parciais.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras nao devem repetir dados ji descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagao. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto tnico.

1.5 RELATOS DE CAS0: S3o textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior ao interesse de sua divulgagao ou a ocorréncia

dos resultados nao ¢ planejada.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja des-
critos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusao de niimero

excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.
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= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Devem apresentar Introdugio, Relato de caso, Discussdo e Concluséo, na forma de texto unico.

1.6 REsuMos DE TESES E DISSERTAGOES: Sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano ap6s a defesa.

Informagdes complementares:
= Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da instituigdo em que foi apresentado, area

de concentragdo e ano da defesa.

2. APRESENTAGAO DO MANUSCRITO: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel, no formato A4, espago
duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. Devem ser evitados arquivos compactados. A estrutura do manuscrito deve estar em conformidade com as normas
do Sistema Vancouver — Titulo; Autores e Instituigdes; Resumo e Abstract; Introdugao; Material e Métodos; Resultados; Discussao; Conclusao; Agradecimentos;
Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

2.1 PAGINA DE IDENTIFICAGAO: Deve constar:

Titulo em portugués e em inglés: O titulo deve ser conciso, completo e conter informagdes. Se 0 manuscrito for submetido em inglés, deve ser fornecido um

titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sdo considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente
para a concepgdo e planejamento, ou analise e interpretagdo dos dados; contribuiram significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisao critica do
conteudo e participaram da aprovagéo da versao final do mesmo. Somente a aquisi¢ao de financiamento, a coleta de dados ou supervisao geral de grupos de pes-
quisa nao justificam autoria — maiores esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome
completo, sem abreviagdes e com ultimo sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do autor responsavel. O autor responsavel
para troca de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o endereco completo.

Afiliagao: Deve ser indicada a instituigdo a qual cada autor estd afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de afiliagdo: laboratorio, setor, segdo,

servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.
Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, 0 nome da agéncia financiadora e o respectivo nimero do processo.

Apresentagio prévia: Quando baseado em tese ou disserta¢ao, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de p6s-graduagio e instituigao onde foi

apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagao.
2.2 PREPARO DO MANUSCRITO:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverdo ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir
objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados e conclusées.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetido, extraidos do vocabuldrio Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) da Bire-
me (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso ndo sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderdo ser indicados termos no existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:
A) Introdugao: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a
importéncia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusoes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a respectiva defini¢do, quando neces-
saria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagdo e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentacdo, se possivel, de medidas de validade e
conter informagdes sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas empregados, inclusive os métodos
estatisticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas limitagoes.

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrdes éticos e foi aprovada por

comité de ética, indicando o nome do comité de ética, numero e data do registro.
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C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia légica, iniciando-se com a descrigao dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessarias para argumentagio e a descrigdao dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gréficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nio devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos
devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discusséo: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cientifica e das
teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicagdo de cardter pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem servir de apoio as ar-
gumentagdes do autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente hipéteses e generalizagdes

baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas em item separado.

E) Agradecimentos: Este item ¢ opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora niao preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragao ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaragdo de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também
pode constar desta parte apoio logistico de instituigoes.

2.3 CITAGAO NO TEXTO: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu nimero na listagem, na forma de expoente, sem uso de
parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que ha citagio do nome do autor, 0 niimero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor. Trabalhos com dois

«»

autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso de autoria multipla).
Exemplos: Nos Estados Unidos e Canadd, a obrigatoriedade da declaragao dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extracdo e determinagdo da GT por cilculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ioni-
zagdo em chama (GC/DIC)>*.

Segundo Chang et al*’ , 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugao da area de superficie conferindo uma melhora na retengao e estabilidade das mesmas.

2.4 REFERENCIAS: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. As referéncias devem
ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Pu-
blication, numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/

<~

entrez?db=journals. Para consultar periédicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressdo latina “et al”. Referéncias de um

mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente.

Exemplos:

Artigos de periddicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislagao e quantifi-
cagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensao. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 22 ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001[acesso 2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://
www.nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:
Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.p.64-76.

Dissertagoes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagio de métodos cromatograficos e avaliagio da estabilidade de vitaminas hidrossoliveis em alimentos [tese de doutorado].
Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.
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Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:
Barboza et al. Descentralizagio das politicas ptblicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de Pés-Graduagdo em Infecgdes e Saude
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da 4gua. [acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T &db=&doci].

Legislagao:
Brasil. Ministério da Saude. Resolugao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para Alimentos.
Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE 10 jan. 2001. Segao 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 4* ed. [1? ed. digital]. Sdo Paulo
(SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&Itemid=7].
Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

Patente:
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors: Novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to eletrophysiology of the heart. US patent 5,529,067.
1995 Jun 25.

Casos nao contemplados nesta instrugao devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em:
http://www.cmje.org.

Referéncias a documentos nao indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma institui¢do ou a um evento (teses, relatorios
de pesquisa, comunica¢des em eventos, dentre outros) e informacdes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevan-

tes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 Numeros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos
pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serdo identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, e nao

como quadros, graficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados, numera-
das consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, nao se utilizando
tragos internos horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas a0 menor nimero possivel e colocadas no rodapédas tabelas e ndo no
cabegalho ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorizagdo da revista
que a publicou, para sua reprodugao.

B) Figuras: As ilustragoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas con-
secutivamente com algarismos arabicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura.
S6 serdo admitidas para publicagdo figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressdo, preferencialmente no formato
vetorial. No formato JPEG, a resolu¢do minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for necesséria a clareza da informagio e
os custos deverdo ser cobertos pelos autores. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizagao,

por escrito, para sua reprodugéo.

3. DECLARAGOES E DOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, sdo solicitados
alguns documentos e declarages do(s) autor(es) para a avaliagao de seu manuscrito. Observe a relagdo dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique,
anexe o documento ao processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados ¢ variavel:

Carta de Apresentagio Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagio
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A carta de Apresentagao do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

= Um pardgrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgio e planejamento ou anélise e interpretagio dos
dados; ter contribuido significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisio critica do contetido; e ter participado da aprovagio da versio final do manus-
crito. Para maiores informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

X Um paragrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.

X Um parégrafo contendo a declaragdo que o trabalho nao foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periédico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar

documento transferindo os direitos autorais. O artigo s6 sera liberado para publicac¢do quando esse documento estiver de posse da RIAL.

4. VERIFICAGCAO DOS ITENS EXIGIDOS NA SUBMISSAO:
. Nome e instituigdo de afiliagao de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.
. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.
. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

1

2

3

4

5. Carta de Apresentagdo assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e nimero(s) do processo(s).

7. No caso de artigo baseado em tese/dissertagao, indicar o nome da instituigio/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas estdo citadas no texto.
9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

10. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolugdo minima 300 dpi.

5. REVISAO DA REDAGAO CIENTIFICA: Para ser publicado, o manuscrito aprovado ¢ submetido a revisao da redagao cientifica, gramatical e de estilo. A RIAL
se reserva o direito de introduzir alteragoes nos originais, visando a manutengao da homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores. Inclusive a versao em inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. PRoVAS: Apds sua aprovagio pelos editores, o0 manuscrito sera revisado quanto a redagio cientifica. O autor responsavel pela correspondéncia recebera as
provas grificas para revisio por correio eletronico em formato pdf (portable document format). O prazo méximo para a revisio da prova é de dois dias. E im-
portante cumprir os prazos de revisdo para garantir a publica¢io no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderao resultar em remanejamento do artigo para

fasciculos subsequentes.

7. PUBLICAGAO E DISTRIBUIGAO: Os artigos serdo publicados em ordem cronolédgica de aprovagao. As datas de recebimento e de aprovagao do artigo constarao
obrigatoriamente no mesmo.

E permitida a reprodugdo, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAL, desde que sejam indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a
legislagao sobre os direitos autorais.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta de periédicos nacionais ou estrangeiros.

Assessoria Editorial:

TIKINET

www.tiki.net.br/tiki
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