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A incidéncia da dengue, doenga viral transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, vem crescendo em Porto Alegre ao
longo dos anos, com recorde de casos registrados em 2022. Epidemias da doenga parecem ocorrer de forma ciclica no
municipio, com registros a cada trés anos. Dada a influéncia de fatores climaticos no ciclo de vida do vetor, este trabalho
buscou analisar a influéncia de determinantes meteorologicos na periodicidade de epidemias de dengue na capital
gatcha entre 2010 e 2022. Analises descritivas foram realizadas para averiguar o padrdo dos indicadores climaticos e
dos casos de dengue ao longo dos anos, ao passo que analises estatisticas foram feitas para avaliar a correla¢do entre os
fatores climaticos e os casos autoctones registrados entre 2016 e 2022. Os resultados obtidos ndo apontaram padroes
meteoroldgicos que se repetem a cada trés anos e que poderiam explicar a ciclicidade observada. Ainda, nao foram
constatadas correlagdes entre temperatura, umidade e pluviosidade com casos autdctones de dengue no municipio, ao
menos em nivel quadrimestral. Para além destas analises, constatou-se expressivo aumento de casos em 2022, apesar
dos esforcos de controle desempenhados pelo poder publico, o que aponta a necessidade de maior investimento em
educagdo em satde para a populagio.

Palavras-chave. Aedes aegypti, Clima, Dengue, Epidemias, Meteorologia.

The incidence of dengue, a viral disease transmitted by the Aedes aegypti mosquito, has been increasing in Porto Alegre
over the years, with a record number of cases reported in 2022. Epidemics of the disease seem to occur cyclically in the
city, with reports every three years. Given the influence of climatic factors on the vector’ life cycle, this study aimed to
analyze the influence of meteorological determinants on the periodicity of dengue epidemics in Porto Alegre between
2010 and 2022. Descriptive analyses were used to investigate the pattern of climatic indicators and dengue cases over the
years, while statistical analyses were performed to evaluate the correlation between climatic factors and autochthonous
cases registered between 2016 and 2022. The results did not point out meteorological patterns that repeat every three
years and could explain the observed cyclicity. Furthermore, no correlations were found between temperature, humidity
and rainfall and autochthonous dengue cases in the city, at least on a four-monthly basis. Beyond these analyses, a
significant increase in dengue cases was observed in 2022, despite the efforts of the public authorities to control the
disease, which highlights the need for greater investment in health education for the population.

Keywords. Aedes aegypti, Climate, Dengue, Epidemics, Meteorology.
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A dengue é uma doenca transmitida através da picada de mosquitos fémea da espécie Aedes
aegypti infectadas pelo Virus da Dengue, sendo a arbovirose urbana mais prevalente nas Américas'. E a
doenga viral transmitida por mosquitos com a maior disseminagao geografica, estando presente de forma
generalizada ao longo dos trdpicos, com variagdes locais de risco devido a condi¢des climaticas e sociais,
sendo considerada um problema de saude publica®*.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) e com a Organiza¢ao Pan-Americana de
Saude (OPAS), estima-se que 390 milhoes de infec¢des por dengue ocorram anualmente, com 500 mil
hospitalizagdes e taxa de fatalidade de 2,5%?. No Brasil, a circulagao viral ocorre de forma expressiva desde
a década de 1980 e, em 2022, o pais registrou 1.450.270 casos provaveis da doenga, com incidéncia de 679,9
casos por 100 mil habitantes**. No mesmo ano, o Rio Grande do Sul registrou 66.779 casos confirmados de
dengue e 66 dbitos relacionados a doenga, sendo 0 ano com o maior numero de casos e mortes registrado®’.

Em Porto Alegre, 3.897 casos autdctones de dengue foram registrados em 2022, nimero recorde
no municipio®. Desde o primeiro caso autdctone registrado em 2010, a dengue parece estar apresentando
caracteristica de ciclicidade, com aparente aumento de casos ocorrendo a cada trés anos, os quais sdo
intercalados por dois anos de baixa incidéncia. Esta periodicidade é percebida pelos diversos pontos da
Rede de Atenc¢ao a Saude do municipio, em especial pelo Laboratério Central de Saude Publica de Porto
Alegre (Labcen), Diretoria de Vigilancia em Saude (DVS) e pontos assistenciais. Entretanto, ha caréncia de
trabalhos na area que busquem esclarecer a questao.

Uma vez que o ciclo de vida do vetor é afetado por fatores climaticos’, este trabalho buscou
avaliar a influéncia de indicadores meteorolégicos, em especial temperatura, umidade e pluviosidade, na
periodicidade de epidemias de dengue em Porto Alegre, com o intuito de elucidar a ciclicidade da doenga
no municipio. Ainda, visto que a abundéncia de mosquitos ¢é fator necessario, porém nao suficiente, para a
transmissao da arbovirose'?, estudos que busquem identificar outros elementos relevantes para a predigdo e
controle da dengue sao importantes.

A pesquisa buscou beneficiar especialmente o Sistema Unico de Satde (SUS), em especial os setores das
vigilancias epidemioldgica e ambiental, podendo auxiliar no planejamento de agdes de prevengdo e monitoramento
e, consequentemente, resultar em um futuro controle da disseminagdo do vetor e da crescente incidéncia de
dengue em Porto Alegre. Ainda, se comprovada a ciclicidade, as areas assistenciais e de planejamento poderao se
preparar com antecedéncia para futuras epidemias, resultando em um melhor atendimento ao paciente.

Para o desenvolvimento deste trabalho, todos os dados utilizados foram coletados a partir de bases de
dados publicas, nio sendo necesséria a aprovacio por Comité de Etica. As andlises descritivas e estatisticas
foram realizadas com auxilio do Nucelo de Assessoria Estatistica (NAE) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

Casos notificados, confirmados e autdctones de dengue em Porto Alegre

O periodo selecionado para a analise foi de 2010 a 2022, intervalo que engloba todos os anos a partir
do primeiro caso autdctone de dengue registrado no municipio. Os dados escolhidos para analise foram os
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casos de dengue notificados, confirmados e autdctones, visto que expressam a incidéncia da doenga e estdo
disponiveis de forma publica.

O Painel de Arboviroses®, ferramenta publica de Microsoft Business Intelligence (BI) desenvolvida
pela Secretaria Municipal de Satide de Porto Alegre em parceria com a Empresa Publica de Tecnologia da
Informagdo e Comunicagdo da Prefeitura de Porto Alegre (Procempa), foi utilizado para acessar os dados
de casos anuais e quadrimestrais no periodo de 2016 a 2022, intersticio disponibilizado pelo instrumento.
Os dados de 2022 foram coletados até o dia 12 de dezembro. Uma vez que o Painel ndo apresenta dados
anteriores a 2016, estes foram coletados de outras fontes.

Os dados de 2010 foram coletados a partir do Boletim Epidemiologico (BE) n° 45 de 2011, publicado
pela Coordenadoria Geral de Vigilancia em Saude (CGVS), atual DVS de Porto Alegre''. Os dados de 2011
e 2012 foram coletados a partir do BE n° 50 de 20132 Os dados de 2013 e 2014 foram obtidos a partir do
BE n° 55 de 2014, que disponibiliza dados apenas até a Semana Epidemiolégica (SE) 48, o que pode ser uma
limitacdo™. Os dados de 2015 foram coletados a partir do BE n° 62 de 2016, que contém informagdes até a
SE 35, correspondente ao final de agosto e inicio de setembro'.

Os casos notificados e confirmados foram utilizados apenas para as analises descritivas iniciais.
As demais andlises levaram em conta apenas os casos autdctones, visto que representam a transmissao
sustentada no municipio e efetivamente sao influenciados pelas condi¢des socioambientais locais,
diferentemente dos casos importados.

Temperatura, umidade e pluviosidade no municipio de Porto Alegre

Os indicadores meteoroldgicos escolhidos para as andlises foram temperatura, umidade e
pluviosidade, uma vez que estdo relacionados com a dengue e disponiveis de forma publica. Os dados
mensais foram obtidos através da base de dados publica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET),
disponivel no endereco eletronico da instituicao, através da opgao Dados Meteoroldgicos — Tabela de Dados
das Estagoes'. A estagao meteorologica de escolha foi a Porto Alegre (A801), do tipo automatica.

Foi realizado download das planilhas contendo os dados mensais de janeiro a dezembro, de 2010 a
2022, totalizando 156 planilhas para analise. As planilhas continham informagdes coletadas em intervalos
de 60 minutos pela estacdo automatica, totalizando 24 dados por dia e 720 a 744 dados por més a serem
incluidos nos calculos. Os dados finais mensais de temperatura foram obtidos a partir da média aritmética
simples das temperaturas maximas e minimas e, em seguida, da média destes resultados. Os dados de
umidade foram obtidos por média aritmética simples. Quanto a pluviosidade, os dados disponiveis em
intervalos de 60 minutos foram somados, para obtengao de chuva acumulada mensal.

Os horarios que nao possuiam informagao sobre os parametros analisados nao foram incluidos nos
calculos. Os dados de 2022 foram coletados até o dia 12 de dezembro, data limite utilizada para a coleta do
namero de casos de dengue autdctones.

Analises descritivas e estatisticas

Este trabalho contou com a ajuda do NAE da UFRGS, para realizar as analises estatisticas,
que foram feitas através do software R, versdo 4.2.1. Os graficos foram gerados através do pacote
ggplot2, versao 3.4.0.
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Inicialmente foram realizadas analises descritivas dos indicadores meteoroldgicos para temperatura,
umidade e pluviosidade. A analise da distribui¢ao mensal dos indicadores englobou o periodo de janeiro
de 2010 a dezembro de 2022, enquanto a analise quadrimestral englobou desde o periodo do primeiro
quadrimestre de 2016 ao ultimo quadrimestre de 2022. Esta primeira etapa teve a finalidade de gerar
graficos para identificar possiveis padrdes visuais dos dados e embasar analises subsequentes.

Para os casos de dengue, foram realizadas analises descritivas anuais, de 2010 a 2022, e quadrimestrais,
do primeiro quadrimestre de 2016 ao tltimo quadrimestre de 2022.

Para as analises estatisticas, as séries temporais comumente sdo analisadas através de decomposicao
classica, modelo utilizado neste trabalho, descrito pela férmula Y, = T, + S, + e, onde Y, € a série original,
T, é o componente de tendéncia, S ¢ o de sazonalidade e e € o de irregularidade. A decomposi¢ao separa a
série original Y, nestes componentes para que se possa analisar cada um deles separadamente.

O componente de tendéncia foi obtido a partir da média movel da série original. O componente de
sazonalidade usou a série com o efeito de tendéncia ja removido e calculou a média para cada unidade do
tempo para todos os periodos. Por fim, o componente de sazonalidade foi centralizado.

Os dados de casos autdctones foram decompostos de forma quadrimestral, uma vez que dados
mensais ndo estavam disponiveis. Os dados de temperatura, umidade e pluviosidade foram decompostos
de forma mensal e quadrimestral, para efeito de comparagdo com os dados de dengue.

A correlagdo por quadrimestre entre os casos de dengue e os indicadores meteoroldgicos foi
analisada através da Correlagao de Spearman, medida que varia de -1 a 1, que expressa com que intensidade
duas variaveis podem ser descritas por uma fun¢do mondtona. Quanto mais préximo de -1 ou 1 o resultado,
maior serd a correlagdo entre as variaveis. Ainda, testes estatisticos foram realizados para cada par de
variaveis, para determinar se o valor de cada correlagao era significativamente diferente de zero, ou seja, se
havia correlagéo significativa.

Uma vez que a influéncia dos determinantes meteoroldgicos nos casos autdctones de dengue
pode ser indireta, com atrasos temporais, também foram realizadas andlises de Correlagao Cruzada,
considerando um atraso de dez quadrimestres para mais e para menos. A Correlagio Cruzada é uma
medida de associagao entre duas séries temporais que, assim como a Correlagao de Spearman, varia de -1 a
1, sendo que valores mais proximos aos extremos do intervalo indicam maiores correlagoes. O intervalo de
confianga de 95% utilizado para as analises foi calculado utilizando o método bootstrap.

Em todas as analises foi considerado o nivel de significancia « = 0,05.

Distribui¢ao de indicadores meteoroldgicos e casos de dengue em Porto Alegre, entre
2010 e 2022

Temperatura, umidade e pluviosidade

A distribuicdo da temperatura média mensal entre 2010 e 2022 esteve dentro da amplitude de
cerca de 12 °C a 26,5 °C, indicando uma provavel tendéncia constante ao longo do periodo analisado, sem
desvios expressivos entre os anos. No grafico representado na Figura 1 é possivel observar que o indicador

4/16 Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo. 2024;83:1-16,e39267


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.39267

Breda R, Motta AS. Andlise da influéncia de determinantes meteoroldgicos na periodicidade de epidemias de dengue em Porto Alegre. Rev Inst
Adolfo Lutz. Sao Paulo. 2024;83:1-16,e39267. https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.39267

apresentou comportamento sazonal com pouca variabilidade entre os anos, tendo sido mais alta nos meses
de verdo e mais baixa nos meses de inverno, resultado esperado devido ao clima subtropical da regiao.
Os meses de agosto dos anos 2012, 2015 e 2017 apresentaram temperaturas mais elevadas em relagdo aos
demais anos, enquanto o més de junho registrou temperaturas mais baixas do que o habitual em 2016.

24-

2021
2019
20-
2016

2014

Temperatura (Celsius)

2011
16-

12-

jan fev  mar abr mai jun jul ago set out nov dez

Figura 1. Distribuigao da temperatura média mensal (°C) em Porto Alegre, entre 2010 e 2022

A distribuicao da média mensal da umidade, por sua vez, variou de 61,3% a 90,1% e apresentou
tendéncia crescente de 2010 até 2019, sendo que em 2019 sofreu queda, seguida por uma possivel tendéncia
levemente crescente até o final de 2022. A sazonalidade do indicador, demonstrada na Figura 2, apresentou
maior variagdo entre os anos analisados quando comparado a temperatura, porém foi superior nos meses
de inverno e inferior nos meses de verao.

Quanto a pluviosidade mensal, que variou de 7,4 mm a 313,1 mm, apresentou tendéncia crescente
de 2010 a 2015, sendo que em 2015 se tornou decrescente e assim permaneceu até o final de 2022. O
indicador apresentou efeito de sazonalidade disperso no periodo analisado (Figura 3), além de grande
variabilidade entre os anos, nao sendo possivel visualizar um padrdo. Os meses de outubro dos anos 2015,
2017 e 2019, assim como margo de 2016 e julho de 2015, registraram uma maior quantidade de chuva
quando comparados aos outros anos.

Analisando estes mesmos indicadores de forma quadrimestral, verificou-se que o primeiro
quadrimestre apresentou menor variabilidade de temperatura entre os anos analisados (23,5 a 24,2 °C),
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Figura 2. Distribui¢do da umidade média mensal (%) em Porto Alegre, entre 2010 e 2022
300-
’/' 2021
__200- / 1 \ 2019
E /) \ n
= //\ A\ A 2016
g l{' AN MQ\Q\ \BY
2 ‘ ‘ ‘ ﬁ\\‘\‘»”, \ é‘ " 2014
N . A. ’ ), \ )‘(/’ \\‘ 01;/ / \\\“\ \»‘9\
- Yo 7 N, ‘ X
100 \\‘/'s e N ’ ' f \\\r'ﬁ‘ )\\‘\‘ : "’" 2011
X " Y e \
0-
jan fev.  mar abr mai jun jl.‘J| ago set out nov dez
Meses

Figura 3. Distribui¢do da pluviosidade mensal (mm) em Porto Alegre, entre 2010 e 2022
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o segundo quadrimestre tendeu a apresentar maior variagao (14,4 a 17,3 °C) e o terceiro quadrimestre,
varia¢do intermedidria (20,2 °C a 21,5 °C). Analisando a média quadrimestral de 2016 a 2022, houve
confirmac¢ao da sazonalidade observada nos graficos anteriores, onde os primeiros meses do ano foram
mais quentes (23,8 °C), os meses intermedidrios foram mais frios (15,6 °C) e os ultimos quatro meses
apresentaram comportamento de transi¢ao entre inverno e verao (20,8 °C).

O comportamento sazonal da umidade também ficou mais evidente quando analisado de forma
quadrimestral, visto que a média do segundo quadrimestre (Q2), de 81,8%, foi maior do que os demais
(Q1: 76%; Q3: 75,1%) e o indicador exibiu maior variabilidade nos trés quadrimestres, quando comparado
a temperatura. Quanto a pluviosidade, a analise quadrimestral apresentou grande variabilidade entre os
anos analisados, enquanto a média variou pouco entre os quadrimestres (Q1: 114,9 mm; Q2: 130,5 mm;
Q3:120,1 mm).

Casos de dengue

A analise descritiva anual da distribuicao dos casos de dengue (Figura 4) exibiu tendéncia crescente
na série analisada, visto que os numeros de casos confirmados e autdctones foram maiores a cada ano
epidémico (2013, 2016, 2019 e 2022). Ainda, mostrou-se nitido o aumento no niimero de casos em 2022, o
que tornou a distribuicao dos dados assimétrica.

Casos de dengue por Ano
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Figura 4. Distribui¢do anual dos casos notificados, confirmados e autdctones de dengue em Porto Alegre, entre 2010 e 2022

A andlise quadrimestral dos casos de dengue de 2016 a 2022 demonstrou que, nos trés anos de
surto contemplados no periodo analisado, os picos de notificagdes, casos confirmados e casos autdctones
ocorreram duas vezes no primeiro quadrimestre (2016 e 2022) e uma vez no segundo (2019). Os casos
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autoctones de dengue pareceram ser mais frequentes no primeiro quadrimestre, enquanto a média de casos
ficou proxima de zero no terceiro quadrimestre em todo o periodo analisado.

Decomposicao de indicadores meteorologicos e casos autdctones de dengue em Porto
Alegre, entre 2010 e 2022

Temperatura, umidade e pluviosidade

Ao decompor a série da temperatura com intervalo mensal, o componente de tendéncia
pareceu aumentar e diminuir alternadamente com pequena oscilagao (19,1 a 20,1 °C), o que explicou o
comportamento constante do indicador ao longo dos anos. A sazonalidade observada também corroborou
os resultados anteriores que indicaram baixa variabilidade, com oscilagdo de cercade 11 °C (-6 a 5 °C) entre
os meses de verao e inverno durante toda a série.

A umidade, quando decomposta em intervalos mensais, também reforgou os resultados encontrados
nas analises descritivas, com tendéncia crescente até o inicio de 2019, ponto em que passa a ser decrescente,
e novamente uma tendéncia crescente do inicio de 2020 até 2022. A sazonalidade do indicador apontou
variabilidade moderada.

A decomposi¢do mensal da pluviosidade, da mesma forma, apoiou os comportamentos
observados nas analises anteriores, com tendéncia crescente de 2012 a 2015 e posteriormente
decrescente até 2022. A sazonalidade apresentou maior variabilidade, com oscilagdo de até 83 mm
entre os meses de um mesmo ano.

Estes mesmos indicadores foram decompostos de forma quadrimestral, a fim de compara¢ao com os
casos autdctones de dengue, também decompostos neste intervalo. Os resultados foram similares as analises
anteriores, com algumas altera¢des no padrdo de tendéncia, especialmente da temperatura, que mostrou
tendéncia decrescente entre 2019 e 2022. Esta diferenga, provavelmente, decorre do fato de que os dados de
média quadrimestral utilizados sdo amplos e, portanto, menos detalhados do que os dados mensais.

Casos autdctones de dengue

A decomposi¢ao quadrimestral dos casos autdctones de dengue indicou uma tendéncia crescente
em 2022, comportamento semelhante a distribuicdo dos casos em si. Este resultado possivelmente decorreu
do nimero de casos ocorridos no ano (3.893 casos), da grande quantidade de quadrimestres (Q) sem casos
registrado (1° Q de 2017 e 2018; 2° Q de 2017, 2018 e 2020; e 3° Q de 2016, 2017, 2018, 2020 e 2021) e da
pequena quantidade de dados disponiveis para uma série histdrica, que também pode ter contribuido para
uma decomposi¢do menos suave dos componentes como um todo. A sazonalidade, por sua vez, apontou o
primeiro quadrimestre como o de maior transmissibilidade.

Correlacao quadrimestral entre indicadores meteoroldgicos e casos autéctones de dengue
em Porto Alegre, entre 2016 e 2022

Correlagao de Spearman

Os coeficientes de correlagao entre os casos autoctones de dengue e temperatura, umidade e
pluviosidade quadrimestrais, calculados a partir de analise de Correlagio de Spearman (Figura 5),
indicaram auséncia de correlagdo entre as variaveis, uma vez que os valores se mostraram proximos de
zero. Para além dos casos de dengue, a analise apontou correlagao negativa entre umidade e temperatura.
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Correlagao de Spearman
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Figura 5. Correlagao entre casos autdctones de dengue e indicadores meteoroldgicos em Porto Alegre. Andlise quadrimestral, de
2016 a 2022

Para corroborar esta andlise foram realizados testes estatisticos de amostras pareadas para cada par
de variaveis, para verificar se o valor de cada correlagdo era significativamente diferente de zero ou nao.
O p-valor para a hipdtese alternativa (correlagao diferente de zero) foi de 0,531 entre casos e temperatura,
0,727 para umidade e 0,841 para pluviosidade. Entre umidade e temperatura, o p-valor obtido foi de 0,037.
Uma vez que o p-valor de todos os testes que envolvem casos autdctones foi superior a 0,05, concluiu-se
que os valores nao foram significativamente diferentes de zero e, portanto, nao houve correlagdo entre as

variaveis, exceto entre umidade e temperatura, ao menos quando analisadas por quadrimestre.
Correlagao Cruzada

A anilise quadrimestral de Correlagdo Cruzada entre casos autoctones de dengue e temperatura,
apresentou trés lags (atrasos) fora do intervalo de confianca: -1, 8 e 10. Estes resultados indicam que o
efeito da temperatura em um determinado quadrimestre esteve correlacionado significativamente com
0s casos autoctones observados no quadrimestre anterior, e em oito e dez quadrimestres posteriores. As
correlagdes com quadrimestres posteriores provavelmente foram espurias, uma vez que parece improvavel
haver influéncia entre as variaveis em um intervalo de cerca de trés anos. Ainda, apesar de significativos, os
trés pontos destacados foram observados proximos ao intervalo de confianca.

A Correlagdo Cruzada entre os casos de dengue e a umidade indicou os lags -9, -2, 4 e 7 como
significativos, sendo que o lag -2 esteve mais distante do intervalo de confianga. Estes resultados
indicam que a umidade de um determinado quadrimestre esteve correlacionada com nove e dois
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quadrimestres anteriores e quatro e sete quadrimestres posteriores. Os lags -9, 4 e 7 mostraram-se
como correlagdes espurias, por representarem um longo periodo de tempo e estarem préximos do
intervalo de confianga.

Em relagdo a pluviosidade, a andlise de Correlagao Cruzada ndo apontou nenhum lag significativo,
indicando que ndo houve correlagdo entre chuva e casos autdctones de dengue com qualquer atraso a
nivel quadrimestral.

As andlises descritivas dos casos notificados, confirmados e autdctones sugerem que as epidemias
de dengue ocorrem a cada trés anos em Porto Alegre, resultado em concordancia com o que ja havia sido
observado pelos servidores da rede publica de satde. Esta periodicidade também ja foi observada no Nepal'®.
Nao foram realizadas analises estatisticas para comprovagao da ciclicidade, uma vez que o ciclo observado foi
de trés anos e o periodo disponivel para estudo englobou apenas 13 anos, contemplando poucos eventos.

Os quatro anos epidémicos, 2013, 2016, 2019 e 2022, coincidiram com anos de alta incidéncia da
doenga no pais, porém diferiram um pouco em relagdo ao estado do Rio Grande do Sul, que apresentou
elevado nimero de casos também em 2020 e 2021''%. Ainda, a maior incidéncia ja registrada no Brasil
ocorreu em 2015, ano em que Porto Alegre apresentou poucos casos. A quantidade de casos registrada em
niveis federal e estadual pode ter relagdo com a incidéncia em nivel municipal, devido a introdugao de casos
importados e a proximidade geografica, por exemplo, porém néo ¢ suficiente para explicar o fendmeno
ciclico em Porto Alegre.

A analise descritiva mensal e quadrimestral dos indicadores meteorolégicos nao apontou padrées
que pudessem explicar a ciclicidade das epidemias no municipio. A auséncia de padrdes climaticos
diferenciados entre anos de baixa e alta incidéncia de dengue também foi observada em Tamil Nadu, estado
ao sul da India®.

A temperatura, variante climatica apontada como a mais influente para o desenvolvimento de Aedes
aegypti*, apresentou baixa variabilidade entre os anos analisados, com poucos episddios que desviaram
do comportamento esperado. Dentre estes episddios destaca-se o seu aumento em agosto de 2012, 2015
e 2017, porém o fendmeno nao ocorreu em ciclos de trés anos e provavelmente nio esta relacionado a
periodicidade da dengue.

A umidade e a pluviosidade, apesar de apresentarem maior variacao entre os anos e tendéncia mais
definida quando comparadas a temperatura, também nao exibiram padrodes de repeticdo em intervalos de
trés anos e, portanto, ndo sinalizaram indicativos de influéncia na ciclicidade das epidemias no municipio.
Estes resultados foram corroborados pelas analises de decomposicao dos indicadores climaticos, que
também néo exibiram caracteristicas ciclicas no eixo de tendéncia.

Para além da andlise de ciclicidade, foi possivel observar o comportamento quadrimestral dos fatores
climaticos e dos casos autdctones de dengue no municipio. O clima da cidade mostrou-se tipicamente
subtropical, com o primeiro quadrimestre mais quente, o segundo mais frio e umido e os meses de
setembro a dezembro com comportamento de transi¢ao entre inverno e verdo. Assim como descrito no
Plano Municipal de Contingéncia de Arboviroses®, a dengue apresentou caracteristica sazonal em Porto
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Alegre nos anos epidémicos, com aumento dos casos nos meses de verdo e queda a partir do segundo
quadrimestre, chegando a niveis proximos de zero nos ultimos quatro meses do ano.

Uma excegdo ao padrao sazonal dos casos de dengue foi a epidemia de 2019, que registrou apice de
casos no segundo quadrimestre. Analisando este ano, observa-se que, em relagdo aos demais, um pico de
umidade foi registrado no més de maio (Figura 2), o inicio do quadrimestre foi mais chuvoso (Figura 3) e
o inverno se iniciou com temperaturas um pouco mais altas do que o esperado (Figura 1), porém estudos
mais aprofundados precisam ser realizados para concluir se fatores climaticos podem ter sido responsaveis
por este comportamento diferenciado da dengue em 2019.

Apesar da interferéncia dos indicadores meteoroldgicos no ciclo de vida de Aedes aegypti®***>*,
este trabalho ndo identificou correlagdo pontual entre clima e incidéncia de dengue quadrimestral. Estudos
demonstraram a existéncia de influéncia entre estas varidveis com atrasos temporais. Na Argentina foi
observada relacao entre a temperatura registrada no outono com a ocorréncia de dengue no ano posterior*,
ao passo que no estado do Parana constatou-se existéncia de correlacao entre temperatura e pluviosidade
com a incidéncia de dengue com atraso de quatro e trés meses, respectivamente®.

As correlagdes com atrasos temporais encontradas neste trabalho, entretanto, pareceram ser
espurias, visto que se apresentaram muito proximas do intervalo de confianca amostral. A correlagio entre
umidade e incidéncia de dengue com atraso de dois quadrimestres, esteve mais distante do intervalo de
confianca e é possivel que ndo corresponda a um achado ao acaso. A ideia que representa, entretanto, é de
que a umidade de um certo momento esteve correlacionada com os casos de dengue de dois quadrimestres
anteriores, informagao que parece ser improvavel, dado o elemento retrospectivo. Contudo, vale ressaltar
que correlacao ndo implica em causalidade.

Vale destacar que as analises realizadas neste estudo, tanto descritivas quanto estatisticas, utilizaram
apenas dados da temperatura média mensal e quadrimestral, e ndo das temperaturas maximas e minimas
registradas nos respectivos periodos. Visto que os extremos de frio e calor podem interferir na dindmica
de vida do vetor?»*, trabalhos futuros podem ser elaborados para averiguar a correlagao destes indicadores
com a ciclicidade e a incidéncia de dengue em Porto Alegre.

Outro ponto a salientar ¢ o fato de que as analises de correlagao levaram em conta apenas dados
meteoroldgicos quadrimestrais, que englobam uma grande quantidade de eventos climaticos, em virtude
de os casos de dengue sé estarem disponiveis publicamente neste intervalo de tempo. Esta abundancia de
informagoes agrupada em um tnico dado pode ser a responsavel pela auséncia de correlagdo nitida entre
as variaveis examinadas, resultado que destoa de outras pesquisas, inclusive realizadas em Porto Alegre®.
Estudos futuros podem ser feitos com dados de dengue semanais ou mensais, disponiveis em bancos de
dados de acesso restrito, para averiguar se a auséncia de correlagdo se mantém. A plataforma publica Tabnet
ndo foi utilizada, visto que alguns dados divergiram dos presentes em boletins epidemioldgicos e no Painel
de Arboviroses® e havia caréncia de informagdes relativas a alguns anos, em especial 2022.

A despeito das analises centrais desta pesquisa, mostrou-se evidente o aumento dos casos
de dengue em 2022, ndo explicado pelos indicadores climaticos avaliados. Em 2013 e 2016, anos
epidémicos, a incidéncia de dengue registrada no municipio, entre 15 e 150 casos por 100 mil
habitantes, estava mais proxima da média argentina do que da brasileira®”. Em 2022, a capital gaticha
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registrou incidéncia aproximada de 261 casos confirmados por 100 mil habitantes, um salto em
direcao ao nivel nacional®. Porto Alegre parece estar em transi¢do epidemioldgica de uma cidade sem
transmissao sustentada para uma cidade com frequentes epidemias, observagao também apontada por
Guzzetta et al”.

E importante frisar que os ciclos com epidemias de dengue a cada trés anos foram constatados até
o momento e ndo se pode inferir que o padrdo continue o mesmo para os préoximos anos, em especial
devido ao significativo crescimento de casos em 2022, que pode resultar em altera¢des na dinamica da
arbovirose no municipio.

Ainda, em virtude de 2020 e 2021 terem sido transpassados por uma pandemia de COVID-19, é
possivel que a incidéncia de dengue nestes anos tenha sido maior do que a reportada, tanto a nivel local
como estadual e federal. A ciclicidade das arboviroses observada neste trabalho, por conseguinte, pode
ndo ter ocorrido de fato desde a emergéncia do SARS-CoV-2. Uma vez que as enfermidades possuem
sintomatologia semelhante?® e que o isolamento social ocorreu como forma de prevengdo e controle da
doenga emergente, é possivel que a dengue tenha sido subdiagnosticada e subnotificada em grandes
proporgdes durante o periodo em questao.

O monitoramento de Aedes aegypti ja esta bem estabelecido no municipio, através de vigilancia
vetorial por meio de armadilhas georreferenciadas (MosquiTRAP) e calculo periédico do indice de
infestacdo, além de vinculo entre Vigilancia Epidemioldgica e Labcen, para acompanhamento rapido
de casos positivos para dengue®. Agdes de controle, como aplicagdo de inseticida, também vém sendo
realizadas apos detecgdo de positividade viral em mosquitos fémea coletadas de armadilhas, a fim de evitar
a disseminacao do agente etioldgico. Entretanto, apesar do acompanhamento, o crescimento da arbovirose
na capital gaticha ¢ nitido e alarmante.

Visto que agdes individuais de manejo do ambiente domiciliar sdo importantes para o combate a
dengue, o poder publico precisa investir recursos em educag¢ao popular em satide para além de programas
como o Saude na Escola. O publico-alvo das a¢des educativas deve passar a ser a populacdo adulta, que
efetivamente é responsavel pelas condi¢oes do lar que habita. A conscientizagdo a nivel pessoal é mais um
passo rumo ao enfrentamento de problemas de satide publica.

A ciclicidade de epidemias de dengue observada nesta pesquisa se encaixa no contexto de 2010 a
2022 e ndo pode ser extrapolada aos anos que virdo. As agdes de controle e combate a dengue nao devem
ficar restritas a esta periodicidade e ha a possibilidade de que a dindmica da doenga se altere apds o recorde
de casos registrado no ultimo ano. Ainda, a pandemia por COVID-19 pode ter mascarado uma possivel
alteracao da ciclicidade das epidemias de dengue nos ultimos trés anos em Porto Alegre, representando
uma limitacao neste estudo.

Apesar da auséncia de correlacao entre clima, incidéncia e periodicidade de dengue constatada
neste trabalho, a associagdo entre as varidveis ndo pode ser descartada, dado as ressalvas mencionadas
ao longo do texto. Pesquisas futuras podem ser realizadas com dados mais detalhados, em uma menor
escala de tempo.
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Por fim, as agoes de educagdo em satde precisam ser intensificadas e, principalmente, alcangar
a populagdo adulta, através de capacitagdes publicas e ajuda da grande midia, por exemplo, para que a

prevencao da dengue receba a devida importéncia por parte da comunidade.
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To know the profile of food and enteral formulation handlers is important to promote more effective health education
actions for these individuals. This study aimed to develop instruments to evaluate the profile of food handlers in
households (PFH) and in food service establishments (PFSE), as well as the profile of handlers of enteral formulations
in households (PEFHH). A scoping review was carried out to identify questions about the profile of food and enteral
formulation handlers evaluated in studies in thein the main national and international databases. From 47 selected articles,
66 questions were identified. Of these, 17, 22, and 18 questions were established to assess the PFH, PFSE, and PEFHH,
respectively. The instrument questions were subdivided by subject into personal data, sociodemographic and professional
characteristics, and general information. Some questions differ between instruments due to segment specificities.
The proposed instruments are novel tools. Through a scoping review and expert consultations, a comprehensive set of
questions was identified and organized into instruments tailored to each specific segment. These tools will be valuable for
nutritionists, researchers, and other professionals involved in assessing and addressing the needs of food handlers.

Keywords. Food Handling, Enteral Nutrition, Food Services, Home Care.

Conbhecer o perfil do manipulador de alimentos e de formulagdes enterais é importante para promover a¢des de educagio
sanitaria mais efetiva para esses individuos. Este estudo teve como objetivo elaborar instrumentos para avaliagido do
perfil do manipulador de alimentos em domicilios (PFH), em servi¢o de alimentacido (PFSE) e de formulagdes enterais
em domicilios (PEFHH). Realizou-se uma revisdo de literatura do tipo Scoping review para identificar as questdes
sobre o perfil do manipulador de alimentos e de formula¢ées enterais avaliadas nos estudos nas principais bases de
dados nacionais e internacionais. A partir de 47 artigos selecionados, foram identificadas 66 questdes. Destas, foram
estabelecidas 17, 22 e 18 questdes para avaliar o PFH, PFSE e PEFHH, respectivamente. As questoes dos instrumentos
foram subdivididas por assunto nas seguintes categorias: dados pessoais; caracteristicas sociodemograficas e
profissionais; e informacdes gerais. Algumas questdes se diferenciam entre os instrumentos devido a particularidade de
cada segmento. Os instrumentos propostos sdo ferramentas inovadoras. Através de uma revisdo abrangente e consultas
com especialistas, um conjunto abrangente de perguntas foi identificado e organizado em instrumentos adaptados a
cada segmento especifico. Essas ferramentas serdo valiosas para nutricionistas, pesquisadores e outros profissionais
envolvidos na avalia¢io e atendimento das necessidades dos manipuladores de alimentos.

Palavras-chave. Manipula¢do de Alimentos, Nutri¢do Enteral, Servigos de Alimenta¢io, Assisténcia Domiciliar.
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A food handler is any person who manipulates food either in food services or at home. In food
services, these individuals are involved directly or indirectly in the processes of food preparation, packaging,
storage, transportation, distribution, and display or sale'. The handler of enteral formulations at home is
the individual responsible for preparing and/or packaging homemade, industrialized, or mixed enteral
formulations for patients on Home Enteral Nutrition (HEN)

These individuals play a key role in the care and safety of the handled food®, and enteral formulations®.
In addition, studies show that the food handler can directly interfere in food contamination both at home
and in food services when lacking hygiene care during preparation®”.

It is worth noting that the risk of food contamination at home is even higher because the handler
may not have enough knowledge about the hygienic-sanitary procedures that should be applied and/or
they could have the misperception that, at home, the risk of food contamination is lower. In the case of
HEN, the risk is also high because the enteral formulation handler is mainly a family member of the patient
and usually has no experience or guidance on the care required to handle this type of food*.

Some studies have shown that variables such as age, sex, education, professional training, experience,
and training courses or guidance in the field can also influence attitudes and practices in food handling®*.
Thus, knowing the profile of food and enteral formulation handlers is important to help develop more
effective actions that meet the reality and specificities of these individuals and, thus, contribute to their
qualification®"* 5.

The evaluation of the handler’s profile can be performed using standardized instruments that
measure and provide reliable data for future research. However, in the scientific literature, no standardized
instruments have been found to evaluate the characteristics of such individuals. Thus, this study aims to
develop instruments to assess the profile of food handlers in households (PFH), food handlers in food
service establishments (PFSE), and enteral formulation handlers in households (PEFHH).

We expect that these instruments will help nutritionists, researchers, and other professionals
to know the profile of food handlers, contributing to the decision-making regarding both routine
activities and the orientation and training of handlers taking into account the particularities of each
segment. Furthermore, we hope to encourage the development of more effective health education
actions that meet the reality and specificities of these individuals and contribute to future scientific
discussion, promoting the creation of new tools, policies, programs, and educational actions for
these segments.

This is a qualitative and quantitative methodological study'®", that resulted in the development of
three instruments: PFH, PFSE, and PEFHH.

The study is part of a broader project entitled “Identification of Control Points in the Handling
of Enteral Formulations and Proposal of Instruments for Assessment and Guidance of Good Practices in
Household” It followed all ethical aspects and was approved by the Research Ethics Committee, under
CAAE (Certificate of Presentation for Ethical Consideration) number 13012119.0.0000.0102.
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Bibliographic survey on the profile of handlers

A scoping review was conducted to identify the issues evaluated in studies on the profile of food
and enteral formulation handlers. The guiding question was initially defined based on the acronym PCC,
where P = population, C = concept, and C = context'®, namely, “What is the profile of the food and enteral
formulation handler?”

The inclusion criteria for the selection of articles were as follows: indexed articles from January 2014
to May 2021; published in English, Spanish, or Portuguese; descriptive-observational, cross-sectional, and
experimental studies, prospective or retrospective; articles with information on the profile of the food and
enteral formulation handler. The exclusion criteria for the selection of articles were: studies that did not
assess the profile of food handlers and enteral formulations; literature review studies, integrative reviews,
systematic reviews, or scoping reviews; studies in languages other than English, Spanish, and Portuguese.

The search for articles was carried out in May 2021 in the following national and international
databases: Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE), Scopus, Virtual Library
Health (BVS), CAPES Journal Portal, Science Direct, and Scientific Electronic Library Online (SciELO). For
the database search, the Health Sciences Descriptors (DeCS) and the articles’ free titles or keywords were
used, resulting in the following combination of keywords: “Profile” AND “Food handlers” AND “Home”
OR “Food service” OR “Enteral Nutrition” OR “Food hygiene” OR “Good Manipulation Practices”. For
reference management, the initial results were stored in Microsoft Office Excel® 2010 software (Microsoft
Corporation, Washington, USA) and the articles were independently screened by two reviewers. First, a
separate reading of the title, abstract, and full article was performed, and then the study eligibility was
checked. At each stage, the data found by the reviewers were compared and, when discordant, analyzed by a
third reviewer based on the inclusion and exclusion criteria.

The data from the articles were entered into an extraction sheet in Microsoft Office Excel® 2010
software (Microsoft Corporation, Washington, USA). Questions about personal data, professional
sociodemographic characteristics, and general information on each type of food handler were compiled
from the studies. The systematic process of including the studies followed the guidelines of the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)"®.

Instrument design

The questions and answer options for each instrument were defined based on meetings with three
experts in the field of collective food. Those that appeared more often in the articles were selected in this
step. Furthermore, other relevant questions to each segment (foodservices, households, and household
enteral nutrition) were added. The answer options for the questions were based on the articles and data
from the Brazilian Institute of Geography and Statistics?»*'. From this stage on, the questions and answer
options were rewritten and/or reorganized taking the opinion of the same experts into account.

A total of 209 articles were found in the databases. With the exclusion of duplicates and articles
that did not meet the inclusion criteria, a total of 47 articles remained. The workflow for this process is
presented in Figure, following the model proposed by the Joanna Briggs Institute for scoping reviews'".
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Figure. Flowchart of the study selection process

After data extraction, 66 questions regarding the profile of food and enteral formulation handlers
were identified. The questions and answer options that remained in each of the instruments, as well as
the categories they fall into, were defined based on the knowledge and experience of experts in the field of
collective food, considering particular characteristics and relevance for each segment. The participation of
experts contributed to more clear and cohesive instruments in relation to the population to be studied".

The instruments to evaluate the PFH, PFSE and PEFHH (Supplementary Material) had 17, 22, and
18 questions, respectively. The questions of the instruments presented open and closed response options and
were subdivided by theme into the following categories: personal data, sociodemographic characteristics,
professional characteristics, and general information.

The instruments presented similar questions, such as: name, phone number, and e-mail address
(personal data); gender, age, marital status, and education (sociodemographic characteristics); occupational
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status (professional characteristics); means of communication, interest in learning about food handling,
level of satisfaction in handling food and/or enteral formulations, and perception of risk of contracting
some gastrointestinal problem by consuming the food and/or enteral formulations they handled (general
information).

However, some questions differ due to the particularities of each segment (Table). In the
sociodemographic characteristics category, the distinctions were found in the question referring to income,
which in the PFSE instrument refers to the income from where the handler works. In the other instruments,
because the food and/or enteral formulation handler at home is usually not paid for the service, the same
question relates to the family’s monthly income instead. It is worth noting that the preparation of the enteral
formulations in the HEN can also be carried out by a hired professional or a paid family member. Therefore,
a question on whether or not the person is paid for the service was also included in the PEFHH instrument.

Table. Questions with differences among instruments for the assessment of the handler’s profile

Instruments
PFH PFSE PEFHH

Categories/Questions

Sociodemographic characteristics

Income X X X
Number of people living in the household and housing conditions X
Identification of the person responsible for preparing enteral formulations X

Professional characteristics

Handling operating time X X
Profession X X
Frequency of food and/or enteral formulation handling X X
How many people eat at home and which meals are prepared X

Name of food service; branch of activity; whether the handler is an

owner or employee; which activity(ies) is(are) performed in food

handling; how frequent is the work in the food service; work shift;

hours worked per day; time of experience in food service; health X
examinations undertaken by the company; training participation on

hygiene care in food handling (subject, certificate, and workload);

whether the training brought any habit changes

General information

Gastrointestinal problem after consumption of food or enteral

formulations at home X X
Type of enteral formulation handled at home X
Guidance on handling enteral formulations X

Subtitle: PFH - Instrument for assessing the profile of food handlers in households; PFSE - Instrument for assessing the profile of food
handlers in food service establishments; PEFHH - Instrument for assessing the profile of enteral formulations handlers at households
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Other distinct questions regarding the sociodemographic characteristics category were the
number of people living in the household, and housing conditions, which were only included in the PFH
instrument. These aspects were added because, in this case, the handler lives on site and prepares food for
all members of the house. Thus, understanding these particularities is important to evaluate their housing
conditions. In addition, it is also relevant to understand if the household has basic sanitation, minimum
conditions of hygiene and organization, and an appropriate place for handling and preparing food since the
absence of these elements interferes with its quality and safety. A study evaluated the housing conditions
of food handlers and identified that individuals using pit latrine toilets were 3 times more likely to be
contaminated with Salmonella, a notable bacterium when it comes to Foodborne Diseases*. Thus, the lack
of toilets and sewage systems, for example, can predispose food handlers to direct contact with pathogenic
microorganisms that might contaminate the food. Based on this, we included specific questions regarding
that matter in the PFH instrument.

Some specificities were found in the questions of the instruments regarding the professional characteristics
category (Table). The PFSE and PEFHH instruments presented a question about experience in food handling,
which is relevant since professionals who have worked for longer may practice more appropriate handling
procedures due to the continuous exposure and repetition of work-related exercises®. In the PFH instrument,
this question is not relevant since food preparation is an everyday activity for many families.

Another distinction found in this category was that only the PFH and PEFHH instruments presented
questions about the handler’s job and how often he/she handles the food and/or enteral formulations. The
occupation was included because the handler may have other tasks besides handling food and/or enteral
formulations. The question about the frequency that food and/or enteral formulations are handled was
added because this activity may not be daily, as required in food service.

Other specific questions for the PFSE instrument in the professional characteristics category were
about the name of the food service, line of business, role of the food handler in the food service, activities
performed in food handling, frequency in which he/she works in the food service, work shift, working
hours, working time in the food service, whether the company has given him/her a health examination,
participation in training on hygiene care in food handling, and presence of any habit change after the
training (Table).

Among the items aforementioned, we highlight the health examinations (periodic and before
admission) for food handlers in food services. The handler can be an asymptomatic carrier of pathogenic
microorganisms and act as a contamination source for the preparations if proper hygiene procedures during
manipulation are not followed*. It is also noteworthy that handlers who undergo health examinations
by the company are more likely to follow proper hygiene practices than those who are not examined, as
they usually receive recommendations during the examination and understand more clearly the hygiene
procedures that must be applied>.

Also in the professional characteristics category, the questions about how many people eat at home
and which meals are prepared were included in the PFH instrument to know the relationship between the
amount of food prepared and the number of people who consume it.

In the general information category, only the PFH and PEFHH instruments presented a question about
gastrointestinal problems after consuming food or enteral formulations at home since many home handlers
believe that performing this task does not present a risk of Foodborne Diseases. Other distinctions in this category
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were observed in the PEFHH instrument, which includes a question about the type of the enteral formulation
handled which is relevant to know whether the preparation is industrialized, homemade, or mixed due to the
risks during handling and a question about guidance in handling enteral formulations. The last question was
included because many HEN handlers lack knowledge about procedures that should be applied during the
manipulation of food and/or enteral formulations and are also unaware of their role in ensuring food safety**.
On the other hand, institutions and/or healthcare professionals can guide and inform patients and families about
the proper handling of enteral formulations in the home environment (Table).

It is important to note that, in food services or at home, qualification in food and enteral formulation
handling promotes changes in habits and practices on the part of the handler. Many studies have addressed
the topic, demonstrating that food safety orientation and qualification tend to change the attitudes, beliefs, and
behaviors adopted by the handler, resulting in improved knowledge and hygiene in food handling practices® .

Finally, the general information category considers that satisfaction at work or with the task being
performed is also an important factor for productivity. Therefore, it appears on all three instruments. A
study found that individuals satisfied with their role/job are more productive®. In addition, handlers who
are satisfied with their work tend to create a safer environment regarding food handling®>.

The knowledge about the perception of the risk of developing some gastrointestinal problem
after consuming food or enteral formulation is also important, as studies have shown that the greater the
understanding that handling can compromise food safety, the greater the care taken in the process and,
consequently, the lower the risk of contamination®*.

Lastly, it is evident that, although the profile of food and enteral formulation handlers has already
been evaluated in some studies**!*??, and most of the characteristics regarding the profile of these
individuals are similar, the evaluations were performed using questions that were often different among
studies. This shows the absence of standardized instruments that evaluate the profile of food and enteral
formulation handlers. Therefore, the PFH, PFSE, and PEFHH instruments are original and proved to
be relevant in proposing a compilation of questions that allows us to know the sociodemographic and
professional characteristics, as well as general information about the profile of handlers.

While the findings of this research are pertinent, the developed instruments lack validation,
potentially limiting their effectiveness. Moreover, there is a concern that these instruments may not
adequately capture the diverse and intricate contexts within which food handlers and handlers of enteral
formulations operate. Nevertheless, this study contributes valuable insights to the literature by recognizing
the significance of understanding the profiles of these individuals, thereby facilitating more targeted
and effective health interventions. Furthermore, the integration of a literature review (Scoping review)
with expert consultations underscores a growing inclination toward employing multidisciplinary and
collaborative methodologies in crafting assessment tools.

The knowledge about the profile of food and enteral formulation handlers is relevant for obtaining
a more accurate diagnosis of who handles food in both food services and homes. Once these characteristics
are outlined, we can plan more specific health education strategies and actions for this public***. In food
services, this information can also help in the development of intervention proposals and actions related
to food safety and in the planning of training programs considering the reality and specificities of these
individuals. They may also assist researchers in developing protocols and guidelines that can consistently
provide evidence-based guidance to food handlers.
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The development of instruments to evaluate the PFH, PFSE, and PEFHH is a significant step toward
promoting more effective health education actions for these individuals. Through a scoping review and
expert consultations, a comprehensive set of questions was identified and organized into instruments
tailored to each specific segment.

These instruments cover personal data, sociodemographic and professional characteristics, and
general information, providing a holistic view of food and enteral formulation handlers. These tools will
be valuable for nutritionists, researchers, and other professionals involved in assessing and addressing the
needs of food handlers, ultimately contributing to improved food safety and public health outcomes.
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Endotoxin contamination is a threat to the safety of pharmaceutical products, especially parenteral drugs. Any sterile
and/or pyrogen-free pharmaceutical product requires regulatory specifications to ensure safe patient use. This study
covers the performance evaluation study of an endotoxin quantitation commercial kit by recombinant Factor C (rFC),
Endozyme II1® Go, for 0.9% sodium chloride injection. The samples were spiked with endotoxin solutions between
0.0005 and 10 EU/mL and tested by the rFC kit to evaluate precision, accuracy, detection and quantification limits,
linearity, and robustness. Each of the six points was assayed at least five times. The relative standard deviation for
precision testing ranged from 1.9 to 8.3%. The recovery accuracy values of endotoxin were between 61% and 125% for
the range from 0.005 to 10 EU/mL. The results demonstrated that the rFC method allows endotoxin quantification with
accuracy, precision, specificity, and linearity for the range of 0.005 and 10 EU/mL for 0.9% sodium chloride injection.

Keywords. Recombinant Factor C, Endotoxins, In Vitro Test, Saline Solution.

\

A contamina¢do por endotoxinas é uma ameaca a seguranca dos produtos farmacéuticos, especialmente dos
medicamentos parenterais. Qualquer produto farmacéutico estéril e/ou livre de pirogénios requer especificagdes
regulatorias para garantir a seguranca de uso para o paciente. Este estudo abrange o estudo de avaliagdo de desempenho
empregando o kit comercial Endozyme I1® Go para quantificagio de endotoxina, por Fator C recombinante (FCr),
em amostras de cloreto de s6dio 0,9% para uso parenteral. As amostras foram fortificadas com cinco concentragdes
distintas de solu¢des de endotoxina na faixa entre 0,0005 e 10 UE/mL. Cada um dos cinco niveis foi testado pelo menos
cinco vezes para avaliacdo dos critérios de precisio, exatiddo, limites de detec¢do e quantificacdo, linearidade e robustez.
O desvio padrao relativo para os testes de precisao variou de 1,9 a 8,3%. Os valores de recuperagdo de endotoxina para
o parametro exatiddo estiveram compreendidos entre 61% e 125%. Os resultados demonstraram que o método por FCr
permite a quantificacido de endotoxinas com exatidao, precisdo, especificidade e linearidade para a faixa de 0,005 e 10
UE/mL em amostras de cloreto de s6dio 0,9% para uso parenteral.

Palavras-chave. Fator C Recombinante, Endotoxinas, Técnicas In Vitro, Solugdo Salina.
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Endotoxin contamination is a threat to the safety of pharmaceutical products, especially parenteral
drugs. To ensure the safety of patients, any sterile and/or pyrogen-free pharmaceutical product should
be evaluated to verify compliance with regulatory specifications'. The presence of substantial amounts of
endotoxin in the bloodstream can cause fever, chills, hypotension, breathing difficulties in adults, diffuse
intravascular coagulation, and multiple organ failure?. In the human bloodstream, the presence of low
endotoxin levels, between 0.4 and 0.8 ng/kg, may cause slight depression in the immune system and a mild
increase in tumor necrosis factor (TNF) and interleukins (IL-6) levels in the blood. In contrast, a dose
range of 2 to 4 ng/kg body weight can cause flu-like symptoms (fever, myalgia, headaches, nausea) and an
increase of TNF and IL-6 in the blood, in a similar mechanism observed in sepsis frames>.

Microorganisms related to water treatment systems are generally Gram-negative bacteria, such as
Pseudomonas spp, and can grow in nutrient-poor environments, such as water or saline solutions. In these
environments, endotoxins can be found at elevated levels, except in highly purified water forms, as the
water for injection*.

Therefore, to ensure that all parenteral products for human use are endotoxin-free, quality control
testing is mandatory®. The pyrogen test in rabbits (Rabbit Pyrogen Test - RPT), developed at the beginning
of the 20th century, has proven its utility in establishing drug safety for many years®.

However, this in vivo test is expensive, ethically questionable, and not suitable for some
pharmaceutical products’. An alternative test, based on the observation that horseshoe crab hemolymph
(Limulus polyphemus) clots in the presence of endotoxins, was later developed. The called Limulus
amebocyte lysate test (LAL) replaced RPT when the potential contaminants are endotoxins. The transition
to using the LAL test instead of rabbits represented an incremental step away from laboratory animal-
based assays to endotoxin quantification in pharmaceutical products. However, some biologicals, such as
plasma fractions or plasma-derived medicinal products, may contain components that interfere with the
detection of endotoxins in different LAL testing methods®°. Besides, the LAL test depends on an animal
population and can contribute as a significant source of injury and potential mortality for the horseshoe
crab population'', making it difficult to comply with the commitment to replace and reduce animal use
when possible'.

There are alternatives to RPT and LAL tests, considering the importance of reducing animal
testing for pharmaceutical products’ quality control. A kit for pyrogen testing based on the Monocyte
activation test (MAT), which detects IL-6 induced in human blood monocytes stimulated in vitro by
pyrogens, was developed'*', validated in an international collaborative study’®, and evaluated for the
quality control routine of biological products. However, its drawbacks did not make it the ultimate
alternative test for pyrogens'®. Another alternative is the use of the recombinant factor C (rFC). Factor C
is a zymogen, part of the horseshoe crab clotting cascade cloned and expressed in cell cultures first in
1997". In the traditional LAL test, the endotoxin is detected by a visible gel clot formation as a result of
a cascade of serine protease reactions started by Factor C activation'®. Some limitations of this method
include false-positive results obtained by cross-reaction of LAL with B-glucans interference. In fact, in
the presence of endotoxin, the enzyme is activated, and the active enzyme cleaves a synthetic substrate,
resulting in a fluorogenic compound.
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Although the reagent (rFC) has been commercialized for almost 15 years, its wide use in the
pharmaceutical industry is lagging, most likely due to historical concerns related to the few suppliers and
the lack of inclusion in most of the global pharmacopeias®.

According to the results obtained by an industry consortium of biopharmaceutical manufacturers,
the ability to rFC detect naturally occurring endotoxins in the presence of the test inhibitors, such as sodium
citrate buffers, with a high limit of detection is one of the advantages of using this alternative method?.
However, limitations to test samples containing proteases that can release fluorophore in the absence of
endotoxin were identified by Marius and colleagues®.

Two suppliers for detection systems based on rFC are available in most global markets, and both
reagents rely on the binding of the endotoxins to the rFC and a fluorescent substrate. Pyrogene™ (from
Lonza) and Endonext platform (from bioMérieux) detect the endotoxin in the liquid phase by its binding
to a fluorescent substrate. For samples with simple matrices, such as WFI or parenteral saline solution,
Pyrogene™ or Endozyme II Go® (from the Endonext platform) are the recommended choices.

To evaluate whether the commercial kit Endozyme II Go® can be an option for endotoxin
quantitation in 0.9% sodium chloride injection, the study considered all the parameters described by The
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH)** and by the United States Pharmacopeia’® for quantitative method validation.

Kits, reagents, and samples

The 0.9% sodium chloride injection manufactured by Braun (Rio de Janeiro, Brazil — 0.9% Normal
saline Ecoflac Plus 1000 mL) was used as a sample to be tested by Endozyme II® Go kit (bioMérieux,
Germany). The kit consists of rFC, fluorometric substrate, nonpyrogenic water, substrate buffer, and a pre-
coated plate with a standard LPS curve from 0.005 to 50 EU/mL. All the experiments were performed
with the same batches of samples and kits. Endotoxin standard 500 EU/mL (bioMérieux, Germany), from
E. coli O55:B5, was used for spiking the samples. Solutions were prepared in endotoxin-free borosilicate
glass tubes (bioMérieux, Germany) with nonpyrogenic water followed by vigorous mixing for at least 3
minutes between each dilution.

Equipments
The equipment Synergy™ HTX Multi-Mode microplate reader for fluorescence (Biotek, United
States of America) and MS2 Minishaker 2500 rpm (IKA, Germany) were used.

Study design

This study was performed according to ICH Guidelines for Validation of Analytical Procedures
(Q2(R1))** and the United States Pharmacopeia®. Precision, Accuracy, Detection and Quantification
Limits, Linearity, Specificity, and Robustness were evaluated considering the acceptance criteria established
in the guidelines>*. For precision and accuracy, the samples were spiked with endotoxin (E. coli O55:B5)
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solutions at 0.0005 EU/mL, 0.005 EU/mL, 0.05 EU/mL, 0.5 EU/mL, 5 EU/mL and 10 EU/mL. Each point
was repeated at least five times, except for 0.005 EU/mL and 0.5 EU/mL points, performed at least ten
times by two different analysts on two separate days. For robustness, small changes in the time of enzyme-
substrate dispensing were made to check the effect of this change on the results. Each condition (time
zero and five minutes) was repeated ten times using the 0.5 EU/mL spiked sample. The test is software
auto-validated, i.e., for each dilution, there must be a spiked duplicate with endotoxin at 0.5 EU/mL. The
software validates the results according to this spike.

Endotoxin determination

Endotoxin quantification was carried out with the Endozyme II® Go kit according to the
supplier’s instructions in a BioTek Synergy™ HTX fluorescence microplate reader (380 nm excitation
and 445 nm emission). Briefly, samples (spiked or not) were placed on the plate in four replicates.
After incubation (5 minutes, 37 °C), the solution containing the rFC and the fluorogenic substrate
was added, and the fluorescence was recorded every 5 minutes until 60 minutes of incubation
(37 °C). The software (Gen5™ v. 3.05 software for MS Windows™) calculated the curves and estimated
the endotoxin concentration based on the standard curve in each pre-filled microplate. The test is
valid if the recovery of endotoxin in the positive product control in each test is between 50-200% of
the nominal value and if the coefficient of variation between the sample and positive product control
replicates is less than 25%>*.

Statistical analysis

The statistical analyses were conducted using the Minitab® v.18 software (Minitab Inc., USA) to
calculate the RSD for precision and robustness, and the percentage of control endotoxin recovery for
accuracy. Whenever needed, the comparisons were made by non-parametric ANOVA considering p < 0.05.
The linear regression analysis was performed to assess linearity.

With increasingly strict specification limits for bacterial endotoxins in parenteral products,
developing and implementing alternative analytical methods that allow the release of reliable results can be
a challenge, as before any routine use, whether in quality control or the development of medicines, every
assay should be validated. Recombinant Factor C assay is an alternative to BET (Bacterial endotoxin test)
enlightened by the 3R’s concept'. The test requires validation before considering its use for quality control
of parenteral products.

As a pioneering approach, in 2021, the European Pharmacopoeia published a specific chapter
referring to the endotoxin assay using rFC*, which guided the inclusion of this methodology as one of
the compendial methods listed in the chapter on bacterial endotoxins®*. With the introduction of this new
chapter, the bacterial endotoxin test using rFC can be extended after demonstrating suitability for the
intended use, eliminating the need for a full performance assessment. It should be noted, however, that
despite the publication of this new chapter, the replacement of an LAL-based method prescribed in the
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European monograph with an rFC-based method is considered to be the use of an alternative method.
Therefore, until now, only two monographs have been revised and updated to include the rFC-based
method as a compendial: water for injections* and purified water monographs®.

Based on this regulatory scenario, the commercial kit Endozyme II® Go was evaluated considering
the parameters precision, accuracy, linearity, specificity, and robustness.

The RSD from precision results between 0.0005 and 10 EU/mL were lower than 30%, in compliance
with the guidelines®** (Table 1). As expected, the highest value of RSD was obtained for the lowest level of
the endotoxin sample.

Table 1. Precision and intermediate precision results

Replicate Spiked sample Positive Product Control (0.5 EU/mL)

Spike number Calculated Standard Calculated Standard

(EU/mL) (n) mean deviation  RSD (%) mean Deviation  RSD (%)
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)

0.0005 5 0.009 0.002 18.6 0.406 0.086 21.2
0.005 10 0.006 0.001 8.3 0.363 0.023 6.3
0.05 5 0.042 0.001 3.3 0.424 0.027 6.3

0.5 10 0.381 0.007 1.9 0.739 0.024 3.2
5 5 3.505 0.226 6.4 3.940 0.189 4.8
10 5 6.146 0.242 3.9 6.611 0.382 5.8
Replicate Spiked sample Positive Product Control (0.5 EU/mL)
Spike number Calculated Standard Calculated Standard
(EU/mL) (n) mean deviation  RSD (%) mean Deviation  RSD (%)
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
0.005 20 0.006 0.001 13.3 0.517 0.214 21.3
0.5 20 0.388 0.018 4.7 0.7251 0.038 5.3

As the analyst differences may explain the variability of measurements, the repeatability and
reproducibility (R&R) study was carried out. The detected fluorescence values obtained by analysts A and
B for samples spiked with 0.005 EU/mL and 0.5 EU/mL were used for conducting the statistical analysis
(Table 1). The ANOVA test results were more significant than 0.05 for the p-values related to each endotoxin
concentration evaluated (P, s cuim = 0-755 Py s pujm. = 0-07), indicating that the interaction between day and
analyst was not significant at the level of significance of 5%. The RSD from intermediate precision results
were 13.3% (n = 20) and 4.7% (n = 20) for 0.005 EU/mL and 0.5 EU/mL, respectively, in compliance with
the acceptance criteria®*.

Considering the lowest endotoxin concentration evaluated (0.0005 EU/mL), the average recovery
value for accuracy was higher than the established acceptance criteria®**, namely between 50 and 200%
(Figure 1). This endotoxin concentration is one order of magnitude (1/10) lower than the detection limit

test reported by the kit manufacturer. Therefore, the results obtained were above the detection limit.
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Figure 1. Average endotoxin recovery from spiked samples. Numbers on the column indicate the recovery for each endotoxin
spike. The dotted line at 83% represents the overall average for endotoxin recovery (disregarding 0.0005 EU/mL). Limits between
50% and 200% are considered valid

For the concentration levels between 0.005 and 10 EU/mL, the recovery values of endotoxin were
greater than 61% and lower than 125% (Figure 1). The average was 83% of endotoxin recovery (0.0005 EU/mL
was not considered).

The concentration of 0.0005 EU/mL was used to show that concentrations below the minimum of
the standard curve tend to give incorrect results, as demonstrated by the high recovery value obtained
(Figure 1), i.e. below 0.0005 EU/mL the response is not linear, and the results may not be considered. The
assay includes quadruplicate negative controls and calculations are only performed if the controls fluoresce
below the most dilute point on the standard curve, as per the manufacturer’s recommendations.

Based on the standard deviation of the blank, the detection and quantification limits of the method
were calculated (Table 2). Although the concentration level of 0.0005 EU/mL presented positive detection in all
replicates, the lowest endotoxin concentration assessed that met the precision, accuracy, and linearity criteria was
0.005 EU/mL. For all these reasons, the detection and quantification limits were established at 0.005 EU/mL.

Table 2. Detection and quantification limit results

Replicate number (n) dRFU Mean SD

Blank 4 2.2 5.3
0.0005 EU/mL 5 5.9 1.7
0.005 EU/mL 10 23.1 4.4

Notes: dRFU = relative fluorescence unit (RFU) difference between first and last assay read. SD = standard deviation. Limit of detection =
dRFU Mean(0.005 EU/mL) - dRFU Mean(Blank) > 3.3 x SD (Blank). Limit of quantification = dRFU Mean(0.005 EU/mL) -
dRFU Mean(Blank) > 1.6 x (SD(Blank) + SD(0.005 EU/mL))
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The regression analysis has shown a linear correlation (R* = 1.00) between the detected fluorescence
values and the endotoxin concentration for the range from 0.005 to 10 EU/mL, as shown in Figure 2.

Calculated Endotoxin (EU/mL) - log

‘3"""'I""I""I""I""
-3 -2 -1 0 1 2

Theoretical Endotoxin (EU/mL) - log

Figure 2. Linear regression analysis from 0.005 to 10 EU/mL: measured vs. nominal endotoxin concentration. Y = 0.9316x -
0.1134. Where Y = Calculated Endotoxin (EU/mL) log and x = Theoretical Endotoxin (EU/mL) log. R* = 0.9991

To understand the limits of the operating parameters of the method, the time for the addition of the
enzyme-substrate was chosen to be evaluated as a robustness parameter because it is a critical point mentioned
in the Endozyme II® Go manufacturer’s instructions for use. The ANOVA test, used to assess the statistical
differences (p-value > 0.05) between the results obtained in two different conditions on enzymatic reagent
dispensing (Table 3), showed that the differences observed between conditions were not significant (p = 0.61).

Table 3. Robustness results: changes in time of enzyme-substrate dispensing

0.5 EU/mL Spiked sample Positive Product Control (0.5 EU/mL)
e . Standard . Standard
Lo Ii;(:;/izil)n deviation RSD (%) E(r;:cll;)/tn(f:)n deviation RSD (%)
(EU/mL) (EU/mL)
Time zero 0.377 0.037 9.7 0.744 0.070 9.4
After five minutes 0.385 0.023 6.1 0.750 0.036 4.9
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According to the kit’s validity criteria, a critical issue considering endotoxin assays is the rate of
invalid results. Results were considered invalid when Positive Product Control (PPC) recoveries were less
than 50% or more than 200%, or if the RSD for sample/PPC replicates were more than 25%%. There was
8.0% (n = 7) of invalid data in this validation study: 4.6% (n = 4) related to sample/PPC recovery and 3.4%
(n = 3) related to sample/PPC RSD, a higher value than that observed by Marius et al*.

Large-volume parenteral solutions do not have a specific dosage, as they are diluents or irrigation
solutions. The administration of large volumes of this category of products combined with the levels of endotoxins
in medications administered together can expose patients to a high risk of poisoning. Therefore, implementing
alternative methods that allow low-level quantification of bacterial endotoxins, such as rFC methods, has great
relevance in ensuring the safety and quality of large-volume parenteral pharmaceutical products.

According to recent European Pharmacopoeia publications*?¢ establishing endotoxin testing
employing rFC as a compendial method and including this methodology in updated monographs, along
with moves by the American Pharmacopoeia® in the same direction, the use of recombinant reagents
for endotoxin detection offers an opportunity to the pharmaceutical area to modernize procedures and
significantly contribute to the conservation of horseshoe crabs and reducing the use of rabbits in testing.

The commercial rFC alternative method, Endozyme II® Go, met the accuracy, precision, and
linearity criteria from 0.005 to 10 EU/mL for 0.9% sodium chloride injection samples. Limits of detection
and quantification were set at the lowest concentration (0.005 EU/mL). Robustness tests showed that
deviations in enzyme-substrate addition times and the binding times did not affect the results.

Despite its advantages, such as improved sensitivity, reduced occurrence of false-positive results for
glucans, the benefits linked to the conservation of horseshoe crabs, and adherence to the 3Rs, additional studies
need to be developed to assist the sector in the face of reliability and risk assessment, to ensure patient safety.
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O presente estudo teve como objetivo empregar farinhas de coprodutos de frutas em bolos sem gluten e analisar a
qualidade sensorial e tecnoldgica das receitas. Foi desenvolvido um bolo padrio e seis com adi¢dao de 14% de cada
farinha de coproduto. Foi realizada avaliagdo de volume, dureza instrumental e analise sensorial de aceita¢do. O bolo
com farinha da casca de banana apresentou os melhores resultados de volume e dureza, enquanto o bolo com farinha
da casca de abacaxi os piores resultados, menor volume e maior dureza. As diferengas de cor dos bolos foram refletidas
pela caracteristica de cada farinha adicionada. Todos os bolos atingiram mais de 70% de aceitabilidade sensorial,
demonstrando a viabilidade das aplica¢oes. Conclui-se que a utilizacdo de farinhas produzidas com coprodutos de
frutas em bolos é uma op¢do para uma alimentacao saudavel e sustentavel, em especial, para individuos celiacos.

Palavras-chave. Farinha de Fruta, Nutri¢do, Panifica¢do, Sustentabilidade.

The present study aimed to use fruit co-product flours in gluten-free cakes and analyze the sensorial and technological
quality of the recipes. One standard and six cakes were developed by the addition of 14% of each co-product flour.
Volume, instrumental hardness and sensory acceptance analysis were performed. The cake with banana peel flour
showed the best results for volume and hardness, while the cake with pineapple peel flour had the worst results, lower
volume and higher hardness. The differences in cake colors were reflected by the characteristics of each flour added.
All cakes reached more than 70% of sensorial acceptability, demonstrating the viability of the applications. The use of
flours produced with fruit co-products in cakes is therefore an option for a healthy and sustainable diet, especially for
individuals with celiac disease.

Keywords. Baking, Fruit Flour, Nutrition, Sustainability.
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Pesquisas realizadas pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) apontam que
aproximadamente 17% dos alimentos destinados ao consumo humano sio desperdigados. Em
contrapartida, em varios locais do mundo, incluindo o Brasil, a falta de acesso aos alimentos
saudaveis é um problema real enfrentado. Portanto, os incentivos para a alimentagdo adequada em
conjunto com o aproveitamento integral dos alimentos sao iniciativas vidveis para a melhoria da
qualidade nutricional e redugao do desperdicio'”.

A produgdo de farinhas com partes usualmente nao consumidas dos alimentos pode
contribuir com a redu¢do da geracdo de residuos agroindustriais* e aportar componentes nutricionais
as preparacoes alimenticias’?. Estudos realizados com coprodutos de frutas mostram que estes
possuem alto teor de fibras, carboidratos, minerais e presenga de compostos bioativos, tornando-os
benéficos a saude’ .

A aplicagdo de coprodutos de frutas e hortalicas como cascas, sementes, améndoas e talos em
preparacgdes, em especial, de panificacao, como bolos e biscoitos, tem sido estudado por pesquisadores
como Panwar et al'' e Santos et al®. Esta utilizacdo se torna importante por contribuir para a
sustentabilidade global viabilizando a redu¢ao do desperdicio de alimentos, além dos impactos causados
ao meio ambiente>'>".

Os coprodutos provenientes das frutas se destacam pelas altas concentragdes de fibras®'’. Estudos
comprovam que as fibras tém sido utilizadas para fornecer propriedades aos alimentos, agregando
valor nutricional e por sua ampla possibilidade de utilizagdo tecnoldgica nas industrias, em especial na
panificacao®*'*17,

Bolos sdo populares na alimentacdo nacional, sendo matrizes alimentares importantes para a
difusdo do enriquecimento nutricional dos alimentos. Estudos demonstram que, além do exposto, os bolos
apresentam estruturas que se comportam bem tecnologicamente com a inclusdo de farinhas de cascas
e sementes'®?’. Em contrapartida, os bolos, geralmente, sdo produzidos com farinha de trigo, onde esta
presente o gliten que deve ser evitado por pessoas com doenga celiaca ou outros disturbios relacionados a
essa proteina de origem vegetal®?.

A doenga celiaca é um problema de saude publica devido a alta prevaléncia e, atualmente,
observa-se o aumento de sua incidéncia, sendo diagnosticada em 1% da populagdo mundial®**. A
patologia é um problema autoimune e ocorre devido a ingestao de gliuten, uma proteina presente
no trigo, cevada e centeio. Portanto, a melhor alternativa e conduta terapéutica é uma dieta sem
gluten ao longo da vida®. Atualmente, o acesso a produtos isentos em gluten é mais facil, no
entanto, geralmente esses produtos apresentam baixo teor de compostos benéficos a saude, como
tibras alimentares*”*. Desta forma, o desenvolvimento de preparagdes sem gluten, mas com valor
nutricional agregado, se faz necessario.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo empregar farinhas elaboradas com
coprodutos de frutas em bolos sem gluten e analisar a qualidade sensorial e tecnoldgica das receitas, além
de agregar valor nutricional as preparagdes e contribuir com a redu¢éo do desperdicio.

2/17 Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-17,e39379


https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.39379
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Ramos SA, Moura DG, Queiroz BEL, Pereira RD, Capobiango M, Schmiele M et al. Aplicagao de farinhas de coprodutos de frutas em bolos sem
glaten. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo. 2024;83:1-17,e39379. https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.39379

As frutas e ingredientes foram adquiridos em um mercado local de Belo Horizonte (MG). As
amostras das farinhas de coprodutos de frutas e dos bolos foram desenvolvidas e analisadas sensorialmente
no laboratdrio de Técnica Dietética da Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais (PUC Minas). As
analises fisico-quimicas das amostras foram realizadas no Laboratério de Macroscopia da PUC Minas e
no Laboratério de Matérias-primas Alimentares do curso de Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

Elaboracgao das farinhas de coprodutos de frutas

O desenvolvimento das farinhas de coprodutos de frutas foi realizado conforme procedimento
descrito por Ramos et al*’. Foram elaboradas seis farinhas, sendo: farinha da casca de abacaxi Pérola
(Ananas comosus L.) - FCA; farinha da casca de manga Palmer (Mangifera indica L.) - FCM; farinha da
casca de banana Prata (Musa ssp.) - FCB; farinha da casca de laranja Péra Rio (Citrus sinensis L.) - FCL;
farinha da améndoa de manga Palmer (Mangifera indica L.) - FAM e farinha da entrecasca de melancia
(Citrullus lanatus) — FEM.

As frutas utilizadas para obtengdo das farinhas foram lavadas, sanitizadas e descascadas
manualmente. Para as cascas, entrecascas e améndoas, o processo de desidratagao foi realizado em estufa
com circulagdo de ar for¢ado e temperatura de 65 + 1 °C por 12 horas, ja a entrecasca de melancia e a
casca do abacaxi passaram pelo processo de secagem por 26 horas. Posteriormente, os coprodutos foram
triturados em liquidificador, peneirados, armazenados em potes de polietileno com tampa e mantidos a
temperatura de 25 + 2 °C em local seco até a realizacdo dos experimentos.

Preparacao dos bolos

Foram realizados pré-testes para definir o percentual de adigdo das farinhas. Em seguida foram
estabelecidas as formulagdes dos bolos, sendo um padrio e seis com adi¢do de 14% de cada farinha de
coprodutos de fruta produzida (Tabela 1). Cada batelada de bolo padrao foi produzida com 535,6 g de
massa e os demais bolos com 562,6 g.

Tabela 1. Formulagbes das amostras de bolos

Bolo com as farinhas de

Ingredientes Bolo Padrao (%) s e s (6]
Farinha de aveia 33,6 32,0
Farinha de coproduto de fruta - 4,8
Ovos 42,0 40,0
Actcar mascavo 20,4 19,6
Oleo de soja 3,0 2,8
Fermento em po 1,0 0,8
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Os bolos foram preparados pela mistura dos ingredientes, com exce¢ao do fermento e claras. Apos
a homogeneizagao, as claras em neve foram incorporadas e, por fim, o fermento. A massa foi disposta
em forma untada e assada em forno a 180 °C. Os bolos padrio e com o acréscimo de FAM e FEM foram
assados por 20 minutos, os bolos com FCB e FCM por 25 minutos e aqueles que utilizaram FCA e FCL
por 30 minutos.

Analises fisico-quimicas

Os bolos foram caracterizados pela determinacao da cor (espectrofotometro Konica Minolta CM-
5) explorando os pardmetros luminosidade (L*), a* (atributo de cor vermelho (+) / verde (-)), b* (atributo
de cor amarelo (+) / azul (-)) e Delta E (Equagao 1) segundo Pathare et al*’. O volume especifico das
amostras foi determinado através do deslocamento de paingo conforme o método n° 10-05.01 da American
Association of Cereal Chemists (AACC)* e os resultados expressos em g mL™.

AE = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? 1)

Onde: AE = magnitude da diferenca total da cor; AL* = diferenga entre mais claro e mais escuro; Aa*
= diferenca entre vermelho e verde; e Ab* = diferenga entre amarelo e azul.

A textura instrumental dos bolos, avaliando-se a dureza, foi realizada em texturémetro TA.XT Plus
(Stable Micro Systems, Haslemere, Inglaterra), utilizando probe P/36 e plataforma HDP/90, conforme
método n°® 74-09.01 da AACC?*2. Os pardmetros utilizados foram: velocidade de pré-teste, teste e pos-teste
de 1,00, 1,00 e 10,0 mm/s, limiar de detec¢ao de 0,049 N, no modo for¢a de compressao, comprimindo
40% da parte central de uma amostra composta por 2 fatias de 12 mm de espessura cada, e os resultados
expressos em N.

As determinagdes de umidade, lipidios e fibras da farinha de abacaxi foram realizadas segundo
metodologias propostas pela Association of Official Analytical Chemistry (AOAC)*, em triplicatas.
A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105 °C até peso constante. Os lipidios
foram determinados por extragdo a quente com solvente utilizando aparelho tipo Soxhlet. A fibra alimentar
soluvel e insoluvel pelo método enzimatico-gravimétrico (991.43) e a fibra alimentar total pelo somatdrio
de suas fragdes. Os resultados da composicdo centesimal das demais farinhas foram apresentados em
estudos anteriores®’.

Analise sensorial

Analise sensorial de aceitagdo dos atributos aparéncia e sabor foi realizada pelo uso de escala
hedonica estruturada de nove pontos, entre 9 (gostei extremamente) e 1 (desgostei extremamente). O
teste foi realizado com 100 provadores nio treinados, com idades entre 18 e 60 anos, de ambos os sexos
e consumidores de bolos*. As amostras foram avaliadas em cabines individuais, em pratos brancos
descartaveis codificados, contendo 25 gramas de cada amostra apresentada, em temperatura ambiente e em
ordem aleatdria e balanceada. O Indice de Aceitabilidade (IA) dos produtos para cada atributo foi calculado
considerando a Equa¢ao 2.
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IA (%) = Ax100/B (2)

Onde: A = nota média obtida para o produto, e B = nota maxima dada ao produto.

Notas iguais ou superiores a 70% para o IA foram consideradas como preparagdes bem aceitas pelos
julgadores®. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC Minas sob o parecer de
numero 36556214.4.0000.5137.

Analises estatisticas

Os resultados das analises fisico-quimicas e dos testes sensoriais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) (p < 0,05) com teste de média Scott-Knott (p < 0,05) quando pertinente.

Caracteristicas fisico-quimicas dos bolos

Os resultados de umidade, lipidios e teor de fibras alimentares das farinhas, volume e dureza dos
bolos estao apresentados na Tabela 2 e na Figura 1, respectivamente.

Tabela 2. Teor de umidade, lipidios e fibras alimentares das farinhas de coprodutos de frutas

Farinhas Umidade Lipidios FA total FA Insoluvel FA Soluvel
FCA 11,12 £ 0,55° 2,14 + 0,25¢ 37,70 + 0,754 32,61 + 1,16° 5,09 + 0,334
FCM* 10,25 £ 0,11° 6,88 + 0,55° 36,67 + 0,444 17,25 + 0,284 19,42 + 0,60°
FCB** 8,15 = 0,08° 7,73 £ 0,89° 54,84 + 0,49° 50,68 + 0,83* 4,16 + 0,17¢
IBCIL 11,85 + 0,46° 2,71 + 0,06¢ 42,27 + 0,28¢ 35,31 + 0,38° 6,95 + 0,18°
FAM* 7,97 £ 0,18° 6,34 + 0,34¢ 37,44 + 0,734 25,83 + 0,88¢ 11,61 + 0,58°
FEM** 11,83 = 0,08° 2,71 + 0,06¢ 47,26 + 0,30° 28,15 = 0,30¢ 19,11 + 0,03°

FCA - Farinha da Casca de Abacaxi; FCM - Farinha da Casca de Manga; FCB - Farinha da Casca de Banana; FCL - Farinha da Casca de
Laranja; FEM - Farinha da Entrecasca de Melancia; FAM - Farinha da Améndoa de Manga; FA - Fibra Alimentar. Os dados sdo apresentados
por média + desvio padrdo. Médias indicadas por letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente pela andlise de variancia,
ANOVA one way e post hoc teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro

*Ramos et al”

**Ramos et al®

O bolo com farinha da casca de banana (BFCB) foi o que apresentou o melhor resultado tecnoldgico,
com maior volume e menor dureza quando comparado ao padrao (Figuras 1A e 1B). A FCB é a que possui
menor teor umidade e maior de fibras totais, sendo composta principalmente por fibras insoluveis (Tabela 2),
fragao esta que ndo interfere na absorcao de agua. Além disso, essa farinha possui maior teor de lipidios
(7,73 g.100 g') que as demais (Tabela 2) e sabe-se que o teor de gordura presente nos bolos é capaz de
alterar o volume especifico e a dureza de forma inversa ao acréscimo de fibras, quanto maior a quantidade
de lipidios maior o volume e menor a dureza®.
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Figura 1. Volume especifico (A) e dureza (B) dos bolos padrio e produzidos com as farinhas de coprodutos de frutas. BFCA -
Bolo com Farinha da Casca de Abacaxi; BFCM - Bolo com Farinha da Casca de Manga; BFCB - Bolo com Farinha da Casca de
Banana; BFCL - Bolo com Farinha da Casca de Laranja; BFEM - Bolo com Farinha da Entrecasca de Melancia; BFAM - Bolo
com Farinha da Améndoa de Manga. Os dados sdo apresentados por média + desvio padrdo. Médias nas barras seguidas da
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro

O bolo com farinha da casca de manga (BFCM) foi o inico que apresentou 0 mesmo comportamento
da amostra padrao em relagdo ao volume e a dureza simultaneamente (Figuras 1A e 1B), demonstrando
que a aplicacao desta farinha nao interferiu tecnologicamente no desenvolvimento do bolo. Apesar da FCM
apresentar os menores teores de fibra alimentar total (36,88 g.100g™) e insoluvel (17,06 g.100g™) ¢ a farinha
que apresentou o maior teor de fibra soluvel (19,82 g.100g™"), como disposto na Tabela 2. Porém, de forma
semelhante a FCB, a FCM possui mais lipidios (6,88 g.100g") que as outras quatro farinhas, o que pode ter
interferido positivamente no volume e na dureza do bolo.

O bolo com farinha da casca de abacaxi (BFCA) foi o que apresentou menor volume e maior dureza
entre todos os bolos (Figuras 1A e 1B), apesar de o teor de umidade e fibra alimentar total da FCA ser
semelhante 8 FCM (Tabela 2), demonstrando que a fragdo da fibra também interfere no resultado, pois
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a FCA apresenta mais fibra insolivel e menos soluvel. Além disso, a FCA apresenta baixo teor de lipidios
(2,14 g.100g™") que interfere diretamente no volume e na dureza da massa. Erkel et al*” produziram biscoitos
substituindo farinha de trigo por 8%, 16% e 24% de FCA e observaram que maiores porcentagens de FCA
(16% e 24%) promoveram maior dureza as formulagdes devido ao maior teor de fibras.

O bolo com farinha da entrecasca de melancia (BFEM) também apresentou menor volume e maior
dureza comparado ao padrio (Figuras 1A e 1B). A FEM possui mais umidade e fibra soltivel que a maioria das
outras farinhas (Tabela 2), demonstrando que a fibra soltvel ao absorver dgua interfere no resultado tecnoldgico
do bolo. Além disso, essa farinha tem pouco lipidios (2,71 g.100g"), nutriente que tem agao positiva no volume
e na dureza. Outros autores também observaram que o aumento da quantidade de FEM no preparo de biscoitos
proporcionou maior dureza, devido ao alto teor de fibras, o que propicia maior grau de adesdo dos ingredientes™.

O bolo com farinha da casca de laranja (BFCL) apresentou volume semelhante ao padrao, mas maior
dureza (Figuras 1A e 1B). A FCL é a que possui maior umidade, teor semelhante 8 FEM (Tabela 2), devido
as cascas in natura destas frutas possuirem mais umidade. O teor de fibra alimentar total e insoluvel da
FCL ¢ razoavel, mas de soltvel ¢ baixo (6,95 g.100g") comparado as FCM, FEM e FAM, no entanto, o teor
de lipidios também ¢ baixo (2,71 g.100g™"), como disposto na Tabela 2. Esses resultados demonstram que a
interagdo entre os nutrientes interfere diretamente nos resultados tecnoldgicos.

O bolo com farinha da améndoa de manga (BFAM) apresentou volume semelhante ao padrao,
mas menor dureza (Figuras 1A e 1B). A FAM possui baixa umidade, mas teor razoavel de fibra alimentar
soluvel (11,61 g.100g") e lipidios (6,34 g.100g"), demonstrando que o teor de lipidio e a baixa umidade
tiveram efeito positivo na maciez do bolo.

Como observado, os bolos sofreram alteragdo de volume e/ou dureza provavelmente devido
a associagdo do teor de umidade, lipidios e fibras, bem como a propor¢ao de suas fragdes, soluveis e
insolveis*****°. A incorporagdo de fibras alimentares na formula¢ao de bolos relaciona-se a alteragdes das
caracteristicas fisico-quimicas, visto que esses compostos tém a capacidade de absor¢ao/retencdo de agua.
Portanto, com a diminui¢do da disponibilidade de dgua, devido ao acréscimo de fibras, ha diminui¢do do
volume especifico e aumento da dureza®.

Ainda, estudos mostram que ao acrescentar maiores quantidades de fibras insoluveis do que soltveis em
preparacgdes, ha menor propriedade de hidratacdo e menor volume especifico'*'. Por outro lado, ao preparar
paes com adi¢ao de fibras soluveis, ocorreu também diminui¢ao do volume especifico devido ao menor teor de
gliten e o acréscimo de fibras*2. Desse modo, ambas as fragdes podem influenciar nas caracteristicas dos bolos.

Namir et al*®® observaram que ao preparar donuts sem gluten com farinha de casca e semente de
meldo com alto teor de fibras, ocorreu a diminui¢do do volume especifico e aumento da dureza ao aumentar
a adi¢do da farinha de coproduto, corroborando para os achados do presente estudo.

A dureza é um aspecto indesejavel em bolos, assim como o volume especifico é umas das
caracteristicas mais importantes para se analisar fisicamente os produtos de panificacdo*>*, visto que
quanto maior o volume e menor a dureza obtidos nas amostras, pode se considerar que a preparagao obteve
maior desenvolvimento e potencial de maciez.

Além disso, a gordura pode agir como emulsificante, contribuindo para emulsao e espumas estaveis
em uma massa*. Estudos demonstram que os emulsificantes possuem a propriedade de fornecer aeracao
estavel para prepara¢des na indudstria de panificagdo. Assim como, também contribuem para maior
resisténcia e elasticidade, melhorando a textura, aparéncia, sabor e aceitabilidade de um produto®. Com
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isso, observa-se que a quantidade de gordura presente em uma preparagdo influencia nas caracteristicas
apresentadas; portanto, o teor lipidico das farinhas de coproduto de frutas interfere no produto final obtido.

Na Figura 2 estao representados os resultados dos parametros de cor e aspecto dos bolos e
farinhas estudadas.

O BFCB apresentou o menor valor de luminosidade (“L’), enquanto os BFEM e BFAM apresentaram
os maiores valores. Este resultado é semelhante ao observado nas farinhas produzidas que foram previamente
analisadas quanto a estes parametros™, tendo a FAM a maior luminosidade, seguida pela FEM, enquanto a FCB
apresentou o menor valor devido a sua cor marrom escura, o que resulta na atenuagdo do brilho (Figura 2).

(A) s
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10 b ¢ d c
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By a* b* Delta_E
[ Padrao [ BFCM M BFCL [ BFEM
amostra
[ BFCA [MBFCB [@ BFAM
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Figura 2. Caracteristicas de cor dos bolos produzidos com as farinhas de coprodutos de frutas (A) e imagens das farinhas produzidas
com coprodutos de frutas e respectivos bolos (B). Farinhas: FCA - Farinha da Casca de Abacaxi; FCM - Farinha da Casca de Manga;
FCB - Farinha da Casca de Banana; FCL - Farinha da Casca de Laranja; FAM - Farinha da Améndoa de Manga; FEM - Farinha da
Entrecasca de Melancia. Bolos: BECA - Bolo com Farinha da Casca de Abacaxi; BFCM - Bolo com Farinha da Casca de Manga; BECB
- Bolo com Farinha da Casca de Banana; BECL - Bolo com Farinha da Casca de Laranja; BFEM - Bolo com Farinha da Entrecasca
de Melancia; BFAM - Bolo com Farinha da Améndoa de Manga. Os dados sdo apresentados por média + desvio padrdo. Médias nas
barras seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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A adigao de 14% das farinhas de coprodutos de frutas interferiu na cor dos bolos produzidos. Todos
os valores de a* e b* dos bolos foram positivos, prevalecendo o tom amarelo avermelhado nas preparagoes.
O BFEM apresentou os maiores valores de a* e b*, sendo o bolo mais avermelhado (Figura 2B). O BFCB foi
o que apresentou os menores valores de a* e b* confirmando a cor mais escura desse bolo devido a cor da
farinha de banana (Figura 2B).

A alteracao da coloragdo dos bolos pode estar relacionada a fatores como cor de cada farinha
devido aos pigmentos e teores de polifendis presentes em cada tipo de fruta, escurecimento que ocorre
durante o processo de secagem dos coprodutos de frutas, temperatura, pH, atividade de dgua e a relagao
entre aminoacidos e carboidratos simples que podem acarretar reagdes de escurecimento ndo enzimatico.
Essas reagOes agregam cor, sabor e aroma em preparagdes assadas favorecendo as caracteristicas sensoriais
esperadas em produtos de panificagao'>*-*,

O BFCB foi o que apresentou o maior valor de Delta E (16,89), Figura 2A, confirmando a maior
diferenga de cor em relagdo ao bolo padrao, pois esse bolo foi 0 mais escuro devido a cor da FCB (Figura 2B).
Esse resultado indica que o consumidor consegue visualizar a cor do BFCB totalmente distinta quando
comparada ao padrao®. A cor do BFEM também foi diferente do padrao, mas com menor valor de Delta
E (3,54). O BECL foi o que apresentou o menor Delta E (0,87), ou seja, foi o que mais se aproximou a cor
do bolo padrao. Mesmo com diferenca estatistica significativa, as demais receitas se apresentaram muito

semelhantes em relagdo a cor da formula¢ao padrdao como colocado na Figura 2A.

Caracteristicas sensoriais dos bolos

Os resultados da analise sensorial de aceitagdo dos atributos de aparéncia e sabor dos bolos estudados,
além do indice de aceitabilidade, estdo representados na Figura 3. As médias das preparagdes avaliadas
sensorialmente ficaram situadas entre os termos hedonicos “gostei muito” (8) e “gostei ligeiramente” (6).
Apesar da diferenca significativa de alguns bolos, os resultados encontrados demonstram que a maioria dos
bolos foi aceita, visto que segundo Dutcosky* para que um produto seja aceito sensorialmente esse deve
possuir média maior ou igual a 7,0.

Os bolos produzidos com as FCA, FCM, FCB e FCL apresentaram diferenca significativa em
relagdo ao atributo sabor (Figura 3). O bolo com a FCA apresentou odor leve e adocicado, sabor mais
doce que o bolo padrio; o bolo com FCM apresentou sabor frutado e levemente citrico, no entanto
estes dois bolos apresentaram sabor residual de fibra. O bolo produzido com a FCB apresentou sabor
mais doce que todos os outros bolos e sabor residual adstringente e fibroso. O bolo elaborado com a
FCL apresentou sabor residual amargo. Estas caracteristicas podem explicar a diferenca observada na
aceitacdo do sabor destes quatro bolos.

Todos os seis bolos tiveram resultados estatisticamente semelhantes ao padrdo para o atributo
aparéncia, embora tenham sido observadas diferengas de volume e cor nas analises fisico-quimicas.

Todos os bolos apresentaram indice de aceitabilidade superior a 70%, refor¢ando a boa aceitabilidade
(Figura 3). O bolo elaborado com FAM apresentou indice de aceitabilidade maior que o bolo padrao, este
bolo apresentou coloragdo avermelhada, odor e sabor suave de améndoas.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-17,e39379 9/17


https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.39379
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Ramos SA, Moura DG, Queiroz BEL, Pereira RD, Capobiango M, Schmiele M et al. Aplicagao de farinhas de coprodutos de frutas em bolos sem
glaten. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-17,e39379. https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.39379

10

Sabor Aparéncia

[fl Padrao [ BFCM [ BFCL [F1 BFEM

amoslra

O erFca [EBFCB [OBFAM

806 | 77,9 | 76,2 | 745 | 76,8 | 80,1 | 83,7 786 | 783 | 79,8 | 788 | 793 | 78,4 | 83,4

Indices de
aceitabilidade

Figura 3. Resultados da analise sensorial de aceitagdo por escala heddnica realizada com os bolos produzidos com as farinhas de
coprodutos de frutas. BFCA - Bolo com Farinha da Casca de Abacaxi; BFCM - Bolo com Farinha da Casca de Manga; BFCB -
Bolo com Farinha da Casca de Banana; BECL - Bolo com Farinha da Casca de Laranja; BFEM - Bolo com Farinha da Entrecasca
de Melancia; BFAM - Bolo com Farinha da Améndoa de Manga. Os dados sdo apresentados por média + desvio padrao. Médias
nas barras seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. Indicagdo dos indices de aceitabilidade relacionados ao sabor e a aparéncia

Diante dos resultados expostos, observa-se que a adi¢ao de 14% de farinhas produzidas com
coprodutos de frutas na formulagao de bolos obteve bons resultados tecnolégicos, com produtos com boa
aceitabilidade em relagdo ao sabor e a aparéncia.

Em estudo com a aplicagdo de farinha de buriti em bolo de chocolate, a aceitagao dos atributos sabor
e aparéncia variaram de acordo com a porcentagem adicionada de farinha (10%, 20% e 30%)". O bolo
com farinha de buriti (10%) apresentou para a aparéncia e sabor 82% e 76% de aceitagdo, respectivamente;
sendo valores similares aos encontrados nos bolos estudados. Por outro lado, quando se utilizou 30%, a
aceitagdo para aparéncia foi de 79% e para sabor de 68%". Desse modo, observa-se que com o aumento da
quantidade de farinha utilizada, reduz-se os valores de aceitagao'*>*. Esses dados refor¢am a importancia
de pré-testes para a padronizagdo das receitas que possam ter melhor aceitagdo pelos consumidores e
melhor qualidade tecnoldgica.

Ainda que a adigdo de menores percentuais de farinha de coproduto nas receitas tenha maior
aceitagdo, agrega-se valor nutricional as preparagdes, tornando-as uma boa alternativa, em especial, para
individuos celiacos.
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A utiliza¢ao dos coprodutos de frutas impacta positivamente no meio ambiente, sendo uma agao
sustentavel, pois o descarte de coprodutos pelas industrias gera polui¢ao da agua e da vegetagdo. Portanto,
ao se utilizar as partes desprezadas, ameniza-se os impactos ambientais negativos, contribuindo também
para a redugdo de custos com a destinacao dos residuos industriais. Ademais, os coprodutos também
agregam nutrientes nas preparagoes e a dieta, fornecendo vitaminas, sais minerais, compostos bioativos,
antioxidantes, e em especial, fibras.

A utilizagdo de coprodutos de frutas é uma boa op¢ao para uma alimentacao saudavel e sustentavel.
O presente estudo demonstrou que a utilizagdo de farinhas isentas de gliten elaboradas com as partes
convencionalmente descartadas de frutas ¢ vidvel na producao de bolos sem glaten, contribuindo nos
ambitos nutricional, economico e sustentavel.

De acordo com os achados, as preparagdes elaboradas com coproduto de frutas tém grande
potencial, uma vez que alcancaram boa aceitagdo sensorial e tém o teor de fibras aumentado, com
caracteristicas de volume e dureza variaveis de acordo com o tipo de fruta. Portanto, torna-se
uma alternativa para individuos com doenca celiaca, sendo também um bolo com valor agregado,
adicionando nutrientes a dieta. Dessa maneira, tornam-se necessarios mais estudos e incentivos nessa
area que corroborem para a utilizagao integral das frutas e no desenvolvimento de novos produtos
com valor nutricional agregado.
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A leishmaniose visceral é uma doenca parasitaria de evolugio cronica e acometimento sistémico potencialmente fatal. Trata-
se de uma zoonose preocupante para as autoridades de satde publica por ser muito presente no Brasil, com destaque na
Regido Nordeste, devido sua elevada concentragao de casos. O objetivo deste estudo foi identificar a incidéncia, niimero de
casos por sexo, faixa etaria e grau de escolaridade, coinfec¢ao por HIV, tempo médio de internagéo, custo médio e mortalidade
intra-hospitalar no periodo de 2012 a 2022, na Regido Nordeste por meio de levantamento de dados secundarios fornecidos
publicamente pelo DATASUS. Houve uma queda no nimero de casos a partir de 2019, com diminui¢do em 2021 e aparente
estabilizacdo em 2022. Os estados mais afetados foram Maranhio (23,37%), Ceard (16,51%) e Bahia (12,51%). Observou-
se maior incidéncia no sexo masculino, representando 67,10% do total, e na faixa etaria de 40-59 anos, com 20,58%, maior
prevaléncia em individuos com o ensino fundamental incompleto (57% dos casos), além de coinfec¢ao por HIV em 10,69%
dos casos. O tempo médio de internagdo foi de 13 dias, com custo médio de R$ 491,00 por internagio e média da taxa de
mortalidade intra-hospitalar de 3,41%, apresentando um panorama epidemioldgico complexo e multifacetado.

Palavras-chave. Leishmania, Leishmaniose Visceral, Brasil, Epidemiologia, Regido Nordeste.

Visceral leishmaniasis is a parasitic disease with a chronic course and potentially fatal systemic involvement. It is a
zoonosis of concern to public health authorities due to its presence in Brazil, especially in the Northeast Region, which
has a high concentration of cases. The objective of this study was to identify the incidence, number of cases by sex, age
group and level of education, HIV co-infection, average length of hospital stay, average cost, and in-hospital mortality
in the period from 2012 to 2022 in the Northeastern Region through a survey of secondary data publicly provided by
DATASUS. There was a decline in the number of cases starting in 2019, with a significant decrease in 2021 and an
apparent stabilization in 2022. The most affected states were Maranhio (23.37%), Ceara (16.51%) and Bahia (12.51%).
A higher incidence was observed in males, accounting for 67.10% of the total, and in the age group of 40-59 years, with
20.58%. There was also a higher prevalence in individuals with incomplete primary education (57% of the cases), as
well as HIV co-infection in 10.69% of cases. The average length of hospital stay was 13 days, with an average cost of R$
491.00 per hospitalization, and an average in-hospital mortality rate of 3.41%, presenting a complex and multifaceted
epidemiological panorama.

Keywords. Leishmania, Leishmaniasis, Visceral, Brazil, Epidemiology, Northeastern Region.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-12,e40492 1/12


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1983-3814
https://orcid.org/0000-0001-9344-1777
https://orcid.org/0000-0003-1792-3824
https://orcid.org/0009-0004-5270-1711
https://orcid.org/0000-0002-0000-3362
https://orcid.org/0009-0007-6585-5279
https://orcid.org/0009-0003-5548-7442
https://orcid.org/0009-0004-0570-4127
https://orcid.org/0000-0002-6337-6529
https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.40492

Silva VHE, Freitas LL, Santos YAS, Santiago DP, Galvdo ADG, Lima SMC, Couto BF, Andrade AM. Perfil epidemioldgico dos pacientes
com leishmaniose visceral na Regido Nordeste do Brasil no periodo de 2012-2022. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-12,e40492.
https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.40492

A leishmaniose visceral (LV), conhecida popularmente como calazar, ¢ uma doenga parasitaria
provocada pela infec¢ao pelo protozoario Leishmania infantum chagasi, transmitido ao homem através
da picada do vetor fémea infectado, o inseto da espécie Lutzomyia longipalpis, sendo mais conhecido por
mosquito-palha, birigui, asa-dura, dentre outros'. E uma doenca de evolugdo cronica, a qual pode evoluir
ao obito quando ndo tratada em cerca de 90% dos casos, pois pode haver acometimento sistémico®.

O ciclo da LV inicia quando a fémea do flebotomineo, injeta promastigotas metaciclicos na pele do
hospedeiro durante um repasto sanguineo. Seu reservatério ¢ o cao e o homem.

Nao ocorre transmissao direta de pessoa para pessoa dentro do ciclo. Depois de o individuo ser
contaminado, o parasita pode permanecer incubado por um periodo médio que varia de duas semanas a
dois meses®. Os principais sintomas apresentados sao febre e esplenomegalia, que ocorrem na maioria dos
pacientes; hepatomegalia, nem sempre associada a esplenomegalia, palidez associada a anemia grave, perda
ponderal, leucopenia e trombocitopenia. Em casos mais graves, pode prosseguir com edema de membros
inferiores, desnutri¢ao com evolugdo para um quadro de anasarca e, devido as lesdes no bago e no figado,
sangramentos, petéquias, ascite e ictericia também podem ser encontrados®.

De acordo com dados obtidos pela Organizacao Pan-Americana da Satude®, entre os anos de 2001 e
2021, houve uma média anual de 2.488 casos de LV na regido das Américas. Em 2021, apesar de ter havido
reducdo dos casos registrados, o valor total ainda permanece elevado nas Américas e no Brasil, onde se
concentram na Regido Nordeste. Isso é explicado devido a adaptagdo do vetor as condigdes climaticas e
ambientais das regides com umidade e temperatura elevadas, associando uma maior densidade dos vetores
durante os periodos de chuva nas regides tropicais, ja que o aumento da umidade proporciona a eclosao
dos ovos depositados no verao’.

Além disso, a LV, segundo a Organizagdo Mundial da Saude, faz parte do grupo de doengas
negligenciadas, pois afeta individuos em condigdes mais vulneraveis socioeconomicamente, o que leva a um
maior contato com o vetor de transmissdo, acometendo principalmente criangas menores de cinco anos®.

Diante do exposto acima, foi realizada uma avaliagdo para estudar o perfil epidemioldgico dos
pacientes com leishmaniose visceral na Regido Nordeste.

A operacionaliza¢do da pesquisa incluiu o levantamento de dados, obtidos por meio de fontes
secundarias, fornecidos publicamente com abordagem qualitativa e quantitativa. Inicialmente foi realizada
uma pesquisa exploratdria, para uma visualizagao inicial da amostra.

O estudo teve como objetivo identificar a incidéncia, o numero de casos por sexo, a faixa etaria, o
grau de escolaridade, a coinfecgdo por HIV, o tempo médio de internagao, o custo médio dessas internagdes
e a mortalidade intra-hospitalar no periodo de 2012 a 2022, evidenciando os indicadores epidemiologicos
acerca da LV, de acordo com os registros oficiais dos drgaos de controle no Brasil.

Foram extraidos do sistema DATASUS e Tabnet’, os dados referentes a epidemiologia e morbidade,
assim como a morbidade e mortalidade hospitalar da leishmaniose visceral na Regiao Nordeste, referentes
ao periodo de 2012 a 2022. Nesse periodo foram utilizados dados referentes aos valores totais de casos,

2/12 Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-12,e40492


https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.40492
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Silva VHE, Freitas LL, Santos YAS, Santiago DP, Galvdo ADG, Lima SMC, Couto BF, Andrade AM. Perfil epidemioldgico dos pacientes
com leishmaniose visceral na Regido Nordeste do Brasil no periodo de 2012-2022. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-12,e40492.
https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.40492

valores médios de casos, média de permanéncia hospitalar, interna¢des por municipio, 6bitos por faixa
etaria e sexo dos pacientes infectados com LV na Regiao Nordeste.

A combinagao entre as abordagens qualitativa e quantitativa foram mensuradas a partir dos dados
fornecidos pelo DATASUS desse periodo, e analisados por meio do programa estatistico GraphPad Prism 8©.
As analises quanto ao sexo foram realizadas por meio do Test t, o qual é utilizado para comparar as médias de
duas amostras independentes, a fim de verificar a natureza da variagdo entre os conjuntos. As outras analises
foram realizadas por meio da analise de variancia (ANOVA), utilizada para comparar as médias de trés ou mais
grupos independentes. Também foi utilizada a regressdo linear, a qual prevé o valor de dados desconhecidos
utilizando-se de outro valor relacionado e conhecido, para verificar a variacao anual no numero de casos de
LV na Regido Nordeste no periodo de 2012 a 2022, a fim de determinar a tendéncia.

Os resultados obtidos analisando a variagdo anual no numero de casos de LV no Nordeste (Figura 1A)
revelam padroes significativos na incidéncia de LV na regido durante o periodo de 2012 a 2022. Inicialmente
o que se verifica até o ano de 2018 é uma tendéncia de aumento no nimero de casos, conforme demonstrado
pelo modelo de regressao linear. Entretanto, ao adicionarmos o periodo de 2019-2022 a analise, percebemos
uma tendéncia geral de queda conforme demonstrado na Figura 1A.

A partir do ano de 2019, uma queda acentuada nos casos foi notada, refletida em uma média moével
negativa de -30%. Este declinio continuou em 2020, com uma redugdo adicional de aproximadamente
-20,16%, indicando uma possivel eficacia das medidas de controle e preven¢do contra a COVID-19 também
sobre a LV durante esse periodo, como diminui¢ao da mobilidade urbana que pode ter levado a uma menor
interacdo humano-vetor ao diminuir o fluxo de pessoas para areas endémicas. Em 2021, embora a tendéncia
de queda persistisse, observou-se uma diminuigao, representada por uma média maével negativa de -16,82%.

A LV na Regido Nordeste B Total de Casos por estado

6000+

4000

Numero de Casos

2000+

Numero de Casos

-16,82% 3,54%

1 T T T T T T T T T 1
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 R
&'

Ano @

Figura 1. Ntimero de casos de leishmaniose visceral na Regido Nordeste no periodo de 2012-2022: (A) variagdo do percentual
anual (linha reta continua demonstra a tendéncia) e (B) e total por estado
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Notavelmente, no ano de 2022, os casos de LV aparentam ter atingido um estado de estabilizagao,
conforme indicado pela média moével de 3,54%. Por fim, a andlise de tendéncia realizada por regressao
linear apontou uma tendéncia de queda nos casos de LV no periodo avaliado (Figura 1A).

A incidéncia de LV na Regido Nordeste do Brasil no periodo de 2012-2022 foi de 25.337 casos. A
maioria dos casos foi registrada nos estados do Maranhao, Ceara e Bahia, correspondendo a 23,37%; 6,51%
e 12,51% do total, respectivamente (Figura 1B).

Dos 25.337 casos registrados, 17.003 (67,10%), afetaram individuos do sexo masculino; em
contrapartida, as mulheres representaram apenas 32,90% dos casos, totalizando 8.334 registros (p < 0,001,
pelo teste t de Student) (Figura 2A).

A Figura 2B descreve o numero de casos por faixa etaria, onde nota-se que individuos entre 40-59
anos, 5-9 anos, 1-4 anos e 20-39 anos foram os mais afetados, correspondendo a 20,58%; 17,74%; 15,49% e
13,52%, respectivamente. Notavelmente, somadas, essas quatro faixas representam 67,34% do numero total
de casos observados.

A maioria dos individuos acometidos por LV no periodo analisado possuia ensino fundamental
incompleto (57% do total), como descrito na Figura 3A. Enquanto apenas 1% dos individuos tinham
ensino superior.

Durante o periodo de analise, a taxa média de coinfec¢ao na Regiao Nordeste foi de 10,69% (Figura
3B). Esse valor representa a porcentagem de individuos com LV que também foram diagnosticados com o
HIV. Dentre os estados do Nordeste, o Rio Grande do Norte se destacou com a maior taxa de coinfecc¢io,
atingindo 23,20%, significativamente diferente dos outros (p < 0,001). Por outro lado, o estado da Bahia
apresentou a menor taxa de coinfec¢do na Regido Nordeste com 3,05%.

O tempo médio de permanéncia internado de pacientes com LV na Regido Nordeste foi de 13 dias.
De acordo com os resultados obtidos, a partir do teste de analise de varidncia (ANOVA) observou-se que
trés estados apresentaram tempos médios de permanéncia hospitalar acima da média regional, onde o Rio
Grande do Norte registrou um tempo médio de permanéncia de 18 dias, a Paraiba com 17 dias e Alagoas
com a média de permanéncia de 19 dias (p < 0,001) (Figura 4A). O estado do Maranhao apresentou um
tempo médio de permanéncia menor em comparagdo com os demais estados, com uma média de 12 dias,
sem diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05).

A Acometimento por sexo B LV na Regido Nordeste

2500 -4 Masculino -® Feminino
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Numero de Casos
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Figura 2. Casos de leishmaniose visceral na Regido Nordeste no periodo de 2012-2022: (A) por sexo e (B) por faixa etdria
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Figura 3. (A) Relagdo entre escolaridade e o numero de casos de leishmaniose visceral na Regido Nordeste no periodo de 2012-
2022 (**** corresponde ao valor de p < 000,1) e (B) taxa de coinfecgdao por HIV na Regido Nordeste
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Figura 4. (A) Tempo médio e (B) custo médio de internagdo por paciente nos estados da Regido Nordeste, no periodo de
2012-2022

Na Regido Nordeste o custo médio de uma internagao por LV foi de R$ 491,00 por paciente. O
estado do Rio Grande do Norte, com um custo médio por interna¢do de R$ 730,00 e a Paraiba, com um
custo de R$ 678,00, onde foram os com maior custo médio (Figura 4B).

A taxa de mortalidade intra-hospitalar é um indicador critico da qualidade do atendimento e da
eficacia do tratamento. Na Regido Nordeste, a média dessa taxa é de 3,41%. O estado do Rio Grande do
Norte teve a maior taxa de mortalidade: 7,18% (Figura 5).
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Figura 5. Taxa de mortalidade intra-hospitalar nos estados da Regido Nordeste, no periodo de 2012-2022

A LV é uma doenga de notificagdo compulsdria com distribuicdo heterogénea entre as regides do
Brasil, com destaque para a Regido Nordeste®. Nosso estudo evidenciou que a distribui¢ao anual dos casos
na Regido Nordeste revela alta incidéncia de LV, especialmente no periodo de 2017 a 2022. Entre os anos de
2017 e 2018, aparenta haver uma estabilizagdo nos casos, sugerindo uma relativa constancia na incidéncia
da doenca em comparag¢do com o periodo anterior.

No ano de 2019, notou-se uma queda acentuada nos casos, refletida em uma média moével negativa de
-30%, indicando uma possivel eficicia das medidas de controle e prevengdo implementadas, como controle
de vetores, tratamento e monitoramento de caes infectados, campanhas de educacgdo e conscientizagdo e
melhoria na infraestrutura de saide publica®®. No entanto, a conexdo temporal com o inicio da pandemia
em 2020 pode sugerir uma possivel influéncia da COVID-19 nas tendéncias observadas, onde durante a
pandemia recursos e esfor¢os foram redirecionados para combater o coronavirus, impactando a capacidade
de vigilancia e notificagdo de outras doengas, como a LV°.

O declinio nos casos, iniciado em 2020 pode ser, em parte, atribuido a uma subnotificacio resultante
da priorizagdao da resposta a COVID-19. Assim, o menor nimero de casos pode ndo estar diretamente
relacionado aos programas de controle, mas sim a uma possivel influéncia da pandemia de COVID-19.
Nesse sentido, a sobreposi¢ao entre a COVID-19 e a LV, aliada a sobrecarga do sistema de notificagdes,
pode ter desempenhado um papel crucial na diminuicdo dos registros'’. Este panorama, aparentemente
auspicioso, revela uma complicada rede de desafios e demanda uma analise mais aprofundada para entender
as implicagdes e desenvolver estratégias eficazes de enfrentamento a doenga.

Por outro lado, as medidas de controle da pandemia, como distanciamento social e restrigoes de
mobilidade, podem ter afetado a transmissdo da LV, contribuindo para a tendéncia de queda. Mudancas
nas atividades humanas e nas interagdes, necessarias para conter a disseminagdo da COVID-19, podem ter
impactado indiretamente a exposi¢do aos vetores da LV''. Entretanto, ainda ndo dispomos de evidéncias
conclusivas sobre o alcance do impacto das medidas de controle da COVID-19, como confinamento e
restri¢des de viagens, nos servicos de satde relacionados a LV.
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No que diz respeito a incidéncia por estado destaca-se que, apesar de Bahia, Pernambuco e Ceara
figurarem como os estados mais populosos da Regido Nordeste, conforme dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica'?, a incidéncia de LV nao segue linearmente a distribui¢ao populacional. Um
exemplo notavel é Pernambuco, que registrou apenas 1.515 casos, ocupando a quinta posi¢ao na contagem
total e ficando apods o estado do Piaui, que apresentou 2.015 casos.

Fatores como condigdes socioecondmicas, acesso aos servigos de saude, caracteristicas geograficas
e praticas de controle de vetores, podem exercer uma influéncia mais marcante na propagacao da doenca
do que somente a densidade populacional®. Essa complexidade mostra a necessidade de uma abordagem
abrangente e multidimensional ao analisar os padrdes de incidéncia da LV, indo além da simples
consideragao do tamanho da popula¢ao de um determinado estado da Regiao Nordeste.

A notavel disparidade de incidéncia de LV entre os sexos revelada por nossa analise epidemioldgica
demanda aten¢ao especial e possivelmente relaciona-se aos habitos de vida. Fatores comportamentais e
ocupacionais, como atividades em dreas rurais ou agricolas mais prevalentes entre homens, podem explicar
parte dessa disparidade, visto que aumentam a exposi¢do ao vetor'®. Uma hipétese alternativa propde que
as discrepancias fisioldgicas nas interagdes entre patdgeno e hospedeiro, bem como na resposta imune
apos a infecgdo, fundamentam a prevaléncia masculina na LV. Os hormonios, incluindo os sexuais, podem
modular o sistema imunolégico e influenciar a resposta as infec¢des. Até o momento, contudo, nao existem
estudos que expliquem as razdes fisiologicas dessa predominancia masculina na LV*.

No que diz respeito a distribuicdo de casos por faixa etdria, o expressivo numero de ocorréncias entre
0s 40-59 anos e na faixa de 20-39 anos, pode insinuar uma prolongada exposi¢do ao ambiente, atividades
laborais ou fatores relacionados ao estilo de vida, os quais aumentam a suscetibilidade a doenca.

Por outro lado, a significativa incidéncia em criangas de 5-9 anos e de 1-4 anos destaca-se como
um ponto de interesse, indicando potenciais vulnerabilidades especificas nesses grupos mais jovens.
Uma analise mais minuciosa das circunstdncias desses casos pode revelar padrdes comportamentais,
socioecondmicos e ambientais que influenciam a transmissao.

Comumente, regides de menor escolaridade tendem a coincidir com condigdes habitacionais
precarias, aumento da exposi¢cdo ambiental e auséncia de infraestrutura sanitaria adequada. Pessoas
em residéncias mais vulneraveis podem estar mais propensas a um maior contato com vetores da
leishmania, elevando assim, o risco de infecgdo'*'%. Ademais, a baixa representatividade de casos entre
aqueles com ensino superior completo sugere que o acesso a informagdo sobre prevencao pode ser
mais robusto nesses grupos.

A coexisténcia entre o HIV e a LV na Regido Nordeste do Brasil suscita uma analise detalhada das
implicagdes clinicas, epidemioldgicas e de saude publica. A relagao entre o HIV e a LV apresenta multiplos
aspectos. A imunossupressao induzida pelo HIV pode aumentar a suscetibilidade a infec¢do por leishmania,
complicando o quadro clinico'’. Além disso, a coinfecgdo pode resultar em uma evolu¢ao mais severa da LV,
tornando o tratamento mais desafiador. A detecgdo precoce da coinfec¢ao é crucial para uma gestdo clinica
eficaz, ressaltando a importancia da integra¢ao de programas de controle do HIV e da LV. Estratégias de
prevencao, teste e tratamento integrados sdo fundamentais para abordar de maneira abrangente essas duas
condigdes de saude publica'®.

Neste estudo, os resultados revelaram variagdes significativas nos tempos médios de permanéncia
entre os estados, evidenciando situagdes em que o tratamento excedeu a média regional. Destacam-se,

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-12,e40492 7/12


https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.40492
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Silva VHE, Freitas LL, Santos YAS, Santiago DP, Galvdo ADG, Lima SMC, Couto BF, Andrade AM. Perfil epidemioldgico dos pacientes
com leishmaniose visceral na Regido Nordeste do Brasil no periodo de 2012-2022. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:1-12,e40492.
https://doi.org/10.53393/rial.2024.v.83.40492

nesse contexto, os estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e Alagoas, com tempos médios de permanéncia
de 18, 17 e 19 dias, respectivamente. Esses valores sdo significativamente superiores a média regional de 13
dias. A andlise do tempo médio de internagdo proporciona uma compreensdo das disparidades na gestao
e tratamento da LV na Regiao Nordeste, fornecendo diretrizes para aprimorar a qualidade do atendimento
e a eficacia dos tratamentos nos estados com tempos médios de permanéncia mais prolongados®. Outros
fatores que podem influenciar a dura¢ao do tratamento incluem a disponibilidade de recursos, protocolos
de tratamento locais, acesso a cuidados de saude e a gravidade no momento do diagnoéstico'®. Além disso,
¢ importante destacar a eficiéncia do estado do Maranhao em manter um tempo médio de permanéncia
menor comparado principalmente aos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e Alagoas, apesar de estar
em conformidade com a média regional.

Ao aprofundar a analise e correlacionar o tempo médio de permanéncia com o custo médio por
paciente internado, fica evidente a relagdo entre essas variaveis. Dois estados em particular se destacam
por apresentar custos médios consideravelmente acima da média regional, e esses estados também foram
mencionados anteriormente em relacao ao tempo médio de permanéncia (Paraiba e Rio Grande do Norte).
Essa correlagdo sugere que nos estados do Rio Grande do Norte e Paraiba, os pacientes com LV enfrentam
uma duragdo de tratamento mais extensa o que, por conseguinte, resulta em custos mais elevados em
comparagao com a média regional. Esses valores mais altos indicam uma demanda financeira superior para
o tratamento de pacientes com essa condi¢do nesses estados. Esta relagdo direta com o tempo médio de
permanéncia mais longo, observado anteriormente nesses estados, reforca a associa¢ao entre a prolongada
permanéncia no tratamento e os custos mais elevados associados a LV®%.

Por ultimo, a taxa de mortalidade durante a interna¢do emerge como um indicador critico da
gravidade dos casos e da eficacia do tratamento. A elevada taxa de mortalidade sugere possiveis desafios na
gestdo clinica, no acesso a cuidados intensivos ou em outras barreiras que podem impactar adversamente os
desfechos de satide dos pacientes com LV no Rio Grande do Norte e em outros estados da Regido Nordeste
do Brasil*".

A correlagdo entre as variaveis de tempo de internagao, custo por paciente e a taxa de mortalidade
intra-hospitalar aponta para desafios significativos no tratamento da LV no estado do Rio Grande do
Norte. O elevado custo associado ao tratamento, aliado a uma permanéncia hospitalar mais prolongada,
ndo resulta em uma redugdo na taxa de mortalidade intra-hospitalar'®. Este cendrio indica a necessidade
premente de revisdo das praticas de tratamento, visando assegurar uma utilizagdo eficaz dos recursos
disponiveis e otimizar a qualidade da assisténcia oferecida para pacientes com LV.

O presente estudo analisou a epidemiologia da LV na Regido Nordeste do Brasil, destacando
padrdes de incidéncia e desafios no controle da doenga. Nossa andlise demonstrou uma tendéncia de queda
nos casos de LV na Regido Nordeste no periodo de 2012-2022. Entre 2017 e 2018, houve uma aparente
estabilizacdo nos casos, seguida por uma queda iniciada em 2019, levantando reflexdes sobre a possivel
influéncia indireta da pandemia de COVID-19.

A sobreposicao das estratégias de controle da pandemia com os esfor¢os direcionados a LV sugere
a possibilidade de subnotificagdo, indicando que a reduc¢do nos casos pode ser atribuida, em parte, a
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realocacdo de recursos para combater a COVID-19. Isso destaca a necessidade de uma andlise mais
profunda para entender as implicagdes e desenvolver estratégias eficazes de enfrentamento a LV.

Além disso, a disparidade na incidéncia entre os sexos revela padrdes relacionados aos habitos
de vida; enquanto a distribuicdo por faixa etdria destaca a necessidade de estratégias especificas para
diferentes grupos demograficos. A predominancia da LV em adultos nas faixas de 40-59 anos e 20-39
anos sugere uma exposi¢ao prolongada ao ambiente, atividades laborais ou fatores relacionados ao estilo
de vida. A incidéncia em criangas de 5-9 anos e de 1-4 anos destaca a importancia de analisar padrdes
comportamentais, socioecondmicos e ambientais que influenciam a transmissao.

A analise do fator escolaridade aprimora a compreensao das discrepancias na distribui¢ao da LV,
destacando que regides com menores indices tendem a coincidir com condi¢des habitacionais precarias,
aumentando a exposi¢dao ambiental e a suscetibilidade a doenca.

Os tempos médios de permanéncia, custos e taxa de mortalidade evidenciam desafios especificos
em alguns estados, destacando a necessidade de revisao das praticas de tratamento para otimizar a eficacia
dos recursos disponiveis e melhorar os desfechos clinicos.

Em sintese, este estudo fornece insights cruciais para orientar estratégias de prevencao,
controle e tratamento da LV na Regidao Nordeste do Brasil, sublinhando a importancia de abordagens
multidimensionais e integradas para enfrentar os complexos desafios epidemioldgicos da doenga.
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Este trabalho objetiva averiguar a presenca de matérias estranhas presentes em aguas minerais envasadas e sugerir a
utilizagdo da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), como técnica adequada para detecgdo e contagem. Oito
amostras de agua mineral foram obtidas e subamostras de 100 mL foram filtradas em membranas, que foram secas
e recobertas com platina e observadas em MEV. Areas de 21.025 um? foram focalizadas e as particulas contadas.
Realizaram-se andlise de varidncia e o teste de Regwq para a compara¢io das médias das contagens. Diferentes
particulas visualizadas foram registradas sob distintas magnificagdes. A analise de varidncia revelou alta significancia
entre a quantidade de matérias estranhas das amostras, indicando que as amostras diferiram bastante quanto a
essa caracteristica. As médias obtidas obedeceram a uma estratificacdo, mas foram estimadas com grande precisio,
sugerindo-se que a subdivisdo em 10 grupos de contagem e a extrapola¢do para o volume de 100 mL é uma estimativa
confidvel para a contagem de particulas filtradas nesse volume de dgua. Foi mostrado que o MEV se apresentou como
instrumento auxiliar adequado para a contagem de matérias estranhas em amostras de dguas minerais envasadas,
especialmente quando suas dimensdes ndo permitem sua identifica¢cdo convencionalmente.

Palavras-chave. Matérias Estranhas, Microscopia, Bebidas, Aguas Minerais.

This work aims to investigate the presence of microscopic foreign materials in bottled mineral waters and suggest
the use of Scanning Electron Microscopy (SEM) as a suitable technique for counting foreign matter. Eight samples
of mineral water were obtained, and 100 mL subsamples were filtered through membranes, which were then dried,
coated with platinum, and observed under SEM. Areas of 21,025 um?* were analysed, and the particles present were
counted. Variance analysis was carried out, and the Regwq test was applied to compare the counting averages. Samples
of the dirt particles were imaged at different magnifications. The analysis of variance revealed high significance among
the samples, indicating substantial differences between them. The averages followed a stratification pattern and were
estimated with great precision, suggesting that the subdivision into 10 count groups and the extrapolation to 100 mL
volume is a reliable estimate for the count of particles filtered in this volume of water. It was shown that SEM was a
suitable instrument for counting and observing foreign matter and dirt in samples of bottled natural mineral waters,
especially when their dimensions are too small to be detected by conventional methods.

Keywords. Foreign Particles, Microscopy, Beverages, Mineral Waters.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Resolugdo RDC n° 717/2022,
estabelece que as aguas envasadas compreendem as defini¢des para a agua mineral natural, a 4gua natural, a
agua adicionada de sais e a 4gua do mar dessalinizada potavel. Desse grupo, a 4gua mineral natural é obtida
diretamente de fontes naturais ou por extragdo de aguas subterraneas, sendo caracterizada pelo contetido
definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros constituintes.

Assim, as etapas de fabricagdo da agua mineral natural ndo devem produzir, desenvolver e/ou
agregar substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem em risco a saude do consumidor e
ou alterem a sua composi¢do original, devendo ser obedecida a legislagdo vigente de Boas Praticas
de Fabricagdo, devendo atender também aos Regulamentos Técnicos especificos de Caracteristicas
Macroscoépicas e Microscopicas. De acordo com o Art. 3°, as aguas envasadas ndo podem ser adicionadas
de ingredientes, excetuando-se o diéxido de carbono e sais de grau alimenticio, no caso da agua
adicionada de sais e da agua do mar dessalinizada’.

O mercado brasileiro de 4guas envasadas tem seguido em franca expansao, sendo o sétimo maior
produtor do planeta, com crescimentos incrementais anualmente. Em 2021, em um levantamento
feito pela Associagdo Brasileira das Industrias de Refrigerante e de Bebidas nao Alcoodlicas (ABIR),
o volume de producao do mercado brasileiro de aguas minerais foi de aproximadamente 13 bilhoes
de litros, uma varia¢ao de 4,7% em relagdo ao ano anterior. Jd o consumo per capita do mercado
brasileiro foi de 62 litros>. Com um apelo cada vez mais forte relacionado a um estilo de vida saudavel,
o consumo desse produto tem crescido bastante, trazendo aliada consigo a ideia de que é um produto
inocuo e livre de impurezas®.

Intimeros trabalhos tém tragado o perfil microbiolégico de aguas minerais naturais e envasadas*®,
onde esses perfis muitas vezes estao fora dos parametros estabelecidos pela legislagdo em vigor, pela
presenca de coliformes totais, termotolerantes e até Escherichia coli. Apesar da regulamentagdo especifica
para a presen¢a de matérias estranhas microscopicas em aguas envasadas', é praticamente inexistente
qualquer estudo relacionando a qualidade microscépica de dguas minerais naturais envasadas.

As Resolugdes da ANVISA, RDC n° 623/20227 e RDC n°® 717/2022', estabelecem disposi¢oes
gerais relacionadas a presenca de matérias estranhas macroscopicas e microscopicas, indicativas de riscos
a saide humana ou de falhas na aplicagdo das Boas Praticas na cadeia produtiva de alimentos e bebidas,
fixando limites de tolerancia, aplicados, inclusive, as aguas envasadas. Para esses produtos, os que
apresentarem matéria estranha indicativa de falhas das Boas Praticas, serdo considerados em desacordo
com o regulamento, com excecao da presenca de até 5 acaros mortos e 1,5% de areia (permitidos para
alimentos em geral).

Existem matérias estranhas indicativas de falhas das Boas Praticas ou indicativas de riscos a
saude humana. Algumas matérias estranhas apresentam risco a saude e podem causar lesdes ao
consumidor: objetos rigidos, pontiagudos e/ou cortantes, iguais ou maiores que 7 mm (medido na
maior dimensdo), fragmentos de osso ou de metal, lasca de madeira e plastico rigido; objetos rigidos,
com diametros iguais ou maiores que 2 mm (medido na maior dimensdo) como pedra, metal, dentes,
fragmentos de vidro de qualquer tamanho ou formato. Outras matérias estranhas indicativas de
riscos a satide humana, por poderem carrear agentes patogénicos, incluem: insetos, tais como baratas,
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formigas, moscas, bem como barbeiros, em qualquer fase de desenvolvimento, vivos ou mortos,
inteiros ou em partes; roedores, inteiros ou em partes; outros animais, tais como morcego e pombo,
inteiros ou em partes; excrementos de animais, parasitos: helmintos e protozodrios, em qualquer
fase de desenvolvimento, associados a agravos a saude humana. Sao consideradas matérias estranhas
indicativas de falhas das Boas Praticas: areia, terra, fungos filamentosos e leveduriformes que nao
sejam caracteristicos dos produtos; artropodes considerados proprios da cultura e do armazenamento;
tilmes plasticos e contaminag¢des incidentais”.

Este trabalho objetivou averiguar a presenca de matérias estranhas microscdpicas presentes nesses
produtos, sugerindo a utilizagdo da Microscopia Eletronica de Varredura, como técnica complementar,
descrita a seguir, as técnicas preconizadas na RDC n° 623/20227, para a detec¢do e contagem de matérias
estranhas nessas amostras.

Foram analisadas oito (8) amostras de agua mineral engarrafadas em embalagens de 500 mL,
de distintas marcas, oriundas de comércio ambulante em semaforos ou em supermercados na cidade
de Fortaleza-CE, com lacres fechados e nao rompidos. Assim que coletadas, foram imediatamente
levadas ao laboratorio e divididas em igual volume, com auxilio de proveta, em frascos Erlenmeyer
esterilizados de 250 mL.

Para cada amostra, subamostras de 100 mL foram filtradas em membranas de acetato
de celulose com 0,45 um de poro e 47 mm de didmetro (Millipore®, EUA). Apds a filtragdo das
amostras, as membranas foram secas em estufa, a 50,0 + 2,0 °C, por um periodo de 24 horas. As
membranas foram entdo, acondicionadas em placas de Petri, montadas em suporte de aluminio
especialmente construido para esse fim e encaminhadas para o aparelho de cobertura metdlica, da
marca Emitech®, modelo K550, onde receberam um banho de platina para se tornarem condutoras
de eletricidade e se tornarem aptas a serem visualizadas em microscoépio eletronico. A seguir, foram
levadas ao microscopio eletronico de varredura Zeiss® DSM 940A, da Embrapa Agroindustria
Tropical, com uma voltagem de aceleragdo de 15 KV.

Para cada amostra, foram selecionados, aleatoriamente, dois subgrupos de 10 campos cada,
medindo 145 um de comprimento por 145 um de largura, perfazendo uma darea de 21.025 pm? ou
0,021025 mm?, cada campo. Para cada um desses campos, foram contadas as particulas presentes na
superficie da membrana.

A drea total da membrana ¢ de 1.734,94 mm?® Considerando que 100 mL de dgua atravessaram
homogeneamente uma area de 1.734,94 mm?, entdo, cada porgdo da membrana de 0,021025 mm? filtrou
um volume de 1,21 pL de agua. Para cada subgrupo de 10 campos avaliados, o total de matérias estranhas
refere-se a 12,1 uL de dgua que atravessou a membrana. Ao fim, para determinar o numero de matérias
estranhas em 100 mL de agua, fez-se o seguinte calculo:

N° de matérias estranhas/100 mL ( = 100.000 uL) agua = (M * 10) * 100.000/12,1

Onde M ¢é a média do nimero de matérias estranhas por cada campo de 0,021025 mm?®.
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Na analise estatistica, considerou-se a amostragem estratificada, que consiste em dividir uma
populagdo em subgrupos, supondo-se que existe heterogeneidade entre as amostras e a homogeneidade
dentro dos subgrupos. Realizaram-se andlise de variancia das amostras das aguas e a aplicagao do teste de
Regwq®, a 5% de probabilidade, para a comparagdo das respectivas médias.

Todas as amostras apresentaram matérias estranhas, porém, em quantidades diferentes. As
médias obtidas das contagens de matérias estranhas obedeceram a uma estratificacdo e a andlise
de variancia revelou alta significdncia entre as amostras quanto a quantidade de matérias estranhas
ou diferenca entre os estratos, indicando que as amostras diferiram bastante entre si quanto a essa
caracteristica. A amostra 7 apresentou a maior quantidade de matérias estranhas, com 3,25 para cada
campo visualizado e as outras amostras tiveram valores menores. O coeficiente de variagao foi de
63% corroborando a grande variabilidade entre as amostras. Dentro dos subgrupos, porém, nao houve
diferenca significativa nas contagens de matérias estranhas, e os valores das contagens se mantiveram
constantes dentro de cada replicata por amostra, ratificando-se assim, a precisao da metodologia aqui
apresentada. As médias obtidas foram estimadas com precisao, sugerindo-se que a subdivisdo em 10
subgrupos de contagem e a extrapolagdo para o volume de 100 mL é uma estimativa confiavel para a
contagem de particulas filtradas nesse volume de agua. A quantidade de matérias estranhas encontradas
nas amostras indica que estao em desacordo com a legislagdo, principalmente nas amostras obtidas em
semaforos (amostras 7, 4 e 3).

Algumas das matérias estranhas visualizadas em Microscopia Eletronica de Varredura estdo
ilustradas nas Figuras 1 e 2, que mostram distintos campos de 145 um de comprimento por 145 um
de largura, das membranas de filtracao, onde se procederam as contagens de matérias estranhas.
Observa-se uma ampla variedade de tipos de particulas encontradas, com diferentes tamanhos e
formatos. A Figura 1 apresenta alguns dos campos visualizados mostrando distintas particulas:
esferas perfeitas, graos esféricos, peliculas, crostas, entre outras, vistos com 6tima resolucao e
contraste, podendo ter tido origem orgénica ou inorgénica. Na Figura 1E, um dos fragmentos possui
aspecto semelhante a plastico, pela sua transparéncia. Porém, todas essas particulas ndo fazem parte
da composicao original da agua e ndo deveriam estar presentes no seu meio. Para cobrir essa drea
de observacgdo, foram escolhidos aumentos em torno de 500 vezes. Esse aumento foi escolhido em
virtude de: 1) contemplar a faixa de aumento requerido pelas metodologias oficiais de analise de
matérias estranhas em alimentos (AOAC?®); 2) possuir um aumento suficiente para o observador
visualizar as particulas contdaveis ndo muito pequenas e com dimensdes que as enquadre como
matérias estranhas ao alimento.
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Figura 1. Imagens em MEV de alguns campos de 145 um de comprimento x 145 pum de largura, das membranas de filtragao,
com detalhes das matérias estranhas retidas em diferentes tamanhos e formatos. (A — Amostra 1, B - Amostra 2, C — Amostra 3,
D - Amostra 4, E — Amostra 5, F - Amostra 6) — Aumentos de 500x

Porém, para amostras tais como 3, 4 e 7, aumentos menores que 500x, como 200x (Figura
2F) e 300x (Figura 2D), foram suficientes para detec¢ao de matérias estranhas. Na Figura 2B, feita
em aumento de apenas 84 vezes, demonstra-se um campo de observagdo largo com varias matérias
estranhas, de distintos tamanhos, inclusive com um fragmento ndo identificado bastante extenso,
medindo quase 1 mm de comprimento. Em outra amostra (Figura 2A), com um aumento minimo de
25 vezes, o campo de observacdo do MEV mostra dezenas de fragmentos, com variados tamanhos,
filamentosos ou ndo, na superficie da membrana. Nas Figuras 2C e 2E, veem-se estruturas
filamentosas, com detalhe de filamento achatado, que sofreu dobramento (2C) e cilindrico (2E).
Na Figura 2D, visualiza-se fragmento filamentoso, com septos ao longo de sua extensdo e a Figura
2F mostra a presenc¢a de distintas particulas. A amostra 8 apresentou fragmento bem distinto e
incomum (Figura 2G).
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Figura 2. Matérias estranhas encontradas nas amostras de 4gua analisadas. (A) Imagem em aumento de 25x, amostra 7. (B) Imagem
em aumento de 84x, amostra 7. (C) Imagem em aumento de 500x, amostra 7. (D) Imagem em aumento de 300x, amostra 4. (E)
Imagem em aumento de 500x, amostra 4. (F) Imagem em aumento de 200x, , amostra 3. (G) Imagem em aumento de 900x, amostra 8
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A literatura tem demonstrado a presenca de contaminagdo microbioldgica em muitas amostras de dguas
minerais ao longo dos anos'’, relatando-se a incidéncia de contaminagdes por coliformes totais e termotolerantes,
Pseudomonas aeruginosa, entre outros. No entanto, a detec¢do de matérias estranhas tem sido pouco relatada,
como demonstrado no trabalho de Silva et al', que avaliaram a presenca de matérias estranhas em agua para
consumo humano, onde 69% das amostras estavam em desacordo com a legislagdo vigente por conter residuo
vegetal, algas verdes, fungos filamentosos, matéria amorfa e protozoarios de vida livre.

As matérias estranhas apresentadas na Figura 1 possuem tamanhos e formatos distintos e indicam a
ocorréncia de falhas no processo de fabricag¢ao do produto. Fragmentos filamentosos, como os apresentados
na Figura 2 (A, B, C, D, E, F, G), indicam claramente falhas nas Boas Praticas de Fabricagdo do produto,
podendo trazer riscos a saude do consumidor. Especificamente na Figura 2D, a presen¢a de septos ao
longo da extensao do filamento, sugere fortemente uma possivel origem bioldgica. O filamento cilindrico
mostrado na Figura 2E tem origem duvidosa, podendo ser organico ou inorgénico, e também apresenta
extenso tamanho. Outra preocupagdo aqui colocada se refere a possivel presenga de microplasticos,
definidos como quaisquer particulas plasticas sdlidas insoliveis em agua com dimensdes entre 1 pm e 1.000
nm, dimensdes compativeis com as matérias estranhas aqui apontadas.

Montagner'? relataram que os micropldsticos exercem potenciais riscos aos seres humanos e podem
ser vetores de transporte de outros contaminantes quimicos ou bioldgicos. Sua ocorréncia, portanto, em
agua envasada para consumo humano é inadmissivel. De acordo com a Resolugao RDC n° 717/2022', a
tolerancia para essas particulas é auséncia total, nao devendo conter contaminantes quimicos, bioldgicos ou
matérias estranhas que representem risco a saude do consumidor. Assim, as matérias estranhas encontradas
nesta investigagdo estdo em desacordo com a legislacao vigente.

Algumas vantagens de utilizagdo do emprego do MEV como instrumento de contagem e observagao
das matérias microscopicas em aguas minerais naturais envasadas podem ser listadas: 1) permite a observagao
de fragmentos grandes e pequenos; 2) para os fragmentos pequenos, aumentos maiores do que os permitidos
pela microscopia dptica convencional como 2.500, 3.000 ou 5.000 vezes, permitem o exame minucioso da
matéria estranha encontrada, provendo a chance de uma inferéncia sobre a origem da particula encontrada;
3) a metalizagdo realizada no preparo da membrana antes de ser levada ao MEV prové nitido contraste das
particulas sobre o fundo ‘cinza escuro’ da membrana, pois aparecem mais claras e nitidamente observaveis
e contaveis. No caso da observagdo em instrumentos comuns de dptica, algumas matérias estranhas claras e
com baixa refracdo da luz, podem ser invisiveis ao observador, causando um ‘falso’ resultado; 4) o preparo da
amostra é bastante rapido, devendo-se apenas filtrar a amostra em uma membrana, metalizd-la e leva-la para
a visualizagdo; e por ultimo, 5) matérias estranhas transparentes e diafanas, tais como microplasticos, dificeis
de serem visualizadas em microscopia Optica, sao facilmente detectadas em MEV. Esse método necessitaria,
porém, de aprimoramento no que se refere a identificagao e diagnostico das estruturas visualizadas.

Foi mostrado que o microscopio eletronico de varredura (MEV) apresentou-se como instrumento
adequado para auxiliar na determinagdo, contagem e observagdo de matérias estranhas em amostras de
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aguas minerais naturais envasadas, estatisticamente confiavel e capaz de detectar materiais opacos e também,
transparentes e diafanos. Seria um método em complementagdo aos métodos convencionais (filtragao e leitura
em microscopio estereoscdpico e 6ptico), na identificagdo de matérias estranhas de dificil diagndstico.
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O Comité de Integridade na Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CIPIAL), com o objetivo de promover a cultura da
integridade cientifica como um dos valores fundamentais defendidos pela institui¢ao nas suas atividades de pesquisa,
considera relevante compartilhar com a comunidade cientifica a sua implantagdo, destacando o seu papel no
gerenciamento deste tema na instituicdo. Apds a publica¢do de seu regimento, de acordo com as suas competéncias
primordiais, o CIPIAL elaborou e publicou o Cédigo de Boas Praticas Cientificas do IAL com o objetivo de definir as
politicas de integridade para orientar os profissionais envolvidos com a pesquisa.

Palavras-chave. Revisdo de Integridade Cientifica, Etica em Pesquisa, Pesquisadores, M4 Conduta Cientifica.

The Research Integrity Committee of the Adolfo Lutz Institute (CIPIAL), with the aim of promoting the culture of
scientific integrity as one of the fundamental values defended by the institution in its research activities, considers it
relevant to share its implementation with the scientific community, highlighting its role in managing this issue at the
institution. Following the publication of its rules and regulations, in accordance with its core competencies, CIPIAL
drew up and published the IAL Code of Good Scientific Practice with the aim of defining integrity policies to guide
professionals involved in research.

Keywords. Scientific Integrity Review, Research Ethics, Researchers, Scientific Misconduct.
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A integridade na pesquisa ¢ fundamental para manter a exceléncia cientifica bem como a confianga
na ciéncia. Os cientistas ao realizarem suas atividades profissionais, além dos valores éticos universais como,
por exemplo, a bioética, ha aqueles especificamente cientificos, relacionados com a finalidade propria de
sua profissdo, a construgdo da ciéncia como um patrimonio coletivo, sendo essa, parte da ética profissional
que remete a expressao Integridade na Pesquisa. O compromisso de um cientista submete-o a deveres
profissionais concernentes a qualidade cientifica dos resultados de seu trabalho de pesquisa, e esse trabalho
individual apenas se efetiva como parte da constru¢ao coletiva da ciéncia'.

A pesquisa diz respeito a todo trabalho original de investigagdo teérica ou experimental para a
aquisi¢do de novos conhecimentos. Baseia-se no trabalho da comunidade de pesquisadores e desenvolve-se
independentemente de interesses ideologicos, econdmicos ou politicos?.

A divulgagdo de resultados de um trabalho cientifico tem repercussdes importantes para a
sociedade. Alguns deles podem afetar a satide e o bem-estar dos individuos. Outros podem ser utilizados
por formuladores de politicas publicas para decises em assuntos diversos, agoes de regulagao, de mitigacdo
de impactos negativos, entre outros. Mesmo que os resultados cientificos nao tenham aplicagao imediata,
contribuindo para ampliar a gera¢ao de conhecimentos, nao sdo menores as responsabilidades dos cientistas
envolvidos com o publico®.

Para o cientista, a integridade compreende, acima de tudo, o compromisso do individuo com a
honestidade intelectual e a responsabilidade pessoal. Para uma instituicdo, ¢ o compromisso de criar
um ambiente que promova condutas de responsabilidade e adote padrdes de exceléncia, confiabilidade
e legalidade, que possa avaliar se profissionais envolvidos com a pesquisa e administradores percebem a
criagdo de um ambiente com altos niveis de integridade. Deste modo, as instituicdes de ensino e pesquisa
tém o dever de promover e monitorar a conduta responsavel na pesquisa. Sugere-se que as institui¢oes
criem instancias encarregadas pela promog¢ao da integridade em pesquisa por meio de desenvolvimento de
programas e planos que incluam atividades educacionais, de treinamento e preventivas em relagdo as mas
condutas. Outra medida efetiva e importante é o estabelecimento de politicas e diretrizes institucionais para
auxilio a comunidade cientifica que contribuam no monitoramento das condutas referentes a integridade
em pesquisa*’.

Os aspectos concernentes a integridade devem ser objeto de autorregulacdo e autocontrole pela
propria comunidade cientifica e ndo ser uma competéncia governamental ou designada a algum drgéao
externo, como enfatiza a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)®. Cabe aos
cientistas formular os principios e valores especificamente cientificos que definem o conceito de integridade
da pesquisa, definir critérios que permitam distinguir as boas e mas condutas nas diferentes areas da ciéncia,
assim como aplicar esses critérios para a identificagdo, investigacdo e puni¢ao de mas condutas’.

Nas udltimas décadas, universidades e instituicbes de ensino e pesquisa, sociedades cientificas e
autoridades nacionais desenvolveram leis, regulamentos, guias e procedimentos especificos para direcionar
acoes no combate as mas condutas>®'°. Apesar desse avanc¢o, hd muito a ser feito, principalmente no que se
refere ao desenvolvimento de instrumentos de prevencao, suporte e estabelecimento efetivo de sangoes para

coibir as mas condutas cientificas, como vemos no caso das institui¢oes académicas de nosso pais''*.
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Desde 2015, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) iniciou as tratativas para a realizacdo de estudo referente a
tematica de integridade cientifica. Tornou-se a primeira instituicdo no 4mbito dos institutos de pesquisa do
estado de Sdo Paulo a tomar iniciativas efetivas para o aprofundamento no assunto.

Inicialmente, foi criado o Grupo de Estudo de Integridade na Pesquisa do IAL (GEIPIAL), grupo
de trabalho instituido pela Portaria Dg/Ial 25, de 26 de agosto de 2016". Como resultado desse estudo,
verificou-se a necessidade de se promover a cultura da integridade cientifica na pesquisa e no ensino, e
a implantagdo de politicas de conduta responsavel para fortalecer ainda mais as boas praticas cientificas
relacionadas a integridade ética na instituicdo. Constatou-se também a necessidade da criagdo de um
6rgao interno responsavel por esse gerenciamento. Posteriormente, a direcdo geral da institui¢ao, no uso
de suas atribuigdes, criou em 2017, o Comité de Integridade na Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CIPIAL)
que, logo em seguida, publicou o Guia de Recomendacdes de Boas Praticas Cientificas do IAL, elaborado
pelo GEIPIAL, dispondo sobre valores, principios, orientagdes para a condu¢ao da pesquisa cientifica,
comunica¢do de seus resultados e praticas responsaveis'®. Ao CIPIAL compete: estabelecer, fortalecer e
assegurar a manuten¢do de uma estrutura para a promog¢ao da cultura de integridade ética da pesquisa;
coordenar agdes preventivas e educativas sobre a integridade ética na pesquisa; atuar como 6rgao consultivo,
examinando situagdes onde haja duvidas sobre integridade na pesquisa; coordenar as agdes de recebimento
de alegagdes e averiguagao inicial e, se necessario, encaminhamento para investigagdo quanto as alegagdes
de praticas de ma conduta na institui¢ao'’.

Desde 2017, o CIPIAL tem promovido atividades educativas diversificadas para a comunidade
cientifica com a realizagdo de cursos, palestras, simpdsios e divulgacdo de normativas institucionais sobre
integridade em pesquisa.

Em 2021, o Comité tornou publico seu regimento'®. Em 2022, foi reformulado e ampliado o niimero
de membros', tendo sido apresentado para a comunidade cientifica institucional, com a finalidade
principal de promover a Cultura de Integridade Cientifica, como um dos valores fundamentais defendidos
pela institui¢do nas suas atividades de pesquisa. Dentre as competéncias primordiais estabelecidas, uma
delas foi a elaboragdo do Cddigo de Boas Praticas Cientificas do IAL com intuito de definir as politicas
de integridade na pesquisa, para servir de norteador aos cientistas como base de apoio a institui¢do nos
assuntos referentes a possiveis casos de ma conduta. Em seguida, este documento foi instituido pela
Portaria IAL - 19, de 11 de julho de 2023*. Nesta normativa estdo descritos os desvios de comportamentos
inaceitaveis, como as mas condutas graves, a falsificacao, a fabricacdo e o plagio e também as praticas
de pesquisa questionaveis como, por exemplo, atribuicdo de autoria a quem nao contribuiu de forma
intelectual ou pratica significativa no trabalho, duplicagao de publicagdo, conflito de interesse, entre
outros®. Posteriormente, o CIPIAL disponibilizou o documento Cédigo de Boas Praticas Cientificas do
IAL no sitio eletronico da instituigdo, com o objetivo de reforcar a adesdo de seus profissionais as boas
praticas na condug¢ao da pesquisa cientifica®.

O CIPIAL considera importante que o assunto seja divulgado, discutido e bem compreendido
por todos. A participagdo dos cientistas em agdes educativas planejadas e o conhecimento do Cédigo de

Boas Praticas Cientificas do IAL podera favorecer a integridade na pesquisa, fortalecendo a comunidade
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académica e cientifica, resultando em melhor qualidade de suas atividades de pesquisa e maior confian¢a

da sociedade.
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A resposta imunoldgica pelo SARS-CoV-2 apds protocolos vacinais e infec¢do natural é pouco compreendida.
Comparando individuos vacinados com esquema heterélogo que receberam um refor¢o vacinal (imunidade vacinal)
com aqueles que apresentaram episodio leve de COVID-19 (imunidade hibrida) no mesmo periodo, verificamos niveis
semelhantes de anticorpos contra SARS-CoV-2. Em culturas de células mononucleares, o estimulo com o antigeno viral
induziu produgido de citocinas pré-inflamatérias nos dois grupos, entretanto, os niveis de IL-17 foram menores em
individuos com imunidade vacinal. Nossos resultados sugerem que o refor¢o vacinal teve efeitos semelhantes a infec¢ao
natural pelo SARS-CoV-2 na resposta imunoldgica de individuos previamente vacinados.

Palavras-chave. SARS-CoV-2, COVID-19, Vacinas, Resposta Imune, Anticorpos.

The immune response generated by SARS-CoV-2 vaccination protocols and natural infection remains incompletely
understood. We compared individuals who received a heterologous vaccination scheme with a booster shot (vaccine
immunity) to those who experienced a mild COVID-19 episode (hybrid immunity) during the same timeframe. Our
findings revealed similar levels of SARS-CoV-2 antibodies in both groups. Stimulation by viral antigen in mononuclear
cell cultures induced pro-inflammatory cytokines in both groups, while individuals with vaccine immunity exhibited
lower IL-17. These results suggest that a vaccine booster can induce an immune response in previously vaccinated
individuals comparable to that elicited by natural SARS-CoV-2 infection.

Keywords. SARS-CoV-2, COVID-19, Vaccines, Immune Response, Antibodies.
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A COVID-19 permanece um problema sanitario atual, sendo a vacinagdo uma importante ferramenta
profilatica para mitigar os impactos dessa doenga. Apesar da aplicacao de vacinas desencadear a producao de
uma resposta imune especifica com papel protetivo, foi notado que a aplicagdo de uma unica dose vacinal nao
sustenta essa imunidade ativa por longos periodos, havendo diminui¢do dos niveis plasmaticos de anticorpos
apds poucos meses'. Assim, sao necessarias doses de refor¢o para manter uma resposta imune eficiente por
periodos maiores. Com o desenvolvimento de diferentes vacinas, diversos protocolos heterélogos foram
aplicados a fim de gerar respostas imunoldgicas mais eficazes'. Nesse cendrio, foi amplamente questionada a
eficacia das vacinas e dos protocolos vacinais diante da protegao gerada pela infecgao natural®.

Dessa maneira, investigamos a resposta imune celular e humoral especifica de trabalhadores da
saude previamente submetidos a esquema vacinal heterélogo, comparando o efeito da infec¢do natural pelo
SARS-CoV-2 ap6s o esquema vacinal com uma dose de refor¢o com a vacina da Janssen.

Foram avaliados profissionais da area de saude do sexo feminino (n = 24) imunizadas com esquema
vacinal heterélogo contra o SARS-CoV-2 composto por trés doses de vacina, sendo as duas primeiras doses de
CoronaVac (Sinovac Biotech/Butantan), com um intervalo de 21 dias entre elas, e a terceira dose de BNT162b2
(Comirnaty, Pfizer-BioNTech), 180 dias ap6s a primeira dose da CoronaVac. As participantes foram divididas em
dois grupos: Imunidade Hibrida (IH; n = 9) e Imunidade Vacinal (IV; n = 15). O grupo IH apresentou um unico
episodio de COVID-19 com sintomas leves, sem necessidade de internagao, num periodo entre 30 e 60 dias
antes do estudo. O grupo IV recebeu, nesse mesmo periodo, uma dose de refor¢o com a vacina Ad26.COV2.S
(Janssen, Johnson & Johnson) e nunca teve confirmada infecgao pelo SARS-CoV-2 até o momento do estudo.

A pesquisa de IgG anti-Spike do SARS-CoV-2 foi feita por ELISA empregando-se um kit comercial (EI2606-
9601G, Euroimmun, Liibeck, Germany), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a avaliacdo da resposta
imune celular foram feitas culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMC - Peripheral blood
mononuclear cell) estimuladas com a cepa selvagem de SARS-CoV-2 (Genbankaccess MT126808.1) inativada
por radiagdo ultravioleta. As células mononucleares foram isoladas em gradiente de densidade empregando-se
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA). O ntiimero de células foi determinado através do método
de exclusiao com azul de Tripan em cdmara hemocitométrica de Neubauer e as células foram distribuidas em
placas de 96 pogos, na densidade de 1x10° células/pogo. As culturas foram realizadas em meio RPMI 1640 (Gibco,
Life Technologies, New York, NY, USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco), 1 mM penicilina-
estreptomicina (Gibco), 2 nM de L-glutamina, 1 mM de aminoacidos nao essenciais e mantidas em estufa
incubadora a 37 °C com 5% de CO, por 24 horas. Foram gerados 8 pogos de cultura por paciente, divididos em
culturas controles nao estimuladas e culturas estimuladas com SARS-CoV-2 inativado na multiplicidade de infec¢éo
10:1 (virus:célula). Os niveis de interleucina (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-17, Interferon-
gama (IFN-y) e Fator de necrose tumoral (TNF) foram avaliados no sobrenadante das culturas empregando-se o
ensaio multiplex CBA (Cytometric Bead Array, BD Biosciences) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para a analise de dados, a comparagdo dos resultados entre diferentes grupos foi feita pelo teste de
Mann Whitney, e a comparagdo entre as variaveis no mesmo grupo foi feita pelo teste de Wilcoxon, apds
a exclusdao dos outliers pelo método ROUT. Todas as andlises foram realizadas pelo programa estatistico
GraphPad Prism versdo 9.0.0 (2020). O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Lauro de Souza Lima
(Ntmero do Parecer: 5.485.067) de acordo com as normas preconizadas pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), e seguiu os padroes exigidos pela Resolugdo 466/2012 do Ministério da Satide — Conselho
Nacional da Satide. Consentimento informado, livre e esclarecido foi obtido de todos os participantes do estudo.

A média de idade do grupo IH foi de 51,4 anos enquanto no grupo IV a média foi de 50,1 anos.
Os niveis de anticorpos foram semelhantes entre os grupos, nao havendo diferenca significante entre os
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individuos que foram naturalmente infectados pelo SARS-CoV-2 (IH) e aqueles que receberam a dose
de refor¢o vacinal (IV) (Figura A). Quanto a produgdo de citocinas (Figura B), observamos que nas
culturas estimuladas com SARS-CoV-2, houve maior produgdo de citocinas pro-inflamatdrias TNF e
IL-6 em ambos os grupos em comparagao com as culturas ndo estimuladas, sem diferencas significantes
entre os grupos. Os niveis de IL-17 foram maiores no grupo IH tanto nas culturas ndo estimuladas quanto
naquelas estimuladas com o SARS-CoV-2 em comparagdo ao grupo IV. Em relagdo a IL-10, verificamos
menor produgdo nas culturas estimuladas pelo SARS-CoV-2 do grupo IH, enquanto no grupo IV nio
houve diferenca significativa entre culturas estimuladas e nao estimuladas. A produgdo de IL-1f foi
siginificativamente maior nas culturas estimuladas com o virus apenas no grupo IV. Os niveis de IL-2, IL-4,
IL-5, IL-9, IL-12p70 e IFN-y foram baixos ou indetectaveis.
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Figura. (A): Detec¢do por ELISA de anticorpos (IgG) contra a proteina S (Spike) do SARS-CoV-2 em amostras de soro. Os
valores apresentados representam a razao entre a absorbancia na amostra (A) de cada paciente e o cut-off (CO) fornecido pelo
fabricante do ensaio; (B): Niveis de citocinas em culturas de células monuclares de sangue periférico estimuladas com SARS-
CoV-2 (SARS) inativado ou mantidas sem estimulo (Controle). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, #p < 0,05, ##p < 0,01. Teste de
Wilcoxon para amostras pareadas (*); Teste de Mann-Whitney (#)
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O entendimento da fisiopatogenia da COVID-19 e de ferramentas que diminuam a transmissao e
gravidade do quadro clinico é de suma importancia para o manejo dessa doenga. Nesse sentido, as vacinas
foram implementadas como ferramenta para reducdo da transmissdo e dos danos causados pela doenga®.

No presente estudo, verificamos que os individuos previamente vacinados que receberam uma
dose de refor¢o apresentaram resposta semelhante aos individuos vacinados que foram naturalmente
infectados pelo coronavirus no mesmo periodo. Ambos os grupos apresentaram niveis semelhantes de
anticorpos IgG contra a proteina Spike do SARS-CoV-2. De maneira similar, Vespa et al> observaram
que individuos naturalmente infectados pelo coronavirus tinham niveis de anticorpos semelhantes aos
observados em individuos que receberam a vacina baseada em vetor viral (Ad26.COV?2.S, Janssen), cerca
de 30 dias depois do estimulo. Resultados semelhantes foram relatados por Rossi et al*, a0 comparar
os niveis de anticorpos entre individuos naturalmente infectados e aqueles vacinados com outra vacina
empregando vetor viral (AZD1222, Astrazeneca), enquanto as vacinas baseadas em mRNA induziram
niveis mais elevados de anticorpos?.

Embora todos os participantes tenham recebido imunizagao prévia com virus inativado (Coronavac)
e reforco com vacina baseada em mRNA (BNT162b2; Pfizer-BioNTech), os niveis de anticorpos produzidos
frente a esta ultima caem drasticamente apds 6 meses de imuniza¢ao®. Assim, acreditamos que os dados
apresentados reflitam o ultimo estimulo recebido: infec¢ao natural ou refor¢o adicional com vacina de
vetor viral.

Além da resposta imune humoral representada pela produ¢ao de anticorpos, o conjunto de citocinas
produzido em resposta ao SARS-CoV-2 apresenta grande relevancia para o desfecho da infec¢ao. Nossos
resultados demonstraram que o perfil de citocinas pro-inflamatérias (TNF e IL-6) induzido em culturas de
PBMC estimuladas com o coronavirus inativado, foi semelhante entre individuos que receberam o reforgo
vacinal e aqueles que tiveram a infeccdo pelo SARS-CoV-2. No entanto, observamos aumento de IL-1p
apenas no grupo que recebeu o refor¢o vacinal (IV). Olajide et al® também verificaram produgao elevada
de TNE IL-6, IL-1P e IL-8 em culturas PBMCs de individuos saudaveis nao vacinados estimuladas com
antigenos do SARS-CoV-2. No mesmo sentido, Vespa et al* relataram niveis semelhantes de linfocitos T
CD4" produzindo TNF entre individuos naturalmente infectados pelo coronavirus e aqueles imunizados
com a vacina, baseada em vetor viral (Ad26.COV2.S, Janssen).

A IL-17 é uma citocina pré-inflamatéria considerada um marcador da gravidade da doenga, pois
contribui de maneira ativa para a gravidade do quadro inflamatério’. Nossos dados, entretanto, ndo apontam
niveis elevados desta citocina nas culturas estimuladas com o SARS-CoV-2, fato que pode estar relacionado
ao modelo empregado, incluindo o antigeno usado (virus inativado) e o curto periodo de incubagao (24
horas). Vale ressaltar, entretanto, que essa citocina foi a inica que apresentou niveis maiores no grupo IH,
sugerindo que a infec¢ao natural pelo virus pode estimular sua produgéo, fato que nao ocorreria na IV e
poderia contribuir na prote¢iao contra danos inflamatorios.

Com um papel regulador, a IL-10 confere protecdo frente a quadros inflamatdrios. No contexto do
COVID-19, esta citocina é encontrada em niveis aumentados em conjunto com outras citocinas inflamatorias
como aIL-4,1L-7,1L-18,IFN-y e TNF®. A menor produgao desta citocina nas culturas do grupo IH estimuladas
com antigenos do SARS-CoV-2 sugere que a resposta ao virus é mediada principalmente por citocinas pro-
inflamatérias, e a produgao da IL-10 pode até ser inibida. No grupo IV, por outro lado, ndo houve inibi¢ao da
produgao desta citocina, sugerindo um melhor prognéstico para estes individuos.
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Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo apontam semelhan¢a nas respostas imunes
mediadas por anticorpos e citocinas entre os grupos IV e IH, sugerindo que a aplicagio de doses de reforgo
aos esquemas vacinais heterologos é capaz de mimetizar a protecdo conferida pela infeccdo natural em
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