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APRESENTACAO

Considerando os diversos campos de atuagéo do profissional de Biomedicina
e sua incessante busca por novas descobertas tecnolbgicas, laboratoriais,
diagnosticas, além de seu comprometimento com a saude da populacdo e com
0 meio ambiente, a editora Atena langa o e-book “NOVOS PARADIGMAS DE
ABORDAGEM NA BIOMEDICINA CONTEMPORANEA 27, que traz 07 artigos que
ajudam a esclarecer, fundamentar e evidenciar a atuacéo do profissional biomédico
nas suas diversas areas de trabalho.

Através desta leitura, vocé podera descobrir e ampliar seus conhecimentos
sobre diversas possibilidades e atualizagbes que envolvem a abordagem da

Biomedicina.
Aproveite a leitura!

Claudiane Ayres
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RESUMO: O conhecimento substancial acerca
dos Benzodiazepinicos (BZDs) declara a
eminente aplicabilidade e uso desses farmacos

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea 2

CLOBAZAM

como hipnéticos e sedativos. Dentre esses,
o Clobazam confere a melhor competéncia
ansiolitica e anticonvulsivante, dada a atuacéo
direta sob os receptores GABA-A do Sistema
Nervoso Central (SNC) e original conformacgéo
quimica (1,5-benzodiazepina). Visto o diferencial
do Clobazam, o seu marco foi concretizado na
industria farmacéutica. O objetivo deste trabalho
foi realizar uma pesquisa bibliografica sobre a
farmacocinética, farmacodinamica e potencial
terapéutico do Clobazam, mediante uma analise
comparativa entre este e alguns farmacos
tradicionais dessa classe, no tratamento
de sindromes associadas a epilepsia. Foi
realizada uma revisdo narrativa da literatura
disponibilizada na plataforma Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (Medline)
ou PubMed, a partir da pesquisa de artigos
originais envolvendo benzodiazepinicos novos e
tradicionais, da classe hipnéticos e sedativos. E
possivel considerar o clobazam como a melhor
escolha para tratamento atualmente, visto o
decaimento nos efeitos colaterais com base nos
outros farmacos da classe.
PALAVRAS-CHAVE:
Clobazam. Sindrome de
Hipnoticos. Sedativos.

Benzodiazepinicos.
Lennox-Gastaut.

THE ASCENDANCE AND APPLICATION
OF THE LATEST BENZODIAZEPINE: A
REVIEW ON CLOBAZAM

ABSTRACT: The substantial knowledge
concerning Benzodiazepines (BZDs) declares
an eminent applicability and use of these drugs
as hypnotics and sedatives. Among these,

Capitulo 1



Clobazam disposes a major anxiolytic-antiepileptic competence, given its affiliation
with Central Nervous System’s (CNS) GABA-A receptors and its original chemical
conformation (1,5-benzodiazepine). Given Clobazam’s differential, its mark was firmed
on the Pharmaceutical Industry. This paper objective was to execute a bibliographic
research on Clobazam’s pharmacokinetics, pharmacodynamics and therapeutic
potential upon a comparative analysis between the present and some others drugs in
this class in treatment of epilepsy related syndromes. A narrative review was completed
using literature available on Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(Mediline) or PubMed platform based on a research of original papers that referred to
new and traditional benzodiazepines within hypnotics and sedatives class. Nowadays
it is attainable to consider clobazam as the best choice in treatment, being observed a
decay on collateral effects in comparison with some other drugs in this class.
KEYWORDS: Benzodiazepines. Clobazam. Lennox-Gastaut Syndrome. Hypnotics.
Sedatives.

11 INTRODUGAO

No periodo dos anos 50, inovagdes quimicas puderam ser aprimoradas
a fim de restabelecer uma terapéutica mais eficaz no tratamento de doencas
convulsivas. Embora os efeitos tranquilizantes da época atingissem os objetivos da
terapia, a farmacoterapia acompanhava, também, uma série de efeitos adversos
que poderiam ser minimizados. Nesse sentido, a base do projeto, que deu origem
aos benzodiazepinicos (BZDs), foi a sintese quimica de um novo farmaco, ou a
modificagcdo de um ja existente, de acordo com o idealizador, o quimico, Leon H.
Sternbach (STERNBACH, 1979), a fim de alcangar melhores efeitos, com reducéo
das respostas adversas.

A inser¢cdo dessa classe de farmacos no mercado foi marcada com o
lancamento do primeiro farmaco do grupo, o clordiazep6xido, em 1960, com agao
no tratamento da sindrome de abstinéncia alcodlica, ansiedade e ansiedade pos-
operatoria. Este permitiu a continuidade dos BZDs, visto que a enorme referéncia
promoveu a ocupacao de uma droga 3 a 10 vezes mais potente, o Diazepam, lancado
em 1963. Além dos usos clinicos semelhantes ao clordiazepéxido, o Diazepam foi
utilizado na sedacéo, pré-medicacéo antes da cirurgia, procedimentos endoscopicos
e cardioversao, e o status epiléptico. Apds a sua consolidagéo, uma série de mais
de 12 farmacos foram disponibilizados logo em seguida, num periodo de 5 décadas,
considerando-se os farmacos mais prescritos no mundo entre as décadas de 60 e
70 (WICK, 2013).

Em 1973, o Clobazam teve sua comprovacao descrita, sugerindo que esse
farmaco poderia ser utilizado no tratamento da ansiedade, e via alternativa para
reducao dos efeitos sedativos dos BZDs. Sendo assim, foi aprovado na Europa
e no Canada em 1988 (MONTENEGRO et al., 2008). A comprovacéao foi mediada
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pelos testes cientificos realizados em humanos, destacando este novo farmaco no
mercado mundial, principalmente no tratamento farmacol6gico adjunto a sindrome
de Lennox-Gastaut (TOLBERT et al., 2004). Vale ressaltar, ainda, a efetividade do
farmaco em tratar pacientes infantis com quadros longos de epilepsia, por mais de
dois anos (MILLS et al., 2011).

Este artigo trata-se de uma revisdo narrativa da literatura a partir da
bibliografia disponibilizada na plataforma Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (Medline) ou PubMed. O levantamento se deu a partir da revisdo
dos artigos originais que apresentavam a abordagem dos novos farmacos da classe
hipnéticos e sedativos, visando os benzodiazepinicos. Para esta finalidade, foram
apurados artigos do ano 2001 a 2015 com a tematica “farmacos benzodiazepinicos”,
de acordo as palavras chaves: benzodiazepines, hypnotics and sedative, history
of benzodiazepines. Em contrapartida, para o Clobazam, foram atribuidos artigos
do ano 1996 a 2018, com as palavras chaves: clobazam, treatment of epilepsy.
Por fim, para a Sindrome de Lennox-Gastaut, utilizaram-se artigos de 1998, 2017 e
2018, com as palavras chaves: lennox-gastaut syndrome, epilepsy disease. Dentre
0s pesquisados, foram excluidos os artigos de reviséo de literatura.

Portanto, esse estudo teve como objetivo realizar um levantamento
bibliografico sobre a farmacocinética, farmacodinamica e potencial terapéutico
do Clobazam, mediante uma andlise comparativa entre este e os farmacos mais

usados dessa classe.

21 DESENVOLVIMENTO E APRESENTAGCAO DE RESULTADOS

2.1 Os Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos (BZDs), uma classe de farmacos psicotrdpicos de
carater hipnoticos/sedativos, ansioliticos e anticonvulsivantes, assumiram maior
notoriedade no mercado a partir 1960, com a distribuicdo dos 14 farmacos capazes
de promover efeito satisfatorio e resultados positivos em grande parcela dos
pacientes, devido sua alta eficacia terapéutica (CASCADE; KALALI, 2008). Estes
farmacos viabilizam a reducéo da excitabilidade dos neurdnios, amplificando o
efeito inibitério e calmante no cérebro. Por conta disso, desde os primérdios da
sua ascensdo no mercado, foram prescritos para alivio da ansiedade, da tenséo
e da insbnia. Ademais, os BZDs sao também utilizados como antiepilépticos e,
comparado a outras drogas de efeito sobre o SNC, sédo os farmacos de escolha para
essas condicdes, pois sdo considerados uma classe de psicotropicos mais seguros
(PIETERS; SNELDERS, 2009).

E coerente a existéncia de caracteristicas primordiais na farmacocinética que
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podem facilitar a biodisponibilidade dos BZDs, como a sua configuragdo e peso
molecular, ionizacdo e o carater lipidico relativo - aspecto facilitador que garante
rapida travessia da barreira hematoencefalica (BHE) e chegada ao sitio de acao
cerebral. Outrossim, esse fator permite 0 aumento da meia-vida devido ao acumulo
no tecido adiposo (KAYE et al., 2012).

Os BZDs podem ser administrados pelas vias oral, intramuscular,
intravenosa, sublingual e intranasal (KAYE et al., 2012), sendo que cada farmaco
possui velocidade de absorgéo desigual de acordo a via utilizada. O Lorazepam,
por exemplo, € bem absorvido na via sublingual, enquanto o Clobazam, no trato
gastrointestinal (TGl) (FOX et al., 2011). Os BZDs, quando administrado em via
oral, tem elevado grau de biodisponibilidade, compreendido entre 80-100%, devido
a presenca da enzima 345 do citocromo P450 no intestino delgado. Logo, passam
pelo metabolismo de primeira passagem hepatica, sofrendo reagbes de oxidacao
pelas enzimas CYP 3A4, 3A5, 2B6, 2C9, 2C19E 1A2 (KAUR, 2008).

Os BZDs disp6em de uma estrutura semelhante ao GABA, o neurotransmissor
de sintese enddgena mais abundante do sistema nervoso central. Desta forma, a
relacdo dos BZDs no SNC humano é baseada na combinag¢é@o entre atuacdo do
farmaco como ligante no receptor neuronal GABA-A, atuando de maneira alostérica
positiva. Os efeitos eletrofisioloégicos do receptor séo induzidos apds o pareamento,
que ird gerar uma hiperpolariza¢cdo devido a alteracdo conformacional no canal
de cloreto, provocando o seu influxo, e acumulo de carga negativa no ambiente
intracelular. Assim, é configurado um potencial de membrana que permite o
mecanismo inibitério do neurotransmissor GABA via receptor GABA-A (FOX et al.,
2011).

Na estrutura do GABA-A sdo encontradas subunidades estratégicas,
verdadeiros sitios de acdo para ocorréncia desse pareamento: as subunidades alfa
(a), beta (B) e gama (y). O local de ligacdo dos BZDs ¢ especifico para o alfa e o
gama, que também sofrem uma alteracdo conformacional para permitir o estimulo,
garantindo seu efeito modulador. O alfa é distribuido em aproximadamente 6
isoformas, onde 1, 2, 3 e 5 detém maior afinidade com os BZDs, em virtude dos
residuos de histidina H101, H101, H126 e H105 (respectivamente). Ja as isoformas
4 e 6, sdo opostas, ndo possuem nenhuma afinidade, explicado justa a presenca
de arginina em sua composicdo. Em contrapartida, a subunidade beta ndo revela
relacéo de interacao (KELLY et al, 2002).

OS BZDs possuem receptores particulares que contém subunidades alfa
e beta. O BZD1 é majoritariamente encontrado no cortex, cerebelo, hipocampo,
sistema limbico e talamo (SIEGHART, 1994; RUDOLPH et al, 2000). Regides
que controlam, respectivamente, atividades como controle de concentracdo e

atencao; coordenacdo do movimento motor; equilibrio; tdnus muscular; aquisicao
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da memoria. Em razéo da extensa area de atuagéo, fortemente ligada aos efeitos
sedativos, e a sua grande lipossolubilidade, os BZDs podem ser perigosos (FOX
et al., 2001). A amnésia € uma consequente patologia que pode ser observada
comprovado através da nogdo de que em 60% dos receptores, ha presenca da
subunidade alfa (MATILLA-EVENDEN et al., 2001).

Ja os BZDs contém mais isoformas alfa do tipo dois, encontradas no sistema
limbico, corno dorsal da medula espinhal e até nos neurénios motores. Localidades
que sdo relacionadas a efeitos ansioliticos e relaxamento muscular. Porém, nem
todos os BZDs interagem com o mesmo tipo de receptor BZ ou com afinidade igual
a um receptor especifico. Estas diferencas nas isoformas das subunidades, na
afinidade do tipo de receptor BZ e na localizagdo no sistema nervoso central sdo
responsaveis pelos diferentes efeitos dos varios BZDs (CRESTANI et al., 2001).

Os BZDs demonstram também atividades como agentes antiarritmicos,
antagonistas dos receptores de colecistocinina, agonistas parciais do receptor
al-adrenérgico e antagonistas dos receptores a2-adrenérgicos, compostos
com atividade de receptores opidides e muscarinicos, inibidores da absor¢cédo do
colesterol, agentes antibacterianos e antifungicos, antimaléaricos, anticancerigenos,
anti-inflamatorios, entre outros (SOBANSKA, 2014).

2.2 Efeitos colaterais dos benzodiazepinicos

Esta bem documentado que existem problemas relacionados ao uso continuo
de BZDs relacionados a efeitos colaterais graves, e quadros de dependéncia, desvio,
abuso, dificuldades de conducgé&o e mobilidade, e mortalidade relacionadas com a
superdosagem e a abstinéncia (BRETT; MURNION, 2015). O uso prolongado dessa
classe de farmacos (média de 10 anos) € associado com comprometimento cognitivo
significativo, visto uma piora em usuérios idosos, o que permitiu o desenvolvimento
de estudos epidemioldgicos nesta area. Contudo, a cessacao cautelosa da terapia e
com acompanhamento profissional promove uma melhora desta disfuncdo cognitiva
(AHFS, 2009).

Sugere-se que a tolerancia a BZDs ocorre em diferentes graus ap6s um
tratamento crénico, devido ao carater adaptativo do mecanismo sob o organismo.
A tolerancia sedativa e hipnética se desenvolve gradativamente com o passar dos
dias, seguida pela tolerdncia ao anticonvulsivante em meses, e ainda ha pouca
evidéncia para apoiar a tolerancia ansiolitica (VINKERS; OLIVIER, 2012).

Efeitos adversos como sedacao, tontura, fadiga, dificuldade de concentragéo,
amnésia, mudancas de comportamento ou humor e ataxia sdo caracteristicos
de pacientes usuarios do farmaco (AHFS, 2009). Estudos comprovam que a

descontinuidade repentina de benzodiazepinicos pode levar a convulsdes e
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episodios de ansiedade e ins6nia. Por outro lado, diminuir gradualmente as doses
podem aliviar os sintomas de abstinéncia, como relatado em alguns pacientes
(AHFS, 2009). Devido essas condigcbes agravantes, benzodiazepinicos devem
ser prescritos com cautela para pacientes propensos a drogas ou a alcool e para
pacientes com pensamentos ou tendéncias suicidas (CHOURINARD, 2004).

2.3 Clobazam

Clobazam é um benzodiazepinico que possui caracteristicas ansioliticas e
sedativas, sendo disponivel para o tratamento da Sindrome de Lennox-Gastaut,
para transtornos de ansiedade e como terapia adjuvante para a epilepsia (ANVISA,
2015; TOLBERT; LARSEN, 2018). Detém a nomenclatura quimica 7-cloro-1-metil-
5-fenil-1H-1,5 benzodiazepina e € um Unico da sua classe (1,5 benzodiazepina)
a ser utilizado na clinica atualmente (KUCH, 1979), pois se distingue dos demais
BZDs de caracteristica classica 1,4-benzodiazepina, como os ansioliticos Diazepam
e Lorazepam (MOHLER et al., 2002; RISS et al., 2008).

Ele é comercializado como substancia ativa dos farmacos Frisium® e
Urbanil®, e é apresentado na forma de comprimidos de 10mg ou 20mg, sendo
administrado por via oral (BRASIL, 2015). Sua farmacocinética lhe permite uma
alta absorcdo, apresentando grande biodisponibilidade, alcangando seu pico de
concentracdo em 1-4 horas ap6s a administracdo da dose (RUPP et al., 1979).
O Clobazam se insere entre os BZDs de longa agdo metabdlica, dado que sua
eliminagéo de meia-vida é medida em >24h e tem em média uma meia-vida de 18
horas, enquanto o seu metabdlito tem cerca de 50 horas (GIRAUD et al., 2004).
O processo de catalizagcdo do farmaco é caracterizado a partir de hidroxilagéo,
desmetilagédo e reducédo (VOLZ et al., 1979).

Possui metabolismo de primeira passagem hepatica através da via do
citocromo (CYP) P450 (GIRAUD et al., 2004) e seus alvos séo os receptores GABA-A
do SNC. O CYP3A4 em conjunto com o CYP2C19 agem na desmetilacéo hepatica do
Clobazam originando o metabdlito N-desmetilclobazam (N-CLB), sendo essa reacao
mediada com mais intensidade por CYP3A4 que por CYP2C19. A biotransformacao
posterior ocorre de forma que o N-CLB desencadeie em sua substancia ativa, por
meio de CYP2C19, resultando a 4-hidroxi-desmetil-clobazam. (GIRAUD et al., 2004).
No geral, sua metabolizagédo inclui as isoenzimas CYP3A4, CYP3A5, CYP2B6,
CYP2C9 e CYP2C19 (MOHLER et al., 2002; WALZER et al., 2012). Logo, o N-CLB
€ o metabdlito ativo de maior abundancia na circulacéo sanguinea e sua excre¢ao
foi observada em 82% na urina e 11% nas fezes (FDA, 2011). O maior contribuidor
para a maior metabolizagéo do Clobazam € o CYP2C19, seja dito que em individuos
de pobre presenca desta enzima a concentracao plasméatica de N-desmetilclobazam

era cerca de 5 vezes maior e a concentracéo na urina cerca de 2-3 vezes maior —
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quando comparados aos pacientes sem disturbios enzimaticos (FDA, 2011).

A farmacodinamica desse farmaco possui foco no SNC e envolvimento com
o neurotransmissor GABA (acido gama aminobutirico) que € conhecido por ser um
dos mais importantes neurotransmissores inibitérios presentes no sistema nervoso
e tem atividade em inumeros processos fisiolégicos do organismo.

O neurotransmissor GABA tem como mecanismo a ligagdo com o receptor
GABA, que pode ser do tipo GABA-A (receptor ionotrépico), GABA-B (receptor
metabotropico) e GABA-C (receptor inotropico) (WATANABE et al., 2002). A ligagéo
do GABA com o seu receptor GABA-A provoca a abertura de canais ibnicos ao
desencadear o influxo do ion CI- (cloreto), e levar a hiperpolarizagdo da membrana
celular, resultando em um efeito inibitério a transmissédo de impulso entre os
neurdnios cerebrais, diminuindo o potencial de agéo destas células (LI; XU, 2008).
Naturalmente, os receptores GABA-A sdo estimulados pelo desequilibrio na maior
concentracéo do neurotransmissor em sua fenda sinéptica. Isso provoca o constante
crescimento de afinidade entre ambos, aumentando a possibilidade de interagéo,
para a entrega do estimulo (RISS et al., 2008).

Os primeiros estudos experimentais demonstraram a interacdo dos BZDs
como agonistas do receptor GABA-A (RUDOLPH et al., 1999; HAJOS et al., 2000).
O Clobazam, quando interage na interface da subunidade a e y2 do receptor
GABA-A, como um modulador alostérico (LEON et al., 2013), ocasiona aumento
na afinidade do mesmo com o neurotransmissor GABA. E comprovado que essa
caracteristica possui efeitos que regulam os sintomas da ansiedade, a tenséo
muscular, a atividade epileptogénica e outros, ratificado pelo estudo de Nakamura e
colaboradores (1996) através de estudos em neur6nios de ratos em cultura. Outros
relatos cientificos mostraram que a acdo do Clobazam como anticonvulsivante
e ansiolitico é decorrente da modulacdo alostérica exercida pelo mesmo na
resposta inibitéria do neurotransmissor GABA (TORTORA; DERRICKSON, 2006).
Desta forma, o mecanismo de agéo do Clobazam tem como base, o aumento da
exposicao a sinapse de GABA-A a GABA, gerando ainda maior fungéo inibitéria sob
a neurotransmissdo no SNC (MOHLER et al., 2002).

2.4 Sindrome de Lennox-Gastaut

A sindrome de Lennox-Gastaut (SLG) caracteriza um grave tipo de epilepsia
que se manifesta no inicio da infancia em criancas de até 8 anos de idade, detendo
1-10% de todas as epilepsias infantis. E uma debilidade na condigao fisica, cognitiva,
social e comportamental, ao afetar o desenvolvimento neuroldgico e psicomotor.
A sindrome traz consigo quadros de deficiéncia intelectual, anormalidades
eletrencefalogréaficas especificas e convulsées generalizadas (FRANCOIS et al.,
2017).
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E essencial considerar que 90% dos pacientes acabam intelectualmente
incapacitados, e 0 comprometimento cognitivo instala-se em 75-95% apés cinco
da doenca diagnosticada. Com isso, a probabilidade de acidentes mecanicos
provenientes das crises de epilepsia pode ser consideradas um agravante da
doenca. Cabe ressaltar, ainda, que a sindrome detém uma taxa de mortalidade
entre 4% e 7% dos pacientes com menos de 11 anos de idade. Logo, a SLG afeta
diretamente o bem-estar e a qualidade de vida do paciente e de toda a familia
(FRANGCOIS et al., 2017).

Apesar dos avancgos na tecnologia e na medicina, o controle das convulsées
em pacientes que sofrem essa sindrome ainda é um grande obstaculo, dado que
mais de 90% das criancas com SLG tém epilepsia resistente aos medicamentos, e os
efeitos colaterais podem ser agravantes para os quadros epilépticos (OSTENDOREF;
NG, 2017).

Visto que ¢é uma condicdo fisico-psicossocial arrasadora, o0s
benzodiazepinicos ganharam destaque no tratamento desta sindrome, como
o Clobazam e o Clonazepam. Outras drogas como o Felbamato, Lamotrigina,
Topiramato, e Rufinamida também s&o prescritos. Essas seis drogas foram aprovadas
até hoje pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos. Porém, o
Clobazam tornou-se o farmaco de maior énfase em virtude a sua eficacia para a
terapia de convulsdes, tanto a curto como a longo prazo, em criangas, adolescentes
e adultos e é bem tolerado em todas as idades, comparado a outros farmacos da
categoria (FRANCOIS et al., 2017).

O Valproato, Topiramato e Lamotrigina séo farmacos considerados de primeira
linha, porém esta classificacdo ndo os isenta dos efeitos colaterais gravissimos
de piora do quadro do paciente: o Valproato acarreta risco de hepatotoxicidade e
trombocitopenia, que pode se agravar com a politerapia (OSTENDORF; NG, 2017).
Ao analisar outros farmacos, a Carbamazepina pode exacerbar convulsdes de
auséncia e convulsdes mioclénicas (OSTENDORF; NG, 2017), o Clonazepam pode
ser eficaz para convulsdes miocl6nicas ou tonicas, mas esta associada a efeitos
colaterais mais comuns e tem mais taquifilaxia (OSTENDORF; NG, 2017), e a troca
da terapia do Clonazepam para o Clobazam ha melhor controle das convulsbes e
menos sedacao, porém é aumentando a espasticidade em pacientes com paralisia
cerebral (OSTENDORF; NG, 2017).

O tratamento com Clobazam se mostra vantajoso no estudo realizado
por Francois e colaboradores (2017), que afirmou a diminuigdo na utilizacdo dos
servicos de saude relacionados com as convulsdes e os custos médicos, quando
comparado com um periodo equivalente a 12 meses antes do inicio do tratamento;
houve até mesmo uma reducado dos quadros de crise epiléptica com o continuo da
terapia; ao analisar o Clobazam com outros farmacos, a doenga é agravante quando
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utilizado outros farmacos antiepilépticos, o que sugere a preferéncia da prescricao
do Clobazam em pacientes com SLG que tém epilepsia mais grave; os resultados
indicaram que os pacientes tratados com Clobazam n&do descontinuaram ou
trocaram de tratamento com frequéncia, e permaneceram mais tempo em tratamento
em relagdo aos pacientes que iniciaram o tratamento com drogas antiepilépticas
alternativas (FRANCOIS et al., 2017).

No estudo de Ostendorf e Ng (2017), de classe II, 238 individuos com SLG
foram tratados com diferentes posologias do Clobazam (0,25, 0,5 ou 1 mg/kg/dia) e
com placebo, mostraram resultados de 43% a 78% de redugéo das crises epilépticas,
enquanto pacientes que utilizaram placebo tiveram redugdo de 32% (OSTENDOREF;
NG, 2017). Como comparativo, no estudo feito por Guerrini et al. (1998), a lamotrigina
teve um potencial de aumento da sindrome epiléptica em 80% dos estudados,
aumento de 50% na frequéncia das convulsdes em 40% de 20 pacientes e, ainda,
uma piora nas crises miocldénicas em 33% de 18 pacientes, ap6s a administracao
do farmaco (GUERRINI et al., 1998). O desempenho do clobazam, em posologia de
1mg/kg/dia, foi de redugéo das quedas em 68% nos usuarios em comparagdo com
12% no grupo de placebo. Os eventos adversos comuns relacionados ao Clobazam
incluiram sonoléncia, pirexia, letargia, sialorréia e constipacéo, e eventos adversos
graves ocorreram em 7% dos pacientes (OSTENDORF; NG, 2017).

Ainda sobre posologia, no estudo de Isojarvi et al. (2018), desejava-se analisar
a eficacia da posologia do farmaco, aumentando até 20% da dose do Clobazam,
tendo uma otimizacdo e um resultado bem-sucedido na reducédo da epilepsia,
conferindo a 80% dos pacientes que receberam a dose. Porém, ao aumentar a taxa
de dosagem para 88%, os pacientes desta categoria tiveram um declinio no sucesso
do tratamento (ISOJARVI et al., 2018).

31 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com esta reviséo de literatura, os estudos que elucidam a eficacia
do Clobazam em relacao a outros BZDs referente a Sindrome de Lennox-Gastaut,
ratificaram o impacto clinico positivo em relagcdo aos farmacos de primeira linha
— Valproato, Topiramato e Lamotrigina. Ainda que tenham tamanha popularidade,
promovem muitos efeitos colaterais e por vezes ndo sao considerados o primeiro
esquema terapéutico. Nessa coletanea de estudos, o quesito posologia do clobazam,
mesmo em pequenas dosagens, conseguiu atingir o propdsito do tratamento:
reducdo das crises epilépticas e redugdo das quedas, conferindo-lhe vantagem
terapéutica.

Ao considerar os estudos que comprovam o carater sedativo e hipnético do
Clobazam, é notério a sua capacidade de minimizar os aspectos sintomatologicos
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e o potencial lesivo das miltiplas patologias psiquicas envolvidas no SNC,
caracteristicas oriundas da sua estrutura quimica 1,5 benzodiazepina, que confere
menos reagdes adversas nos pacientes.

O Clobazam configura-se a melhor intervengéo terapéutica farmacologica
dentro dos disturbios de ansiedade e das sindromes epilépticas. Logo, constata-se
a absoluta vigéncia do farmaco e a preferéncia na medicina.
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RESUMO: A partir da década de 90, diversas
pesquisas vém apresentando a provavel relacao
entre antigenos do sistema ABO-Lewis com
a susceptibilidade de infecgdes, pois acabam
servindo como receptores ou co-receptores para
esses microrganismos. Este estudo de reviséo
literaria teve por objetivo demonstrar a correlagéo
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entre a patogénese da infec¢édo por Helicobacter
pylori e o sistema sanguineo Lewis, a fim de
difundir o conhecimento da importancia dos
fendtipos sanguineos aos profissionais da salude.
O levantamento de dados foi realizado através
das bases referenciais PubMed e SciELO em um
intervalo de 10 anos (2009 - 2019) com os termos
“Blood type”, “Lewis system”, “ABO system”,
“H.pylori”, “Helicobacter pylori”. O Helicobacter
pylori se liga ao antigeno Lewis b(Le b), rico
em fucose e expresso na superficie das células
epiteliais gastricas. Além disso, Le b tem alta
afinidade pelas adesinas BabA, um dos fatores
de viruléncia deste género de bactérias que
infectam o ser humano e promovem inflamagéo
cronica e/ou outras doengas gastricas. Uma
vez que a infec¢gdo por este microrganismo se
caracteriza pela cronicidade, o conhecimento
de sua patogénese e da correlagdo com todos
os tipos de fatores de risco € um importante
mecanismo de prevencgao.
PALAVRAS-CHAVE: Grupo
Helicobacter pylori, Antigeno Lewis

Sanguineo,

ASSOCIATION BETWEEN ANTIGEN
LEWIS AND HELICOBACTER PYLORI: A
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Since the 1990s, several studies
have shown the probable relationship between
ABO-Lewis antigens and the susceptibility of
infections as they end up serving as receptors
or co-receptors for these microorganisms. This
literary review aims to demonstrate the correlation
between the pathogenesis of Helicobacter pylori
infection and the Lewis blood system in order
to disseminate knowledge of the importance of
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blood phenotypes to health professionals. The data collection was carried out through
the Pubmed and Scielo reference databases in an interval of 10 years (2009 - 2019)
with the terms “Blood type”, “Lewis system”, “ABO system”, “H.pylori”, “Helicobacter
pylori”. The Helicobacter pyloribind to fucose-rich in the gastric epithelial cells’ surface-
expressed Lewis b(Le b) antigen. Moreover, Le B has high affinity for BabA adhesin,
one of the virulence factors of this bacteria’s gender that infect human being and cause
chronic inflammation and gastric diseases. Once the infection by Helicobacter pyloriis
characterized by chronicity, the knowledge about its pathogenesis and its relation with
all risk factors can be an important preventive mechanism.

KEYWORDS: Blood group antigens, Helicobacter pylori, Lewis antigens.

11 INTRODUGAO

Desde o século XIX, os antigenos eritrocitarios comegaram a ser identificados
e estudados através de reacdes de incompatibilidade, qual se observava a aglutinagéo
dos glébulos vermelhos quando misturado o soro de mais de um individuo (GIRELLO,
2002). O pesquisador Karl Landsteiner em 1900 comparou reagdes antigénicas em
soros extraidos de conhecidos e identificou os grupos A, B e O (do alemao Ohne
= sem). Em 1902 Alfredo Castello e Adriano Sturli relataram a descoberta do grupo
AB, esta nomenclatura, porém s6 passou a ser utilizada oficialmente apés 1927,
essa descoberta rendeu a Landsteiner o prémio Nobel em 1930 (BATISSOCO,
2003). O fendtipo Rh ou fator Rhesus por sua vez foi descoberto em 1939, por
meio de um relato de caso de eritroblastose fetal apresentado por Philip Levine e
Rufus Stetson, que relataram um caso de reacdo antigeno-anticorpo em um casal
compativel no sistema ABO. Posteriormente Levine e Eugenet Katzin descreveram
0 mesmo anticorpo que Karl Landsteiner e Alexander Wierner produziram realizando
testes com hemacias de Macacus rhesus aplicadas em coelhos, concluindo que ndo
havia intervencao do sistema ABO. Surgiu entdo o Fator Rhesus (Rh) e em 1942
foi diferenciado para antigeno humano por Fisk mantendo o nome Rh (NARDOZZA,
2010).

Em 1946, Mourant constatou a presenca de um anticorpo no soro de
uma mulher, a Sra. Lewis cujo o nome batizou o antigeno, estudos posteriores
demonstraram que sua expressdo depende da interacdo de mais de um alelo, essas
interacbes deram ao antigeno Lewis a caracteristica de um fenotipo “associado” e
deram origem a uma integracdo complexa entre os sistemas sanguineos ABO/Rh/
Lewis (STORRY & OLSSON, 2004). Esta integracéao entre os fendtipos sanguineos
esta ligada a sua importancia em estudos especificos da hemoterapia e na pesquisa
de correlacdo com doencas complexas como cancer (AIRD, 1953; XIE et al., 2010;
GREER et al.,, 2010), desencadeamento de processos alérgicos (FALSARELLA
et al.,, 2011) e infecciosos, como os por: Ascaris lumbricoides (LEON, 2003),
Plasmodium falciparum (VIGAN-WOMAS et al., 2012), Escherichia coli (MUSCHEL,
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1959) e Helicobacter pylori (MATTOS et al., 2002).

21 RELEVANCIA DO ESTUDO E OBJETIVO

Considerando a importancia de avangco em pesquisas sobre 0S grupos
sanguineos na medicina transfusional e suas relagbes com doencas, a falta de
entendimento entre os profissionais da saude e somado a pouca quantidade de
estudos aplicados a correlagcdo de infecgbes bacterianas com o grupo sanguineo
Lewis, justifica-se a realizacdo deste trabalho que tem por objetivo demonstrar a
correlagé@o entre o antigeno Lewis e a infeccao por Helicobacter pylori.

31 METODOS

Para a reviséao de literatura foram utilizadas as bases referenciais PubMed e
SciELO com os seguintes descritores “Blood type”, “Lewis system”, “ABO system”,
“H.pylori”, “Helicobacter pylori”, com os filtros de texto completo disponivel, humanos
em um periodo de 10 anos (2009 - 2019).

41 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Antigenos sanguineos

A membrana eritrocitaria possui diversas proteinas de superficie ancoradas
e proteinas que atravessam a bicamada lipidica. Muitas dessas séo polimorficas
e carreiam antigenos que definem os diferentes grupos de sistemas sanguineos
(GIRELLO, 2002). Estes antigenos sé&o glicoproteinas com especificidade
determinada por oligossacarideos (por exemplo, ABO) ou pelas sequéncias de
aminoécidos (por exemplo, MN, Kell, Duffy, Kidd, Diego) (ISBT, 2020). Cada sistema
sanguineo existente consiste em um ou mais antigenos, cuja expresséo é possivel
através de um unico gene ou um agrupamento de genes homodlogos interligados
com pouca ou nenhuma recombinacdo observavel entre eles (ISBT, 2020).
Atualmente, existem 38 sistemas de grupos sanguineos formalmente registrados
no ISBT - International Society of Blood Transfusion (ISBT, 2020). As informacgdes
dos Sistemas Sanguineos citados ao longo do texto, conforme as normas da ISBT
podem ser observadas no Quadro 1.
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N° Nome do Simbolo do Genes Quantidade Localizacao
Sistema Sistema de Antigenos | cromossdémica
001 ABO ABO ABO 4 9qg34.2
004 Rh RH RHD 55 1p36.11
RHCE
007 Lewis LE FUT3 6 19p13.3
018 H H FUT1 1 19913.33

Quadro 1: Nomenclatura oficial dos antigenos ABO, Rh, Lewis e H.
Fonte: ISBT, 2020.

O sistema sanguineo ABO ¢é definido por proteinas antigénicas sintetizadas
por transferases especificas presentes no locus ABO do cromossomo 9, possuindo
quatro fenotipos representados pelas letras A, B, AB e O (BANDYOPADHYAY,
2011). Estes antigenos ndo estdo restritos apenas a membrana dos eritrécitos,
podendo também ser encontrados em uma grande variedade de células, como
linfocitos, células endoteliais, células sinusoidais do bago, medula 6ssea e mucosa
gastrica (BATISSOCO & NOVARETT, 2003; NARDOZZA, 2010). O sistema Rh apos
0 ABO é o mais complexo dos grupos sanguineos, e também de grande importancia
clinica, este sistema possui 55 antigenos, mas é representado principalmente pelos
antigenos D, E, e, C, c, cujo gene esta localizado no cromossomo 1 (BATISSOCO &
NOVARETT, 2003; SELTSAMA, 2009).

Os antigenos ABH e Lewis sao oligossacarideos que possuem uma grande
relacéo bioquimica, pois séo produzidos a partir das mesmas substancias precursoras
com a participacdo de varias glicosiltransferases, produtos dos genes de outros
sistemas como ABO e H (LE PENDU, 1989). No caso do sistema Lewis existe
uma interagdo entre o locus Lewis e Secretor (quais codificam as duas enzimas
glicosiltransferases: FUT2/Secretor e Lewis/FUT3) na expressao dos antigenos Le?
e Le®, responsaveis por quatro fenétipos de Lewis, embora apenas trés tipos sejam
considerados comuns Le (a + b-), Le (a- b +), Le (a- b-) o fenétipo Le (a + b +) é
observado apenas em criancas e em algumas populagcbes do continente asiatico
(COOLING, 2015).

O FUT2 é responsavel pela sintese dos antigenos ABH e Le b, este gene é
altamente expresso na traqueia, glandulas paroétidas e salivares, mucosa gastrica e
intestinal, urotélio (bexiga e rim) e trato reprodutivo feminino (vagina, colo uterino e
ovario), além de ser um gene considerado secretor (Se +) de substéncias ABH na
saliva, sangue e outros fluidos corporais. O gene Lewis (Le ou FUT3) é capaz de
utilizar substratos para formar Le?, Le®, sialil- Le?, LeX e Le". Esse gene se encontra
no cromossomo 19. O FUT3 é restrito ao tecido e se correlaciona razoavelmente bem

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea 2 Capitulo 2 “



com a expressdo do FUT2. A expressdo mais forte de RNAm (Acido Ribonucleico
mensageiro) de FUT3 é observada na traqueia, intestino, bexiga e trato reprodutivo
feminino inferior (COOLING, 2015).

As pesquisas de associa¢des de doencas infecciosas com grupos sanguineos
se dao pelo fato de expressarem moléculas antigénicas que podem apresentar
ligacbes especificas para agentes microbianos como por exemplo a correlagdo
de criancas do fenotipo A do sistema ABO, com maior propensao a gastroenterite
por Rotavirus (ELNADY et al., 2017), individuos do fendétipo B do sistema ABO
apresentarem um numero mais expressivo de Clostridium leptum no limen intestinal
(MAKIVUOKKO, 2012), ou infecgéo por Pseudomonas aeruginosa e sua associagéo
com os derivados Le x (SCHARFMAN, 2001). Outros estudos desde a década de 90
vém apresentando a provavel relagéo entre antigenos do sistema ABO-Lewis com a
susceptibilidade de infec¢bes causadas pela bactéria Helicobacter pylori (BOREN et
al., 1993; MATTOS et al., 2002).

4.2 Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori (H. pylori é uma bactéria bacilar Gram-negativa
microaerotfilo, mével, ndo esporulado, contendo 5 a 7 flagelos unipolares
embainhados (Imagem 1) (LIMA, 2009; HALEY et al., 2014). O H. pylori foi isolado
pela primeira vez na Australia em 1983, a partir de fragmentos de biopsia géastrica
de pacientes com gastrite crénica e Ulcera péptica, e garantiu a Warren e Marshall
o Prémio Nobel de Medicina de 2005, sua transmissao ocorre pelas vias oral-oral e
oral-fecal (MARTINS et al., 2006; LIMA, 2009).

Flagelos
responsével pelamobilidade
e auxilionapenetragio.

Ureases

neutraliza o acido gastrico .
Ureia > NHz e CO2 Adesinas

responsavel pela ligagéo a células do
hospedeiro. Exemplos:
+ HpaA (H. pylori adhesion A);
- BabA (blood group antigen-binding adhesin);
* saba(sialic acid binding adhesin).

Cromossomo Circular
LPS carreiam r influéncianos fatoresde
contribui para resposta virul&ncia bacterianos, enzimas, toxinas, por exemplo as citotoxinas:
inflamatoria VacA (vacuolating cytotoxin A); CagA (cytotoxin associated gene A);
CagPAl (CagA pathogenicity island), CagE (cytotoxin associated gene B);
IceA (induced by contact with epithelium);
HP-NAP (neutrophils-activating protein).

Legenda: NH, - Aménia, CO, - Diéxido de Carbono, LPS - Lipopolissacarideo.

Imagem 1: Morfologia da bactéria Helicobacter pylori.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Um dos principais mecanismos de agressdo desta bactéria esta na
capacidade de produzir enzimas toxicas, especialmente lipase, urease e proteases,
desregulando os fatores defensivos do epitélio, além de apresentar genes babA
(blood group antigen adhesin gene), cagA (cytotoxin associated gene A), SabA
(sialic acid binding adhesin A) e vacA (vacuolating cytotoxin A), ligados ao aumento
do processo inflamatério e a expressdo de proteinas com uma maior capacidade
de aderéncia ao epitélio gastrointestinal, estas adesinas (complexos protéicos que
reconhecem e se ligam a receptores também protéicos na superficie da célula do
hospedeiro) dos quais destaca se o babA (LIMA, 2009; PAIVA, 2017). Estima-se que
0 H. pylori transporta 500 cdpias de babA por bactéria, gene este responsavel por
possibilitar uma maior capacidade de aderéncia ao epitélio gastrointestinal (Imagem
2) e auxilia na transferéncia de outros genes (COOLING, 2015; PAIVA, 2017).

Legenda: Micrografia eletronica apresentando setas brancas que demonstram a ligagdo
entre as adesinas ao epitélio gastrico.

Imagem 2: Interag¢do do Helicobacter pylori com a mucosa géstrica.
Fonte: Haley et al., 2014.

A Infecgéo e inflamacéo crbénica causada pelo H. pylori pode desencadear
em alguns individuos metaplasia intestinal, adenocarcinoma gastrico e linfoma
gastrico, indicando que fatores como a predisposi¢do genética do hospedeiro, o
meio ambiente e o tipo de cepa da bactéria podem estar relacionados a patologia
(LIMA, 2009; COOLING, 2015).

4.3 Associacéao entre H.pylori e antigenos do sistema Lewis

Embora a maioria dos estudos epidemiol6gicos ndo conseguiram relatar
dados sobre cepas especificas de H. pyloriem relagédo ao sistema ABO, sua relagéo
com os antigenos Lewis vem sendo elucidada ao longo dos anos, principalmente
devido a grande expresséo deste sistema na mucosa gastrointestinal.

Em uma mucosa gastrica saudavel temos uma grande expressdo de mucinas
(glicoproteinas, agentes protetores de mucosas e potenciais moléculas de adeséo
para microrganismos), as mucinas produzidas incluem MUC1 expressa em maior

quantidade em células foveolares e em menor grau em glandulas mucosas, MUC5AC
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que é restrita ao epitélio foveolar e € um dos constituintes principais da camada de
gel mucoso superficial e MUC6 secretado é limitada as glandulas (MAGALHAES,
2010; CHAKRANI, 2018). A glicoproteina MUC5AC é acompanhada por uma
distribuicdo dos antigenos do grupo 1 do tipo Lewis a (Le 2) e Lewis b (Le ®) e H
do tipo 1 (fendtipo O) (Imagem 3), enquanto a expressao do MUC6 esté associada
aos antigenos Lewis tipo 2 (Le ) e Lewis y (Le ¥Y) (MOORE, 2011). Estes antigenos
distribuidos juntamente as mucinas séo os receptores ideais para a infecgéo por H.
pylori, quais se ligam ao antigeno Lewis b rico em fucose e expresso na superficie
das células epiteliais da mucosa géastrica (BOREN et al., 1993). Para que ocorra
esta ligacdo a bactéria utiliza das adesinas babA que se liga ao antigeno Lewisb (Le
®) e SabA, que se liga a sialil-Lewis x (sLe®) (MAGALHAES, 2010; MOORE, 2011).
Outros estudos demonstram a possibilidade de adesdo do babA nas glicoformas da
MUCS5AC, o que pode contribuir com a variabilidade interindividual nas interagdes
hospedeiro-microbio (CHAKRANI, 2018).

+ expressao cagA

Ag Lewis | vacA

Legenda: Ag = Antigeno, babA (blood group antigen adhesin gene), cagA (cytotoxin
associated gene A), Fen. O= fen6tipo O, Fen. Le *= fenétipo Lewis b, MUC5AC=
mucina especifica, SabA (sialic acid binding adhesin A), vacA (vacuolating cytotoxin A).
Aimagem demonstra a relagao ciclica que os genes possuem na infec¢éo da H.pylori,
os babA e SabA (adesinas) sao responsaveis pela adesao a célula hospedeira, o cagA
contribui para um processo inflamatério cronico enquanto o vacA aumenta a expressao
dos antigenos Lewis para agéo das adesinas.

Imagem 3: Relacéo ciclica dos genes de Helicobacter pylori.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Além disso o H. pylori através do vacA pode induzir células epiteliais a
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expressar B3GnT5, uma transferase essencial para a biossintese de antigenos de
Lewis, aumentando assim sua expressao e colaborando para a manutencdo da
infeccdo (PAIVA, 2017; CHAKRANI, 2018). Arelagéo ciclica dos genes (babA, SabA,
cagA, vacA) do H. pylori com a mucosa gastrica de individuos com fenétipo Lewis
esta demonstrada na imagem 3, onde podemos observar que a expressao destes
contribui para a manutencao da infeccao de forma prolongada nos individuos do
fenétipo O e Lewis b. A agao especifica de cada gene é demonstrada na Imagem 4.

A
0 N é %
N v Antigenos Lewisv N7 -
. Antigeno 7
Antigenos Lewis
cagA
° babA - SabA - fosforilado pelas quinases das
- adesinas células gastricas v
- cagA-P
- transferéncia de outros genes - altera sinaliza¢do celular
S v
vacA - Inflamag&o crénica
- aumenta a expresséo de -
antigenos de Lewis

Legenda: babA (blood group antigen adhesin gene) e SabA (sialic acid binding adhesin
A), representados pelas formas laranja e verde respectivamente; cagA (cytotoxin
associated gene A) representado pelo circulo laranja, setas verdes representam
modificagbes quimicas (fosforilagdo); Circulo azul simboliza o vacA (vacuolating
cytotoxin A) e a seta azul demonstra o aumento da expresséo de antigenos Lewis.

Imagem 4: Interacdo do Helicobacter pylori com a mucosa gastrica.

Fonte: Elaborado pelos autores.

51 CONCLUSAO

A correlacdo entre o fenétipo Lewis e a infeccdo por Helicobacter pylori
ja é consolidada na literatura. Porém, trata-se de um assunto recente e pouco
abordado no meio académico, o que dificulta esta associacéo e disseminacgéo por
profissionais da saude. Entretanto, com novos estudos nesta area, abre-se espago
para um melhor entendimento a respeito da area de imunohematologia e doencas
associadas, possibilitando futuramente que se crie uma estratégia que aborda
educacéo para prevencao das doencas especificas de cada tipo sanguineo.
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RESUMO: As técnicas microscopicas
parasitolégicas em amostras fecais sao
geralmente utilizadas na rotina parasitologica
de laboratérios de analises clinicas para o
diagnostico de parasitoses intestinais, devido
ao seu baixo custo, rapido processamento
e resultados em curto prazo. No entanto, na
infeccdo por Blastocystis sp., a técnica a ser
utilizada deve ser escolhida com cautela, pois
técnicas inespecificas de identificacdo desse
parasito podem levar a subestimagdo das
amostras positivas ou a atribuicdo incorreta
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de negatividade. O objetivo deste estudo foi
realizar uma revisdo sistematica identificando
as técnicas mais utilizadas para o diagnoéstico
da infecgdo porBlastocystis sp.. Foi realizada
uma revisao sistematica nas bases de dados
eletrénicos SciELO, LILACS e PubMed para
artigos em inglés, portugués e espanhol, com
amostras humanas, combinando os descritores
“diagnostico”, “técnicas”, “blastocystis” ou dois
a dois. Dentre os 352 estudos identificados na
busca eletrénica, 52 artigos foram elegiveis
para inclusdo na sistemética, sendo as
técnicas mais utilizadas para o diagnostico
de blastocistose o exame direto com ou sem
lugol (50%),Reacédo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (42,8%), centrifugacdo com acetato de
etila / éter (34,6%), esfregacos fecais corados
(30,8%) e cultura (30,8%). O padréo ouro para o
diagnéstico de blastocistose foi a cultura ou PCR.
O exame direto foi o procedimento mais utilizado.
O uso de esfregagos corados por tricrémio/
hematoxilina férrica tornam-se alternativas no
diagnostico dessa parasitose pela manutengéo
da integridade das formas evolutivas. As técnicas
de cultura e PCR apresentaram as melhores
taxas de sensibilidade-especificidade, sendo
indicados como padrao-ouro.
PALAVRAS-CHAVE: Técnicas, especificidade,
sensibilidade, padrdo-ouro.

LABORATORY DIAGNOSIS OF
BLASTOCYSTIS SP .: ASYSTEMATIC
REVIEW

ABSTRACT: Microscopic parasitological
techniques in fecal samples are generally used

Capitulo 3



in parasitological routine of clinical analysis laboratories for the diagnosis of intestinal
parasitoses, based on its low cost, fast processing and short term results. However, in
Blastocystis sp. infection, the technique to be used needs to be chosen with caution,
since non-specific techniques to identify this parasite may lead to underestimation of
positive samples or an incorrect assignment of negativity. The aim of this study was
to carry out a systematic review identifying the most used techniques for diagnosis of
Blastocystis sp. infection. A systematic review was conducted on electronic databases
including SciELO, LILACS and PubMed for articles in english, portuguese and
spanish, with human samplesby combining the descriptors “diagnosis”, “techniques”,
“pblastocystis “ together or two by two. Among the 352 studies identified in the electronic
search, 52 articles were eligible for inclusion in the systematic, being the most used
techniques for the diagnosis of blastocystosis the direct wet mount with or without
lugol (50%), Polymerase Chain Reaction (PCR) (42.8%), in ethyl acetate / ether
centrifugation (34.6%), stained fecal smear (30,8%) and culture (30.8%). The gold
standard for diagnosis of blastocystosis was culture or PCR. Direct wet mount was
the most used procedure. The use of smears stained by trichrome / iron hematoxylin
become alternatives in the diagnosis of this parasitosis by maintaining the integrity of
the evolutionary forms. The culture and PCR techniques showed the best sensitivity-
specificity rates, being indicated as the gold standard.

KEYWORDS: Techniques, specificity, sensitivity, gold standard.

11 INTRODUGAO

Blastocystis sp. € um protista do habitat intestinal, que foi descrito no inicio
dos anos 1900, sendo melhor compreendido apenas nas Ultimas décadas. O parasito
tem uma distribuicdo mundial com prevaléncia crescente (Tan, 2008), sendo maior
em paises em desenvolvimento do que em paises desenvolvidos e industrializados
(Wawrzyniak et al., 2013).

O diagnostico de Blastocystis sp. € realizado, na maioria dos estudos,
pela busca de formas evolutivas do parasito em amostras fecais. Tan et al. (2010)
recomendaram o esfregaco corado com tricromio juntamente com coprocultura para
seu diagnostico, sendo o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir de
material fecal, mais comumente utilizado para determinar o subtipo de Blastocystis
sp. Os métodos soroldgicos também podem ser usados para o diagnostico, mas a
diversidade genética e, portanto, a resposta antigénica ao parasita deve ser levada
em consideracao (Tan et al., 2010).

O uso de técnicas microscopicas parasitologicas ndo especificas para
identificar o parasito resulta em taxa subestimada de positividade para Blastocystis
sp. ou naincorreta atribuicao de individuos a grupos negativos, portanto, a escolha
correta da técnica a ser utilizada para identificar Blastocystis sp. desempenha um
papel fundamental no resultado de um estudo (Tan et al., 2010).

Com base neste contexto, este trabalho teve como objetivo revisar a literatura,
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identificando as técnicas que tém sido utilizadas no diagnéstico laboratorial desta

parasitose, buscando por uma técnica padrao-ouro.

21 METODOLOGIA

A revisao sistematica foi realizada para identificar as técnicas que tém
sido utilizadas para o diagnostico de blastocistose combinando os descritores
“diagnostico”, “técnicas” e “blastocystis” nas bases de dados eletronicos SciELO,
LILACS e PubMed.

A estratégia inicial de busca do artigo baseou-se na insercdo dos trés
descritores em conjunto, associados a virgulas. Nas bases de dados SciELO e
LILACS, esta associacdo recuperou um pequeno numero de artigos, portanto, foi
utilizada a combinacgéo de dois descritores: Blastocystis, diagnostico e Blastocystis,
técnicas.

Os critérios de incluséo foram: artigos publicados em periédicos nacionais
ou internacionais de 2007 a 2019, escritos em inglés, portugués ou espanhol. Foram
excluidos artigos com textos redigidos em outras linguas, estudos com amostras
de animais nao humanos, estudos com pequeno numero de amostras (menos de
cinco), sem resultados da técnica individual e ndo recuperados na integra.

Apo6s a leitura dos resumos, os artigos recuperados na integra foram lidos e
analisados, utilizando os critérios de inclusdo / exclusédo. Os artigos encontrados em
mais de uma base de dados, quando inseridos no estudo, foram considerados como
pertencentes a base de dados em que foram encontrados inicialmente, considerando
a ordem de busca: SciELO, LILACS e PubMed.

Os dados foram extraidos usando caracteres detalhados de cada estudo
para formar subtitulos pré-concebidos em um formulario Excel de coleta de dados.
As informacdes registradas foram as caracteristicas do estudo (nome do primeiro
autor, ano de publicacdo, ano de estudo); técnicas laboratoriais utilizadas, nUmero
de amostras processadas, origem das amostras, local de estudo, resultados obtidos
para Blastocystis sp. por técnica, principais pontos de discusséo, conclusbes dos

autores.

31 RESULTADOS

Foram recuperadas 352 referéncias consideradas para leitura de resumos
das quais 18 foram do SciELO, 152 do LILACS e 182 do PubMed. Destas foram
incluidos no estudo quatro artigos do SciELO, 12 do LILACS e 36 do PubMed,
totalizando 52 artigos.

Obteve-se maior nUmero de artigos nos anos de 2013, 2015, 2017 e 2018,
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todos com 6 artigos (11,5%) (Tabela 1). Considerando o continente de origem da
publicagcéo, dos 52 artigos, 18 (34,6%) foram realizados nas Américas, sendo 8
(15,4%) no Brasil; 15 (28,9%) na Europa, 13 (25%) na Asia; 4 (7,7%) na Africa e 2
(3,9%) na Oceania.

Ano SciELO LILACS PubMed Total
2007 1 1 1 3
2008 1 1 1 3
2009 0 1 2 3
2010 1 0 2 3
2011 0 0 4 4
2012 0 3 1 4
2013 1 1 4 6
2014 0 0 4 4
2015 0 1 5 6
2016 0 0 4 4
2017 0 2 4 6
2018 0 2 4 6
2019 0 0 0 0

Total de Artigos 4 12 36 52

Tabela 1- Namero de artigos recuperados nas bases de dados SciELO, LILACS e
PubMed, sobre diagnéstico de blastocistose, por ano de publicagéo, no periodo de
2007 a 2019

Os quadros 1, 2 e 3 apresentam os 52 artigos inseridos no estudo sobre

diagnoéstico de blastocistose recuperados das bases de dados SciELO, LILACS e
PubMed, respectivamente.
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N° de
Referéncia Local amostras/ Técnica Resgltat_ﬂo
individuos por tecnica
Sedimentacao espontanea 4
= Exame direto 22
Alarcon et al., 2007 Séo Paylo, 272 A Coloragéo Hematoxilina 54
Brasil .
férrica 0
Faust e cols
Sedimentagao espontanea 3
Exame direto o3
Miné: Rosa, 2008 Sao Paylo, 503 A Qolpragao Hematoxilina 23
Brasil férrica 23
Coloragéo com tricomio 3
Faust e cols
. Sedimentacgdo espontanea 20
Eymael; Shun; | G Gande | | Ritchie 32
Tavares, 2010 Brasil' Coloragdo MGG 40
Coloragao de Gram 40
Minas
Gil et al., 2013 Gerais, 196 | Ritchie 63
Brasil

* A, amostra; |, Individuo; MGG, May-Grunwald-Giemsa

Quadro 1 - Selec¢ao de artigos sobre diagnostico de blastocistose recuperados da base
de dados SciELO no periodo de 2007 a 2019

N° de
Referéncia Local amostras/ Técnica Z?iggﬁ%;
individuos P
Aguiar et al, Matogrosso do Sedimentacao
2007 Sul, Brasil S13A espontanea 128
Lavin Oramas et ;
al, 2008 Havana, Cuba 312A Exame direto 60
Dogruman — Al - Exame direto 19
etal, 2009 | Ankara, Turquia | 2011 Cultura 35
Cazorla et al., Venezuela 157 A Exame direto 89
2012
Hernandez et al, Falcon, .
2012 (a) Venezuela 36A Exame direto 26
Hernandez et al, Carabobo, .
2012 (b) Venezuela 119A Exame direto com lugol 92
Exame direto com lugol 60
Devera et al, Bolivar, 100 A Sedimentacéao 57
2013 Venezuela espontanea 83
Cultura
Cazorla-Perfetti .
etal, 2015 Venezuela 238 A Exame direto 122
Astudillo e Bava, | Buenos Aires, 1207 | Método de concentragéo 194
2017 Argentina de Telemann
Dos Santos et al, Séao Paulo, . . ~
2017 Brasil 737 A Centrifugo- sedimentacgao 238
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Cazorla

Perfetti,Quintero Vgr?(lecz?;;la 188 | Exame direto 75
e Moreno, 2018
Traviezo Valles,
Moraleda Rivero | Delta Amacuro, .
e Ribas Pinto, Venezuela 511 Exame direto com lugol 29
2018

* A, amostra; |, Individuo;

Quadro 2 - Selec¢éo de artigos sobre diagnostico de blastocistose recuperados da base
de dados LILACS no periodo de 2007 a 2019

N° de

. o Resultado
Referéncia Local amostras/ Técnica P
individuos por tecnica
Concentracdo com acetato
Stensvold et al de etila ;g
" Dinamarca 107 A Coloragéo Tricromio
2007 25
Cultura o8
PCR
) Cultura 9
Wong et al., 2008 Singapura 276 A PCR (cultura) 9
Coloragdo com Lugol 12
Dogruman-Al et Ankara, 203 | Coloragéo com tricromio 20
al., 2009 Turquia Cultura 66
PCR (cultura) 66
. Exame direto 25
Nuc:lpr%ggn et h‘l{lallﬁgrr;i?; 284 A Concentragéo formol-éter 89
” Cultura 49
Cultura 30
Dogruman- Al et Ancara, 105 A Coloragéo Lugol 11/30+C
al., 2010 Turquia Coloragao IFA 26/30+C
Coloracéo Tricomio 15/30+C
Hsieh et al., 2010 Taiwan 7360 A Concentragao formol- éter 187
Becker et Costa do 108 A Concentragao formalina-éter 14
al.,2011 Marfim FLOTAC -400 dual 22
. Concentracéo com acetato
Gualdierietal, | Napoles, talia | 514 A de etila o
FLOTAC
Gonzalez-
Moreno et al, Catalunha, | 43913 Exame direto 585
Espanha
2011
Coloragé@o hematoxilina 47
férrica 81
Roberts et al., - Cultura MBD
2011 Australia 513A Cultura TYGM-9 5
PCR 1 92
PCR 2

Quadro 3 - Selecao de artigos sobre diagnéstico de blastocistose recuperados da base
de dados PubMed no periodo de 2007 a 2019

Referéncia

Local

N° de
amostras/
individuos

Técnica

Resultado
por técnica
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Exame direto

. 27
Exame direto com Lugol 36
Zhang et al., . Coloragao hematoxilina
2012 China 398 A ferrica P
Coloragéo tricromio 54
Cultura
Coloragdo com Lugol 106
Bart et al., 2013 Holanda 442 | PCR 103
Concentragdo com acetato
de etila 50
Karadag; Tamer; Kocaeli, 292 | Coloracédo com Lugol 38
Dervisoglu, 2013 Turquia Coloragéao com tricromio 50
Coloragéo com tricromio 0
mod.
Coloragéo com Lugol 9
Santos; Rivera, i Cultura 36
2013 Filipinas oA PCR (fezes) 10
PCR (cultura) 26
Speich et al., llha de Pemba, Concentragédo com formol-
2013 Tanzénia 550A éter 154
Gongalves et al., . Sedimentacao espontanea | 27(1)/33(3)
2014 Manaus, Brasil | 143 A Paratest® 34(1)/ 56(3)
Exame direto 31
Koltas et al., . Concentragdo com acetato
5014 Adana, Turquia 918 | de etila gg
Feconomics
Maas et al., 2014 Holanda 163 A Multiplex PCR 49
Coloragao hematoxilina
Starketal, 2014 | Sydney, 358 A férrica o
" Australia PCR em tempo real 51
Multiplex PCR
Abu-Madi et al., Concentracao formol-éter 42
2015 Qatar 608 A PCR 432
David et al., 2015 | 520 Paulo, 126 | PCR 43
" Brasil
Dogruman- Al et Ancara,
al., 2015 Turquia 179A ELISA 81
Concentragao formol-éter 120
) Exame direto 42
EIgha;%e1b5et al., Qulazlyi?gla, 1200 A Coloragéo com Lugol 72
9 Cultura 274
Coloragéo com tricromio 148
Concentracéo formol - éter 0
Ragavan et al., - Exame direto 0
2015 Malasia 1091 Cultura 0
PCR 10
El Safadi et al.,
2016 Franca 788 A gPCR 143

Quadro 3 - Selecao de artigos sobre diagnéstico de blastocistose recuperados da base
de dados PubMed no periodo de 2007 a 2019 (continuagao)
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N° de
Referéncia Local amostras/ Técnica Resgltado
individuos por tecnica
Poulsen etal., Nigéria 199 A Real ime PCR 167
2016
L Concentragao formalina-éter 0
Won et al., 2016 Coréia 123 A Multiplex PCR 8
Exame direto 15
Yersal et al., . . Ritchie 15
2016 Aydin, Turquia 232 A Cultura o5
PCR (cultura) 22
: Concentragéo formalina-
Abu-Madi et al., Qatar 735 | acetato de etila 56
2017 479
PCR
Mohamed et al., Makkah, 218 A Cultura 50
2017 Aréabia Saudita PCR (cultura) 50
Coloragéo com lugol 58
Sari et al., 2017 Ir‘:jgf]‘gga 141 A Cultura 18/36*
PCR 20/36*
Coloragédo com Lugol 24
Chipre do Coloragédo com tricromio 24
Seyer et al., 2017 Norte 230 A PCR (FS) 49
PCR(DSSFP) 58
Concentragao formalina- 31
Cociancic et al., | Puerto Madryn, 1741 acetato de etila 59
2018 Argentina FLOTAC Pellet (FS2) 29
FLOTAC Pellet (FS3)
: Concentracéo formol-
Fnesz%r; gt al., Alemanha 909 A acetato de etila 11769
PCR (LMAGP)
Microscopia (exame direto + 39
Padukone et al., - tricrbmio)
2018 India 279 A Cultura s
PCR
Wee'a'gg;’g etal, | Fiipinas 4121 Multiplex gPCR 242

A, amostra; |, Individuo; * 36= 18 amostras consideradas positivas pelo exame direto
e 18 amostras consideradas negativas pelo exame direto.FS (fezes congeladas) e
DSSFP (gota fezes em papel de filtro) séo técnicas de preservacdo do material.

Quadro 3 - Selec¢ao de artigos sobre diagnostico de blastocistose recuperados da base
de dados PubMed no periodo de 2007 a 2019 (continuagéo)

Quanto ao tipo de conservagao da amostra fecal utilizada para processamento

laboratorial, em 29 (55,8%) artigos houve a utilizagdo somente de amostras sem

conservante.Em 6 (11,5%) artigos houve o uso de amostras com e sem conservantes,

em

(5,8%) néo foi informado o tipo de conservacgao utilizado (Tabela 2).
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Conservante SciELO LILACS PubMed Total
Sem conservante 2 9 18 29
Com e sem conservante 0 0 6 6
Com conservante 2 3 9 14
N&o informa 0 0 3 3

Tabela 2 - Resultado da analise dos 52 artigos recuperados nas bases de dados
SciELO, LILACS e PubMed, sobre diagnostico de blastocistose, considerando o tipo de
conservacgao da amostra fecal

Quanto aos procedimentos técnicos utilizados, nos 52 artigos, as técnicas

mais utilizadas foram exame direto com ou sem lugol (50%), seguida pelas técnicas

de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (42,8%), centrifugo-sedimentagéo
(34,6%), esfregacos corados (30,8%) e cultura (30,8%) (Tabela 3). Todos os artigos

que utilizaram mais de uma técnica compararam os resultados obtidos, em sua

totalidade ou parcialmente.

Técnica/Fundamento SciELO LILACS PubMed Total
Centrifugo- sedimentacao 2 2 16 18
Coloracéo de Gram 1 0 0 1
Coloragdo Hematoxilina férrica 2 0 3 5
Coloragéo fluorescéncia 0 0 1 1
ColoragdoMay-Grunwald-Giemsa 1 0 1
Coloragéo Tricromio 1 0
Cultura 0 2 14 16
ELISA 0 0 1 1
Exame direto* 2 9 15 26
Faust e cols 2 0 2
Feconomics® 0 0 1 1
FLOTAC 0 0 3 3
Paratest® 0 0 1 1
PCR 0 0 22 22
Sedimentacao espontanea 3 2 1 6

* com ou sem lugol

Tabela 3- Analise dos 52 artigos recuperados nas bases de dados SciELO, LILACS e
PubMed, sobre diagnoéstico de blastocistose, considerando a técnica de processamento

da amostra fecal

Dentre os 22/52 artigos que utilizaram PCR, sete utilizaram essa técnica
objetivando somente a identificacéo de subtipo (WONG et al., 2008, DOGRUMAN-
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AL et al., 2009; DAVID et al., 2015; ABU-MADI et al., 2015, POULSEN et al., 2016;
YERSAL et al., 2016; MOHAMED et al., 2017) e seis somente para diagnéstico
(STENSVOLD et al.,, 2007; ROBERTS et al.,, 2011; SANTOS, RIVERA, 2013;
RAGAVAN et al., 2015; ABU-MADI et al., 2017; PADUKONE et al., 2018). Em
quatro artigos a PCR foi utilizada tanto como ferramenta de diagnéstico como
para identificacao de subtipo (BART et al., 2013; EL SAFADI et al., 2016; SARI et
al.,, 2017; SEYER et al., 2017). Em cinco artigos foi utilizado PCR multiplex como
ferramenta de diagnéstico (MAAS et al., 2013; STARK et al., 2014; WON et al., 2016;
FRIESEN et al., 2018; WEERAKOON et al., 2018) sendo que em dois foi avaliado
o uso de kit comercial: Easyscreen™ PCR (STARK et al., 2014) e Roche LightMix
Modular Assay Gastro Parasites (LMAGP) (FRIESEN et al., 2018).

A definicdo de padrao-ouro para diagnostico de blastocistose foi relatada
em poucos estudos. Bart et al. (2013) consideraram a associagdo entre técnicas
parasitolégicas microscopicas e PCR. Ja Devera et al. (2013) e Santos e Rivera
(2013) consideraram a cultura como padrao-ouro. Abu-Madi et al. (2015) indicaram
que no futuro o método de escolha para diagnéstico serda a PCR. Padukone
et al. (2018) relataram que a PCR é uma excelente ferramenta de detecgcédo de
Blastocystis sp. quando comparada a microscopia e a cultura. Diversos estudos
utilizam a associagéo do resultado de diversas técnicas como resultado padréo-ouro
na comparacao de técnicas (Tabela 4).

Em 16 artigos houve apresentacdo de resultados de sensibilidade e
especificidade de diferentes técnicas para o diagnéstico da blastocistose. Foi
evidenciada variacbes de sensibilidade de 67,6 — 100% para cultura, 36,2 —
99,1% para técnicas parasitolégicas microscopicas e 19,4 -100% para molecular
considerando os diferentes estudos, amostras e técnicas. Ja a especificidade
apresentou variagbes de 58,8-100% para cultura, 94,7 - 100% para técnicas
parasitolégicas microscopicas e 78 - 100 para molecular (Tabela 4).
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Artigo Técnica Sensibilidade | Especificidade Padrao-Ouro
Cultivo 89% 100%
Resultados
Stensvold et al., 2007 FECT 50% 100% g
Coloragéo tricromio 82% 100% PCR + sequenciamento
Coloragéo Lugol 36,7% 91%
Dogruman et al., 2010 | Colorag&o tricromio 50% 100% Cultura
IFA 86,7% 97,3%
FEC 42,4% Resultados
Becker etal., 2011 FLOTAC 66.7% — FEC + FLOTAC
Cultura RPMI 1640 96,4% 100%
Exame direto 48,2% 97,7%
Coloragéo Lugol 64,3% 99,1% Resultados de todas as
Zhang etal., 2012 Coloragéo tricromio 87,5% 99,7% técnicas do estudo
Coloragéo 82,1% 99,4%
hematoxilina férrica
Microscopia 99,1% 100% Resultados
Bart et al, 2013 PCR 96.3% 100% PCR + microscopia
Sedimentacéao
A Resultados
espontanea 67,5% 94,1% : ~
Devera et al.,2013 Cultura 98,2% 37.2% C“““’:S;%ﬁ?é’;‘::ta‘?aO
Exame direto 63,8% 25% :
Cultura 88.3% 58.8% Cultura + Exame direto
Exame direto 19,4% 97,3%
Santos; Rivera,2013 PCR (fezes) 19,4% 95,9% Cultura
PCR (cultura) 66,7% 97,3%
SST 46,4% 96,1% Resultados
Gongalves et al., 2014 Paratest 53,8% 94.7% Paratest® + IFA
Koltas et al., 2014 Feconomics© 96% 97% FEAC
Microscopia 64% 100%
Stark et al., 2014 RT PCR 96% 100% PCRRfSnL:iII:?ggEo o
EasyScreen 96% 95-100% P
Dogruman- Al et al., o o Resultados Cultura
2015 ELISA 92% 87% + IFA ou microscopia
Elghareeb et al., 2015 Cultura 100% 88% Colorag&o tricromio
gPCR multiplex
Wonetal, 2016 | wowseopa | J00% | 1007 | Mesadosdo todes o
(FEC +coloracao) e °
Sarietal., 2017 PCR 89% 78% Cultura
FEC 93,9% Resultados de todas as
Cociancic et al., 2018 FS2 63,6% _ técnicas do estudo
FS3 78,8%
Microscopia 36,2% 99,4% PCR
Padukone et al., 2018 Cultura 67.6% 100%

* FEC: Concentracdo formol-éter; FEAC: Concentragdo com formol e acetato de etila;
IFA: Coloragéo com antigeno imunofluorescente; SST: Técnica de sedimentagao

espontanea
FS2= FLOTAC com solugdo saturada de cloreto de sédio

FS3= FLOTAC com sulfato de zinco

Tabela 4 — Resultados de sensibilidade e especificidade de técnicas para o diagnoéstico
de blastocistose em artigos recuperados das bases de dados SciELO, LILACS e
MEDLINE no periodo de 2007 a 2019
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41 DISCUSSAO

O uso de diversos descritores, bem como a associa¢éo entre esses determinou
diferentes resultados nas trés bases de dados. Sampaio e Mancini (2007) afirmaram
que a busca sisteméatica tem inicio com a definicdo de termos, palavras-chave ou
descritores. E importante que a escolha desses termos tenha relacédo direta com
o tema escolhido, permitindo limitar e tornar objetivo o universo pesquisado, de
forma a responder adequadamente a pergunta motivadora do estudo. Nesse estudo
0 uso concomitante de trés descritores juntos limitou os resultados. Frente a isso,
optou-se por reduzir o numero de descritores estudados, ampliando o universo a
ser analisado. Essa estratégia, embora tenha gerado vérios estudos que acabaram
sendo excluidos, permitiu 0 acesso a um numero maior de referéncias e ampliou o
arcabouco de informagdes que contribuiram de forma efetiva ao estudo.

A necessidade de obtencdo de resultados por técnica no diagnostico da
blastocistose, utilizada como critério de inclusao nesse estudo, determinou uma
reducdo acentuada no numero de artigos elegiveis. Tal fato, pode estar relacionado
ao uso da associagao de técnicas no diagndstico de parasitoses intestinais, como
fator para aumento de sensibilidade e eficacia no diagnéstico microscopico. A
distribuicdo das publicagbes considerando o ano foi regular.

Pode-se evidenciar que na maioria dos artigos houve a coleta de amostras sem
conservante. Esse fato € valido, principalmente naqueles onde foi utilizado cultura
e/ou PCR como técnica de diagnoéstico. Porém, tal procedimento pode comprometer
o resultado quando sé&o utilizadas técnicas parasitoldgicas microscépicas, pois
segundo alguns autores a exposi¢do a agua no processamento técnico laboratorial
promove o rompimento de formas evolutivas do parasito determinando resultados
falso-negativos (AMATO-NETO et al., 2003; STENSVOLD et al., 2009). Apesar deste
fato, Martins et al. (2007) relataram néo ter observado diferenga nos resultados para
a pesquisa de Blastocystis sp ao compararem uso de agua destilada e solucédo
fisiologica a 0,85% no processamento de amostras fecais.

A néo utilizacdo de conservantes pode ter interferido nos resultados obtidos
em diversos estudos e justificado a maior eficacia da cultura frente a técnicas
parasitolégicas utilizadas na rotina como sedimentagcdo espontanea. Sabe-se
que além dessa questdo, outros parametros tornam as técnicas parasitoldgicas
microscépicas menos sensiveis, como o treinamento do profissional para a leiturae
a intermiténcia de liberagcéo das formas evolutivas pelos protozoarios.

O exame direto foi o procedimento laboratorial mais utilizado no diagnéstico
da blastocistose nos estudos analisados. Alarcon et al. (2007) evidenciaram que
o0 exame direto superou os resultados obtidos pelas técnicas de Faust e cols e
sedimentacéo espontanea em dgua e associaram isso a possibilidade de deterioracao
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de formas evolutivas pela manutencdo da amostra em geladeira, sem conservante
quimico. Em aliquota de amostra conservada com formol e corada por hematoxilina
férrica houve aumento de positividade, fato associado a preservagdo quimica.
Resultados similares foram obtidos por Miné e Rosa (2008) que relataram que o
exame direto foi a melhor técnica para diagnostico de Blastocystis sp., associado a
ineficiéncia de flutuagdo em sulfato de zinco e sedimentagé@o esponténea por terem
sido realizadas em amostras n&o preservadas. Esses mesmos autores evidenciaram
que as técnicas de esfregaco de fezes coradas pelo tricromio e pela hematoxilina
férrica apresentaram resultados similares ao exame direto.

Santos e Rivera (2013) relataram que o exame direto € a técnica mais
utilizada no diagnostico de Blastocystis sp. por ser de rapida execugéo e necessitar
de poucos recursos em comparacdo com outras técnicas, porém apresenta
limitacbes relacionadas a diversidade de morfologia do parasito e quantidade
de formas evolutivas na amostra.Eymael, Schuh e Tavares (2010) compararam
técnicas de esfregaco de fezes corado por May-Grunwald-Giemsa e Gram com
técnicas de concentragdo por sedimentagéo utilizadas na rotina laboratorial. Os
autores verificaram que as técnicas de coloragdo facilitaram a identificacdo do
parasito, resultando em maior eficacia frente as técnicas de concentrag@o. De
forma contraria ao apresentado nos estudos anteriores, Elghareeb et al. (2015)
relataram que o exame direto apresentou menor eficacia frente a esfregacos de
fezes corados associado a dificuldade de identificar a morfologia parasitaria devido
a grande variacéo de forma e tamanho e possibilidade de confusdo com outros
contaminantes encontrados em fezes.Sugere-se que o uso de esfregagos corados
resulte em maior eficacia por possibilitarem a fixagdo e manutencéo da morfologia
parasitaria, permitindo ao microscopista utilizagdo de maior aumento e maior tempo
de leitura. Esses fatores tornam os esfregacgos fecais corados como uma alternativa
no diagnostico laboratorial de rotina de Blastocystis sp..

A PCR foi a segunda técnica mais utilizada, sendo considerada a técnica de
maior sensibilidade por diversos estudos. Por outro lado, Santos e Rivera (2013)
obtiveram menor eficacia de diagnéstico com a PCR, a qual foi associada ao primer
utilizado. Roberts et al. (2011) apontaram que apesar da PCR apresentar maior
sensibilidade, apresenta limitacdes relacionadas a extracdo do DNA, ao preco
elevado, necessidade de méao de obra treinada e infraestrutura laboratorial, fato
também relatado por Santos e Rivera (2013). Apesar das desvantagens apontadas
anteriormente, Santos e Rivera (2013) relataram que a PCR apresenta vantagem
sobre a microscopia, pois ndo depende da viabilidade morfolégica das formas
evolutivas e nem precisa do preparo de varios reagentes para a cultura, permitindo
a identificacéo do subtipo quando associada ao sequenciamento.

A terceira técnica mais utilizada no diagnostico da blastocistose foi a que tem
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como fundamento a centrifugo sedimentacéo utilizando formol-éter/acetato de etila
em processamento in house ou em produtos comerciais. Karadag, Tamer, Dervisoglu
(2013) relataram que as técnicas de microscopia de luz como exame direto e formol-
éter associadas sdo as técnicas mais utilizadas no diagnéstico da blastocistose e
ressaltaram que esfregagos corados por tricrdbmio resultaram em maior eficacia.

Segundo Elghareeb et al. (2015) a técnica de concentragéo por formol-éter
foi a técnica microscopica que apresentou melhores resultados para o diagnoéstico
de Blastocystis sp. frente a esfregagos corados, embora seja uma técnica de baixa
sensibilidade. A maior eficacia foi associada a purificagdo do sedimento, que facilita
a leitura e remove goticulas de gordura que podem gerar problemas na leitura
microscopica. Apesar de sua ampla utilizacdo, Stensvold et al. (2007) apontaram
que essa técnica pode ser inadequada para o diagnéstico da parasitose, pois o
parasito pode ser facilmente alterado, comprometendo sua identificagdo gerando
resultados falso-negativos, embora n&o tenham explicado a causa. Esses mesmos
autores relataram que o uso da técnica de formol-éter em material ndo fixado pode
determinar prevaléncias significativamente subestimadas.

A cultura, nos artigos analisados, apresentou melhor eficacia diagnoéstica
quando comparada com técnicas parasitolégicas microscépicas, associada a
deteccdo de menor carga parasitaria e maior facilidade na identificagéo das formas
evolutivas parasitarias (ZHANG et al., 2012; ELGHAREEB et al., 2015). Apesar de
ser uma técnica que demanda mais tempo para obtencao de resultados, uma vez
que se preconiza 0 acompanhamento da cultura por sete dias, Zhang et al. (2012)
propuseram o procedimento de cultura rapida com resultado em trés dias. A cultura,
embora com maior sensibilidade e especificidade que técnicas parasitologicas
microscoépicas e até que a PCR, depende de um laborat6rio com maior infraestrutura
e mao de obra treinada do que o de técnicas parasitolégicas microscopicas, o
que pode dificultar seu uso na rotina em laboratérios de analises clinicas. Nesse
contexto, a PCR como ja vem sendo implantada e utilizada para diagnéstico de
outros infecgdes/doencgas na rotina laboratorial, acaba tendo maior viabilidade.

Poucos estudos propdem técnica padréo-ouro para o diagnoéstico de
Blastocystis sp. (BART et al., 2013; SANTOS, RIVERA, 2013). Abu-Madi et al. (2015)
afirmaram que no futuro o0 método de escolha para diagnéstico dessa parasitose
sera a PCR. Complementando essa proposta, Roberts et al. (2011) relataram que
quando néo for possivel a utilizagdo de PCR, que deverao ser utilizadas pelo menos
duas técnicas de diagnostico diferentes. A definicdo de uma técnica padrao-ouro
para parasitos intestinais torna-se de grande complexidade, principalmente para
protozoarios intestinais devido a intermiténcia de liberacao de formas evolutivas,
bem como pela disperséo heterogénea das formas evolutivas na amostra fecal
(KOONTZ; WEINSTOCK,1996). A definicao da PCR como padréo-ouro é referencial
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discutivel, uma vez que por detectar material genético do parasito em questao e ndo
garante a presenca de formas evolutivas viaveis e com capacidade infectiva.

Pode-se evidenciar que a maioria das técnicas utilizadas para o diagnéstico
de blastocistose apresentou especificidade excelente, variando entre 90 a 100%,
0 que garante segundo Dogruman-Al et al. (2010) a capacidade de diagnosticar
as amostras realmente negativas, evitando falso positivos. Quanto a sensibilidade,
observou- se grandes variacdes, fato que pode ser associado ao padrdo-ouro
utilizado. As menores taxas de sensibilidade foram relacionadas as técnicas
parasitolégicas por microscopia. Esses parametros podem nortear a escolha de
padrao-ouro e fortalecem as propostas de Santos e Rivera (2013) da cultura e de
Abu-Madi et al. (2015) da PCR, pois ambas foram as que apresentaram melhores
taxas de sensibilidade e especificidade, dentre os diversos estudos (STENSVOLD
et al., 2007; ZhANG et al., 2012; BART et al., 2013; ELGHAREEB et al., 2015, WON
et al., 2016).

O diagnostico de uma parasitose utilizando uma Unica técnica seria o
ideal, porém a partir dos estudos analisados pode-se evidenciar a auséncia de
um consenso e que a associagdo de técnicas resulta em aumento de eficacia.
Dogruman-Al et al. (2010) relataram que nenhum método de diagndstico utilizado
em seu estudo permitiu a identificacdo de todos os pacientes realmente infectados.
Concordando com esta proposta, Bart et al. (2013) consideraram a associagéo entre
técnicas parasitolégicas microscopicas e PCR, como padrdo-ouro de diagnéstico
para a blastocistose.

51 CONCLUSAO

A técnica utilizada com maior frequéncia no diagnostico da blastocistose foi o
exame direto com ou sem lugol. Recomenda-se como alternativa para o diagnostico
da rotina parasitologica de Blastocystis sp. a utilizag@o de esfregacos fecais corados,
os quais possibilitam a manuten¢do da morfologia parasitaria associado a leitura
com observagéo criteriosa de caracteres. As técnicas com melhor relacdo entre
sensibilidade e especificidade foram a cultura e a PCR, devendo ser consideradas
como padrao ouro no diagnéstico dessa parasitose..
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RESUMO: Muito do que se pensa como estratégia
de trabalho para Educagdo em Saude nas
comunidades, tem inicio no ambiente académico;
e a oportunidade de troca de conhecimentos com
esse publico externo vem através das propostas
de extensdo. Nessa perspectiva, esse plano de
acao objetivou inserir discentes dos cursos de
salude na confeccdo de material instrucional,
com a criagao de histérias infantis e para demais
publicos, e confec¢éo de modelos analégicos em
biscuit (réplicas de parasitas e insetos vetores),
para aplicacdo tanto na Universidade quanto
na comunidade, alinhando Ensino e Extens&o.
Os trabalhos foram realizados entre 2018 e
2019, tendo como metodologia a apresentacéo
da proposta de trabalho para os discentes de
graduacgdo, havendo, em conjunto, o estimulo
a criacdo dos modelos analdgicos em biscuit; a
produgé@o de histérias para diferentes publicos;
a discussao da importancia de trabalhar essas
tematicas; apresentacdo do material produzido
para as comunidades, e sua utilizagdo na
Universidade, como ferramenta de aprendizado.
Como resultado académico, ficou perceptivel a
consolidagdo do conteudo tebdrico-pratico, no
exercicio das competéncias e habilidades em
saude, a partir da elaboragdo de material ludico
e apresentacdo em ambientes extramuros.
Para o publico externo, os trabalhos voltados
para a Educacdo em Salde, na perspectiva da
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ludicidade, tiveram uma aceitagdo muito boa, a julgar pelo conteudo; para além disso,
a receptividade e interacdo com a equipe de trabalho, na discussédo dos assuntos
abordados. A analise observacional, foi possivel notar a satisfagdo e curiosidade
especialmente em relagdo aos modelos analégicos em biscuit. O alinhamento entre
atividades de ensino e extensdo permitiram a compreensdo da importancia do
papel da academia na promog¢éo da saude individual e coletiva. Ficou evidenciado
que a abordagem ludica permitiu melhor entendimento dos problemas de saude e
necessidade da adogdo das medidas de controle, sem que se perdesse o carater
cientifico da proposta.

PALAVRAS-CHAVE: Educacgdo; Popular; Parasitologia; Ludicidade; Extenséo;
Comunidade.

EXTENSION AND TEACHING: THE IMPORTANCE OF LUDICITY IN
SCIENTIFIC KNOWLEDGE FOR ACADEMIC AND COMMUNITY WORK

ABSTRACT: Much of what is thought as a work strategy for Health Education in
communities, begins in the academic environment; and the opportunity to exchange
knowledge with this external audience comes through the extension proposals. In
this perspective, this action plan aimed to insert students of health courses in the
preparation of instructional material, with the creation of children’s stories and for
other audiences, and the making of analog biscuit models (replicas of parasites
and insect vectors), for application in both University and the community, aligning
Teaching and Extension. The works were carried out between 2018 and 2019, using
as methodology the presentation of the work proposal for undergraduate students,
with, together, stimulating the creation of analog biscuit models; the production of
stories for different audiences; the discussion of the importance of working on these
themes; presentation of the material produced for the communities, and its use at
the University, as a learning tool. As a result, in the academic environment, it was
noticeable the consolidation of theoretical and practical content, in the exercise of
health competences and skills, based on the elaboration of playful material and
presentation in extramural environments. For the external public, the works focused
on Health Education, from the perspective of playfulness, had a very good acceptance,
judging by the content; in addition, the receptivity and interaction with the work team,
in the discussion of the subjects covered. Observational analysis revealed satisfaction
and curiosity, especially in relation to analog biscuit models. The alignment between
teaching and extension activities allowed the understanding of the importance of the
academy’s role in promoting individual and collective health. It became evident that the
playful approach allowed a better understanding of health problems and the need to
adopt control measures, without losing the scientific character of the proposal.

KEYWORDS: Popular education; Parasitolology; Playfulness; Extension; Community.

11 INTRODUGAO

Segundo dados da World Health Organization (WHO; sigla em inglés para
Organizagdo Mundial da Saude), aproximadamente 4 milhdes de pessoas nao
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possuem acesso a servigos basicos de saude, tanto pela distribuicao desigual quanto
pela escassez de profissionais qualificados. Desta forma, a OMS ainda afirma que a
ampliacdo de programas formadores de pessoal ndo é o suficiente. Para além disso,
a formacgéo pautada somente nas habilidades praticas e clinicas nem sempre sdo
adequadas a necessidade do atendimento a essas populacdes (WHO, 2019).

Um dos fundamentos criados por Paulo Freire, educador e filosofo brasileiro,
diz respeito a importancia da conscientizacdo das parcelas desfavorecidas da
sociedade, no intuito de leva-las a entender a sua situacao e, assim, promover
acoes em prol da propria libertagdo (SANTANA, 2015). Certamente essa percepcao
da necessidade de libertacdo é o despertar consciente dos seus direitos e condicédo
essencial para equidade social.

Nesse contexto, a Educacdo Popular em Saude surge como principal
ferramenta para essa mudancga. Como dito por Eymard Vasconcelos (2004), em seu
trabalho intitulado: “Educacao Popular: de uma Pratica Alternativa a uma Estratégia
de Gestao Participativa das Politicas de Saude”, a palavra “popular” néo diz respeito
ao publico-alvo do movimento, mas a intencdo de que esse publico passe a ser
sujeito ativo na definicdo de suas diretrizes perante a sociedade, sejam elas de
cunho politico, social ou cultural. O autor ainda afirma a importéncia das iniciativas
educacionais no ambito académico, principalmente em relagcdo aos projetos
extensionistas para a formagéo profissional e a continuidade da Educagéao Popular
em Saude (VASCONCELOS, 2004).

A utilizacdo da ludicidade como ferramenta na construgdo do saber tem
demonstrado resultados positivos, uma vez que consegue associar habilidades
cognitivas e afetivas a motricidade dos individuos envolvidos. Auxiliam, também,
na construcé@o dos saberes e na compreensao da realidade de forma mais dinamica
(ALMEIDA, 2011).

Dessa forma, esse trabalho objetivou inserir discentes dos cursos da area
de saude, na confeccdo de material instrucional em Parasitologia e Entomologia,
para aplicagéo de forma ludica, tanto na Universidade quanto na comunidade, com
vistas ao alinhamento do Ensino com a Extensao, no Projeto de “Parasitologia nas

comunidades”, da Universidade Estadual de Santa Cruz -UESC.

21 ENSINO E EXTENSAO NA UNIVERSIDADE, ATRAVES DO PROJETO
QUE LEVA A PARASITOLOGIA PARA AS COMUNIDADES

O Projeto de extenséo “Laboratério de Parasitologia Aberto & Comunidade
e com Atividades em Campo” é de agéo continuada e teve inicio no ano de 2002,
desde entéo registrado na Pro-Reitoria de Extenséo, vinculado ao Departamento
de Ciéncia Bioldgicas (DCB), da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). As
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atividades vem sendo desenvolvidas no Laboratério de Parasitologia (LAPAR), e
tem como meta o suporte ao ensino, pesquisa e extensao, prestando atendimento
a comunidades negligenciadas na area da Educacéo em Saude, além da realizacdo
de exames parasitologicos de fezes. Em adicional, através do projeto, o LAPAR
promove, além do diagnostico, a prevengcdo das doencas parasitarias, com a
distribuicdo de panfletos informativos e/ou orientagbes verbais por ocasido da

entrega dos resultados, e tem como objetivos:

Favorecer a comunidade carente através da realizacdo de exames
coproparasitolégicos; tracar o perfil epidemiolégico regional de
doencas parasitarias; consolidar a metodologia de ensino universitario,
respaldada na triade: ensino, pesquisa e extenséo; gerar dados que
servirdo de subsidios para o desenvolvimento de trabalhos cientificos;
viabilizar aulas préaticas da disciplina através da conservacdo das
amostras recebidas no Laboratério; capacitar estagiarios com
treinamento intensivo em metodologias e técnicas aplicadas ao
diagndstico das parasitoses intestinais; conduzir o estagiario a
socializagdo do saber através da constru¢cao do conhecimento junto a
comunidade, a partir de atividades educativas e preventivas; Iniciar a
pesquisa cientifica, visando integragdo da classe universitaria com a
comunidade e permitindo visao realista dos fatores determinantes das
doencas parasitarias; levar o aluno a desenvolver atividades socio
educativas, promovendo interacdo professor, aluno e comunidade,
como estratégia da disciplina de parasitologia; diagnosticar arealidade
higiénico-sanitaria e de enteroparasitoses, visando criar agdes basicas
para minimizar a incidéncia de parasitoses nas comunidades; fazer um
diagnostico social através de técnicas especificas para conhecer e ter
uma percepgéo da realidade da comunidade e promover atividades
educativas e preventivas (MARIANO; SILVA; FILHO; CARVALHO,
2002).

A fim de consolidar tais objetivos, o projeto permite a articulagdo, para
aplicacdo em campo, de contetdos tedricos com conteudos préaticos, o que € de
fundamental importancia como ferramenta facilitadora de aprendizagem, pois
estabelece analogia entre a realidade social e o ensino. Mais do que isso, trata
da oportunidade de realizar atividades diversas num ambito interdisciplinar, dada
a caracteristica da equipe, formada por docentes e graduandos de Enfermagem,
Biomedicina e Medicina.

Para este manuscrito, optou-se pelo recorte temporal das atividades
realizadas entre os anos 2018 e 2019, onde os discentes tiveram a oportunidade de
vivenciar a relagdo com o publico/pacientes, reconhecendo tematicas relacionadas
ao processo saude/doenca e realizando intervengdes em concomitante. Também
conheceram a realidade de comunidades que vivem no entorno da Universidade,
contribuindo com o fortalecimento da relagdo ensino e extenséo, além da realizagédo

de exames coproparasitolégicos e da efetivagdo do exercicio da atencdo basica em
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saude.

Neste sentido, as a¢bes desse trabalho corroboram com a Politica Nacional
da Saude, nas linhas que fundamentam as agdes da V Diretriz que incentiva “[...]
a difusédo de experiéncias, a autonomia, o0 empoderamento coletivo e a construcao
compartilhada de acdes de promogao da saude” (BRASIL, 2015).

Tendo em vista o papel social da Universidade, este projeto vem
desenvolvendo a educagdo na perspectiva da “Educagédo Popular” com carater
extensionista, mas sem perder de vista ndo sé a relacédo do ensino com a extenséo,

mas destes com a pesquisa.

31 MATERIAL E METODOS

Todo o planejamento para realizagéo das atividades ocorreu entre 0os anos
de 2018 e 2019, com o dialogo entre coordenadores e discentes nas aulas de
Parasitologia e Entomologia, onde foram discutidas as tematicas; as faixas etarias
que seriam trabalhadas; palestras dirigidas a cada grupo, bem como pecas teatrais
— fruto das histérias criadas; e escolha de jogos interativos com o uso dos modelos
instrucionais.

Ap6s debate sobre as melhores formas de intervengéo, houve a criagcéo de
oficinas promovidas pelo Laboratério de Parasitologia Humana, para a elaboragéo,
por parte dos discentes, do material instrucional a ser utilizado, tanto em ambiente
académico quanto nas comunidades. Foram confeccionados modelos em biscuit de
estruturas parasitarias e histérias que abordassem, de forma ludica, temas como
higiene pessoal, contaminagéo e sintomatologia, sendo o publico-alvo de natureza
diversa, especialmente criangas.

O trabalho foi sempre o mesmo, em cada um dos quatro semestres dos anos
2018 e 2019. No inicio de cada semestre, com todo o grupo de trabalho, discutia-se
sobre a escolha da comunidade a ser trabalhada, e por qué. A partir de entdo, havia
o0 reconhecimento da &rea pela equipe; interacdo com liderancas comunitarias;
planejamento estratégico; sensibilizacdo do publico alvo; realizacdo de exames
parasitolégicos de fezes; entrega dos laudos; e preparacdo para o dia da a¢do de
Educagcédo em Saude.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

O dia da agao sempre foi marcado pelo carater aparentemente “festivo”, onde
foi evidenciada pelas comunidades, e equipe, a humanizagéo do cuidado.
Desde a sua criagdo, este projeto de Extenséo que articula as ac¢des do

LAPAR com as comunidades, mantém uma linha de trabalho que é praxe, mas
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que sofre adaptacdes a depender do perfil das turmas de graduagé@o envolvidas
como parte da equipe executora da acédo. Mas é entendimento, por exemplo, que
propostas pedagdgicas como a criagcao de historias e modelagem de material em
biscuit, devem ser mantidas a cada semestre.

Esses alunos envolvidos nas atividades tiveram a oportunidade de aplicar
0s conhecimentos teérico-praticos adquiridos na constru¢cdo dessas atividades
ludicas. Houve situacdes em que a releitura de classicos da histéria infantil serviu
como estratégia para trabalhar educacédo em salde para publicos de todas as
idades, em diferentes comunidades. Entre 2018 e 2019, foram trabalhadas, tanto
historias inéditas quanto releituras, onde foi observado que essa estratégia tdo bem
entreteve ao publico, aproximando-o do propésito do projeto, que sempre primou
pela informacgéo de forma leve e dindmica, falando de ciéncia para uma diversidade
de pessoas.

Especialmente nesse periodo, duas historias inéditas foram bem aceitas.
Sugere-se que essa aceitacao tenha sido pelo conteudo, linguagem e a transformacao
em peca teatral: 1. Uma abordava a veiculagédo de noticias por uma dupla de
jornalistas na bancada de um jornal, onde a matéria era exibida por personagens,
ao vivo, interpretando pacientes com parasitoses. Ao final, eram apresentadas as
solugdes, mostrando a atengdo que os cuidadores deveriam ter com as criangas,
prestando atencdo aos sintomas, levando-as ao médico e tratando-as. 2. A outra
abordava os maus habitos de higiene de algumas criangcas e adultos, que se
contaminavam a partir de alimentos e 4gua ingeridos. Nessa histéria, situacdes
engracadas, propositalmente colocadas no texto, tiveram o papel de chamar a
atencéo para o risco da falta de cuidado. Ao final, a licdo dada ao publico passava
pela atencéo e cuidado aos sinais e sintomas e importancia de ir ao médico, além
da adocéo de medidas efetivas de controle individual e coletivo.

Em concomitante, foi observado que os graduandos tiveram a oportunidade
de exercitar uma abordagem ao paciente numa linguagem clara e compreensivel,
ao tempo em que exercitaram e puseram em pratica as competéncias e habilidades
inerentes as suas respectivas areas de conhecimento. Ao docente ficou a certeza de
que a experimentacao do aprendizado € a melhor ferramenta, pois trata do exercicio
do conhecimento. Também a confec¢gdo do material instrucional, utilizando como
modelos as pecas bioldgicas visualizadas ao microscopio, ou a olho nu, foram um
diferencial na apreenséo do conhecimento académico, e importante ferramenta que
agucou a curiosidade do publico externo.

Sem duvida, essa proposta impactou positivamente tanto a comunidade
académica quanto as comunidades que interagiram com o grupo. Isso foi possivel
porque o LAPAR sempre fez o discente experimentar a indissociabilidade na

academia, a partir da interagcéo entre ensinoXpesquisaXextensédo. Gragas ao projeto
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de Extenséo € possivel desenvolver trabalhos de pesquisa e ensino em paralelo, em
areas negligenciadas do olhar do poder publico, pois o projeto promove atividades
extramuros, no exercicio da atengdo em saude.

Neste trabalho, o sentimento em relacédo a participacdo nas atividades pode
ser assim definido:

“Participar do projeto foi de extrema importancia para minha formacéo
académica e cidada. Consegui vivenciar, na pratica, coisas que
aprendi na teoria. Desde as preparacdes da estratégia de trabalho,
em laboratério, até a execugao da acgéo, tudo foi muito enriquecedor.
A execucdo das acbes experimentadas nesse periodo foi de alta
relevancia, sendo uma experiéncia inovadora para mim. O projeto
permitiu fazer um link com outras disciplinas, o que proporcionou
uma visao mais holistica do conceito de salde e do processo saude-
doencga”. (Relato de discente do curso de Enfermagem, 2020, co-
autor deste manuscrito)

Durante as a¢bes do projeto nas comunidades percebemos a importancia da
Educacgéo Popular em Saude para a formagao discente — esse é o verdadeiro sentido
da educagcédo em mao dupla, onde o aprendizado é transferido, também, para quem
esta indo levar o conhecimento. A metodologia empregada pela Educagéo Popular
utiliza como base uma elaboragéao diferente, partindo do pressuposto de que nao ha
saberes hierarquicos. Como exemplo, pode ser aqui mencionado o trabalho escrito
por Vasconcelos et al (2015), onde mencionaram a desconstru¢éo do autoritarismo
dos doutores e a valorizagdo dos saberes dos usuarios, dos moradores e dos
movimentos sociais envolvidos”.

Por fim, a cada acao realizada em comunidade, foi consenso a percepcéo
de que a interdisciplinaridade esteve presente na relagdo entre os conteudos
dialogados. N@o s6 isso, mas a importancia da aplicagdo do conhecimento
académico em campo, mostrando o encaixe perfeito e necessario entre 0 ensino e a

extensdo — uma articulacédo que deve ser sempre estimulada e fortalecida.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

O alcance desse tipo de atividade € de extrema importancia para constru¢ao
do conhecimento cientifico, permitindo entender os problemas de saude e a
necessidade na adogcdo de medidas de controle, sem que se perca o carater
cientifico proposto.

Os futuros profissionais da area tém a possibilidade de exercitar suas
competéncias ainda no ambiente académico, sendo as metodologias utilizadas de
tal forma a se somarem aos saberes tradicionais. Isso permite que os discentes

passem de meros expectadores a atores ativos no exercicio de suas competéncias
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e habilidades, téo reforcadas pelas diretrizes curriculares dos cursos da area de
saude.
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RESUMO: A hepatite C representa grave
problema de saude publica mundial. A taxa de
cronificacéo € elevada, podendo evoluir para
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HEPATITE C CRONICA

fibrose, cirrose e carcinomahepatocelular. O papel
dos microRNAs (miRs) como biomarcadores
da hepatite C tem sido amplamente estudado
como preditores de doenca hepatica avancada
e de resposta a terapia, permitindo melhor
direcionamento clinico-terapéutico. Objetivou-se
investigar o papel do miR-122, o mais abundante
no tecido hepatico, como biomarcador na
resposta a terapia tripla e progressao de doenca,
incluindo o desenvolvimento de cancer, em
pacientes brasileiros com hepatite C cronica.
Estdo sendo estudados 100 pacientes com
hepatite C crénica acompanhados em torno de
6 anos pela Hepatologia do Hospital da UFRJ
e previamente tratados com terapia tripla. A
severidade da fibrose hepatica foi estratificada
conforme Metavir (FO-F4). Os dados clinico-
laboratoriais e demograficos foram coletados em
prontuarios médicos. Foi realizada extracao dos
miRs acrescentando o miR-39 de Caenorhabditis
elegans como controle exdgeno. Foi realizada
transcricdo reversa e PCR em tempo real
com sondas especificas. Os valores de cycle
threshold encontrados foram comparados
entre 0 miR-39 e o0 miR-122. A fim de verificar
a viabilidade dos soros congelados a -80°C foi
feito teste de deteccao dos miRs em soro fresco,
congelado ha 1 més e ha 10 anos. Os pacientes
foram estratificados de acordo com evolugédo
de doenca hepatica e em respondedores/néo-
respondedores a terapia. Foi possivel detectar
miR-122 de amostras congeladas ha 10 anos
com a mesma eficiéncia quando comparado a
amostras frescas, mostrando sua viabilidade.
Comparando com o miR-39 exdgeno, observa-
se grande quantidade de miR-122 no soro dos
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pacientes. Até 0 momento ndo observamos associacédo significativa por analise
estatistica entre a expressao de miR-122 e as caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos pacientes. A caracterizacdo de biomarcadores como miRs permitira melhor
conduta terapéutica, com beneficios clinicos e econémicos.

PALAVRAS-CHAVE: microRNA-122; progressao; tratamento; cronicidade.

ABSTRACT: Hepatitis C represents a serious public health problem worldwide. The
rate of chronification is high, and may progress to fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular
carcinoma. The role of microRNAs (miRs) as biomarkers of hepatitis C has been widely
studied as predictors of advanced liver disease and response to therapy, allowing
better clinical and therapeutic targeting. The aim was to investigate the role of miR-
122, the most abundant in liver tissue, as a biomarker in the response to triple therapy
and disease progression, including the development of cancer, in Brazilian patients
with chronic hepatitis C. 100 patients with chronic hepatitis C are being followed up for
around 6 years by the Hepatology Department at the UFRJ Hospital and previously
treated with triple therapy. The severity of hepatic fibrosis was stratified according
to Metavir (FO-F4). Clinical, laboratory and demographic data were collected from
medical records. MiRs were extracted by adding miR-39 of Caenorhabditis elegans as
an exogenous control. Reverse transcription and real-time PCR were performed with
specific probes. The cycle threshold values found were compared between miR-39
and miR-122. To check the viability of the sera frozen at -80°C, a miR detection test
was performed in fresh serum, frozen 1 month ago and 10 years ago. Patients were
stratified according to the evolution of liver disease and in responders/non-responders
to therapy. It was possible to detect miR-122 from samples frozen 10 years ago with
the same efficiency when compared to fresh samples, showing its viability. Compared
with exogenous miR-39, a large amount of miR-122 is observed in the patients’ serum.
To date, we have not observed a significant association by statistical analysis between
the expression of miR-122 and the clinical and laboratory characteristics of the patients.
The characterization of biomarkers as miRs will allow better therapeutic conduct, with
clinical and economic benefits.

KEYWORDS: microRNA-122; progression; treatment; chronicity.

11 INTRODUGAO

A hepatite C representa grave problema de saude publica mundial. Estima-se
71 milhdes de individuos cronicamente infectadas com o virus da hepatite C (HCV)
no mundo (OMS, 2019). O HCV pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus.
Possui genoma de RNA simples fita, polaridade positiva e uma fase de leitura aberta
que codifica poliproteina para produzir proteinas estruturais e néo-estruturais. E
classificado em 8 genotipos, diversos subtipos e apresenta quasespecies (Borgia
et al. 2018).

Cerca de 30% dos infectados podem ter eliminagéao total do HCV e cerca
de 70% cronifica a doenca. Ao longo do tempo, lesbGes hepéticas vao ocorrendo,
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levando a fibrose. A cirrose ocorre em cerca de 5-25% dos casos entre 10-20 anos
(CDC, 2020) e é uma doenga sistémica, na qual sua progressdo pode acarretar
complicagdes clinicas, sob risco de morte. Além disso, o individuo pode desenvolver
cancer hepatico (1 a 4%), sendo mais comum o carcinoma hepatocelular (CHC)
(OMS, 2019; CDC, 2020).

MicroRNAs (MiRs) compreendem um grupo de pequenos RNAs néo
codificantes (aproximadamente 18 a 24 nucleotideos) que participam de varios
processos bioldgicos, afetando a estabilidade e tradu¢cdo do RNA mensageiro
(mRNA) (Ambros & Chen 2007). O papel dos miRs como biomarcadores desde o
prognéstico da hepatite C tem sido amplamente estudado em todo o mundo, com
relatos muitas vezes controversos. Especificamente o miR-122 se liga na regido
5" ndo traduzida do HCV, protegendo o genoma de exonucleases endbgenas
e promovendo a replicagdo viral (Shimakami et al. 2012). Por ser o miR mais
encontrado no figado, o miR-122 tem sido amplamente estudado como preditor de
doenca hepética avancada (El-Garem et al. 2014) e até mesmo como preditor de
resposta a terapia com antivirais de acgéo direta (DAAs) (Waring et al. 2016). O
inibidor de miRNA-122 esta em fase Il de estudo clinico como agente terapéutico
(Van der Ree et al. 2016).

21 OBJETIVOS

Investigar o papel do miR-122 circulante como biomarcador para a evolugéo
da doencga causada pelo HCV para, assim, facilitar o direcionamento terapéutico e
progndstico dos pacientes. E como objetivos especificos: (1) Avaliar a viabilidade de
soros congelados ha -80° C por varios anos para detecgdo de miR-122 circulante;
(2) Verificar se ha diferenca de expressdo de miR-122 circulante em relagdo a

parametros demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes.

31 METODOS

Os pacientes incluidos neste estudo sdo acompanhados pelo Servico de
Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ,
diagnosticados com hepatite C crénica (infectados com HCV gen6tipos 1a ou 1b)
e foram selecionados por critérios de inclusao/exclusao estabelecidos. Este projeto
foi aprovado em 01/02/2016 no Comité de Etica em Pesquisa do HUCFF/ UFRJ,
sob parecer numero 1.396.987. Os pacientes foram estratificados de acordo com
evolucdo de doenca hepética e em respondedores e ndo-respondedores a terapia
tripla composta por boceprevir ou telaprevir (inibidor de protease), interferon
peguilado e ribavirina. Trés individuos controles, sem doenca hepatica, e com dados
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demograficos semelhantes aos dos pacientes, foram incluidos no estudo.

Foi realizado o processo de extragéo dos miRs usando o kit miRNeasy Serum/
Plasma (Qiagen), acrescentando o miR-39 de C. elegans como controle exégeno.
Foi realizada reacéo de transcricao reversa (RT), utilizando o kit TagMan Advanced
miRNA cDNA Synthesis (ThermoFisher). Foi feita amplificacdo dos cDNAs e o PCR
em tempo real com o kit TagMan Advanced miRNA Assays (ThermoFisher) em
equipamento ViiA7 (ThermoFisher). Os valores de cycle threshold (Ct) encontrados
foram comparados entre o miR-39 e o miR-122. A expressao de miR-122 em relacéo
aos diversos parametros foi obtida através de quantificacdo relativa, utilizando a
formula 2-22¢t. A fim de verificar a viabilidade dos soros congelados a -80° C foi feito
um teste de deteccao dos miRs em soro fresco, congelado ha 1 més e ha 10 anos.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi feita a detec¢édo do perfil de expresséo génica do miR-122
circulante de pacientes com hepatite C crénica e controles, visando verificar se o
miR-122 € um bom candidato a biomarcador na hepatite C crénica.

Sabendo da instabilidade dos RNAs em relacdo a possibilidade de
degradacdo em amostras armazenadas, foi verificada a viabilidade de detec¢éo de
miR-122 circulante em amostras de soros congeladas. Observamos que os 3 soros
estudados apresentaram niveis de miRs bem préximos, mesmo utilizando soro de
dois pacientes diferentes, com Ct médio da triplicata em torno de 23 (Tabela 1).
Ou seja, em todos os soros 0 miR-122 foi eficientemente detectado, mostrando a
viabilidade de deteccédo em soros congelados.

Pl P2
miR Soro Fresco Soro congelado 1 Soro congelado 10
més anos
miR-122 23.879 23.813 23.243
23.875 23971 23.303
23.912 23.950 23.395
Ct Médio: | 23.889 23911 23.311

P1: Paciente 1 — soro fresco e soro congelado ha 1 més; P2: Paciente 2 — soro
congelado ha 10 anos; Ct: Cycle threshold.

Tabela 1 - Teste de viabilidade de detec¢cdo de miRNA-122 em soros congelados a -80°
C.

Inicialmente foram selecionados 30 pacientes com infecgcdo cronica pelo
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HCYV tratados a partir de 2013 com terapia tripla (Tabela 2).

RESPOSTA AO TRATAMENTO CARGA VIRAL GRAU DADOENCA
RVS REC/NR BAIXA ALTA SEM DADOS | FIBROSE AVANCADA CIRROSE SEM DADOS

15 15 n 13 1 10 7 3
PORCENTAGEM (%) 2] s0% W% 0% 33% 1% 56,7% 10%

GENOTIPO

1B SEM DADOS | FEMININO MASCULINO MiN-MAX
13 16 1 15 15 53 29-69 27,2 20,6-42,7
43,3% 53,3% 3,3% 50% 50% — —

RVS — respondedor viral sustentado; REC — recidivante; NR — nao respondedor; IMC —
indice de massa corporea.

Tabela 2 - Caracteristicas dos 30 pacientes incluidos inicialmente no estudo.

O controle exégeno (miR-39 de C. elegans) foi utilizado (15 pyl a 1,6 x 108
cp/pl) visando normalizar os dados obtidos. Vigneron et al. (2016) demonstrou
que o uso de miRs exbgenos apresenta menor variabilidade, uma vez que RNAs
enddgenos estdo suscetiveis a variagbes multifatoriais entre os pacientes e até
mesmo nas etapas experimentais, como descongelamento. Mesmo em diferentes
concentracbes testadas, o miR-39 apresentou variagdo entre algumas amostras
e em algumas estava indetectado. Algumas hipoteses foram levantadas, como
integridade dos kits. Optamos por selecionar apenas amostras de pacientes onde o
miR-39 foi detectado e com menor variagdo possivel. Sendo assim, prosseguimos
0 estudo com 14 pacientes (Tabela 3): 3 respondedores ao tratamento (RVS) e 11
nao-respondedores/recidivantes (NR/REC); 10 possuiam carga viral alta e 3 baixa;
4 apresentavam fibrose avangada e 9 cirrose; 6 com HCV-1a e 8 com HCV-1b; 8
do sexo feminino e 6 do masculino; média de 52 anos, e dentre eles, 3 jovens, 6
de meia idade e 5 idosos; e com média do IMC de 26,4, e dentre eles, 7 com IMC
normal (até 24,9), 5 com sobrepeso (25,0-29,9) e 2 obesos (>29,9). Em relagéo aos
controles, sem doencga hepatica: 2 do sexo masculino e 1 do feminino; 2 com IMC
normal e 1 com sobrepeso; média de 56 anos (min. 53—max. 61), e dentre eles, 2
de meia idade e 1 idoso.

RESPOSTA AO TRATAMENTO CARGA VIRAL GRAU DA DOENCA GENGTIPO
RVS REC/NR | ALTA BAIXA  SEM DADOS | FIBROSE AVANCADA  CIRROSE SEM DADOS 1A 18
N° DE PACIENTES 3 1 10 3 1 | 4 9 1 6 8

SEXO IDADE 52 (min/méx - 33/69) IMC 26,4 (min/max - 20,6/42,7)

FEMININO MASCULINO| JOVEM MEIA IDADE IDOSO NORMAL SOBREPESO OBESO
v v
8 6 3 6 5 7 5 2

RVS — respondedor viral sustentado; REC — recidivante; NR — ndo respondedor; IMC —
indice de massa corpoérea.

Tabela 3 - Caracteristicas dos pacientes cujo miR-39 exdgeno adicionado foi detectado
e com menor variagao possivel.
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Foram testados os niveis de miR-122 circulantes nos grupos: RVS e NR, em
relagéo ao grupo controle, testando diferentes pardmetros clinicos e laboratoriais:
resposta ao tratamento (RVS e NR/REC); niveis virais no pré-tratamento (carga
viral alta (>600.000 Ul/mL) e baixa (<600.000 Ul/mL); gendtipo viral (1a/1b);
grau de doencga hepatica: fibrose avancada (F3) e cirrose (F4); sexo (feminino e
masculino); idade (jovem, meia idade e idoso); IMC (normal, sobrepeso e obeso).
Em analise inicial, visando abranger todos os pacientes inicialmente introduzidos
no estudo, verificamos apenas os valores de Ct do miR-122 dos 30 pacientes e
dos 3 controles (Figura 1a-g). Este dado foi gerado sem normalizagdo com o Ct
do miR-39. Observamos que, de forma geral, os pacientes possuem Ct do miR-
122 menor do que os controles, o que pode indicar maior quantidade deste miR.
Este resultado é melhor representado pelas barras que representam as médias.
Da mesma forma, Aydin et al. (2019) identificou maior quantidade de miR-122 em
pacientes infectados com HCV do que em saudaveis (p<0.01). Nosso resultado esta
em acordo com a maior parte da literatura. Por outro lado, Fan et al. (2017) verificou
tanto no soro quanto nos exossomos maior quantidade de miR-122 nos individuos
controles saudaveis do que nos infectados com HCV, utilizando metodologia similar
a nossa com miR-39 de C. elegans como controle exégeno e RT-gPCR. Porém,
utilizou pacientes infectados com diferentes genétipos de HCV (6a, 3a, 2a e 1b) e
que haviam sido tratados com interferon e ribavirina. Tendo em vista alguns estudos
controversos, ressalta-se a importancia de mais estudos acerca dos niveis de miR-
122, incluindo pacientes com diferencas virais, clinicas, laboratoriais e demogréficas.

a) b)
Grau de fibrose sexo
30 4
. “ o
o
Q25 o0 g, ++ W25 0g W " aa
< . an < ol
¢ | ¢ |egk
T . H 2
Pt . = [
o2 ..ﬁ 520 %% o=
- -
P £ &© €N
& S &S
"a'k %’D « QOQ (Jo
5
N
< Grupos
Grupos
c) d)
Nivels virais (Ul mL) Resposta ao tratamento

30

30

)
© Grupos
Grupos

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea 2 Capitulo 5



e) f

Genotipo Idade

30

Ct miR-122
Ct miR-122

SIS
CERC

g

L 7 o

L
& & ¥

> o SES
IS & PO &
& & &
& & &
(S &
Grupos

Grupos
9)

Imc

CtmiR-122

Grupos

As barras vermelhas representam as médias. N&o foi aplicado teste estatistico. Ct—
cycle threshold. IMC — indice de massa corporea.

Figura 1: Comparagéo dos valores do Ct do miR-122 entre pacientes com diferentes
caracteristicas e controles.

A seguir, apenas os 14 individuos com miR-39 detectado foram utilizados,
comparando com o grupo de 3 controles, através da formula 222 (quantificagcdo
relativa). Foram aplicados os testes estatisticos Mann-Whitney ndo paramétrico e
One-way ANOVA. A figura 2a-e mostra os resultados das andlises comparativas
para resposta ao tratamento, carga viral pré-tratamento, genotipo viral, grau de
fibrose e sexo.

a) b)

Resposta ao tratamento Carga viral
80

P=03706
p=0,1264

2-deltadelta Ct
&
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Gréficos de comparagédo entre o nivel de expressdo de miR-122 gerados através do
GraphPad PRISM v. 7.0 com teste estatistico Mann-Whitney ndo paramétrico. (a)
Respondedores e ndo-respondedores. (b) Niveis virais circulantes em Ul/mL (carga
viral) baixa (< 600.000 Ul/mL) e alta (> 600.000 Ul/mL). (c) Infectados com HCV-1a
e 1b. (d) Fibrose avancada (F3-Metavir) e cirrose (F4-Metavir). (e) Sexo feminino e
masculino. As barras vermelhas representam as medianas.

Figura 2: Analise comparativa dos niveis de expressao do miR-122 circulante, calculada
pelo método 2-42¢ para os diferentes parametros testados.

Nesta analise, pode-se observar que, em geral, o grupo de pacientes
néo- respondedores (NR) apresentou maior expressdo de miR-122 em relacéo
aos respondedores (RVS), jA que apresenta 222¢ maior, 0 que condiz com a
literatura. Porém, os dados nédo apresentaram diferenca estatistica (p=0.1264). Séo
necessarios testes futuros com maior numero de pacientes, especialmente com
RVS, para melhor avaliacéo desta distribuicdo. Zhang et al. (2010) verificaram que
os niveis de miR-122 circulantes eram significativamente altos em pacientes com
hepatite por virus. Era esperado que individuos controles ou pacientes com RVS
apresentassem menor expressao de miR-122 do que pacientes NR. Da mesma
forma, quando avaliamos a carga viral, verificamos que apenas 3 dos 14 pacientes
possuiam niveis considerados baixos. Por estes dados, a mediana da expressao
de miR-122 nos pacientes com carga viral alta € maior do que aqueles com carga
viral baixa, sem diferenca estatistica (p=0.3706). Da mesma forma, é necessario
aumentar o numero de pacientes com carga viral baixa para melhor compreenséo da
diferenca. Ja o grupo de pacientes com gendtipo 1b apresentou mediana levemente
maior de expressao de miR-122 em relacéo ao grupo de pacientes com genotipo 1a.
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A diferenca entre os genotipos e subtipos virais ja foi vista em alguns trabalhos da
literatura (Fan et al., 2017), supondo interagdes distintas entre miR-122 e diferentes
gendtipos/subtipos do HCV. Também de forma sutil, 0 grupo com cirrose apresentou
maior expressdo de miR-122 em relacdo ao grupo com fibrose avangcada. Nos
estudos de Zhang et al. (2010), os niveis de miR-122 circulantes eram maiores em
pacientes com hepatite viral, com expresséo reduzida no tecido hepatico. Logo,
quanto mais danificado o tecido hepatico, mais miR-122 seria liberado na circulagédo
e, por isso, esperava-se que pacientes com cirrose apresentassem maior expressao
de miR-122 em relagdo aqueles com fibrose avangada, como nossas analises
demonstraram. J& em relacdo a sexo, o feminino apresentou maior expressao de
miR-122 em relacdo ao masculino quando avaliamos a mediana. Porém, nenhum
dos resultados apresentou um p<0.05. Portanto, ndo se pode afirmar que sejam
resultados significativos.

Para o parametro de idade, foi utilizado o teste estatistico One-way ANOVA,
comparando trés colunas de paréametros, conforme foram divididos os grupos da
idade. Observa-se que o grupo de jovens apresentou menor expressao de miR-122
em relagdo aos de meia idade e idosos quando avaliamos a mediana (Figura 3).
Porém, apresentou p=0.5297 (p>0.05), mostrando néo ter diferenca significativa.

3
S

-
S

p=05297

2-deltadelta Ct
&

1]
S

& ¢
56@ @\S’ \é{’o

o

Grupos

Calculada pelo método 222t e realizada através do GraphPad PRISM v. 7.0 com teste
estatistico One-way ANOVA para o parametro idade, comparando jovens, meia idade e
idosos. As barras vermelhas indicam as medianas.

Figura 3: Anélise comparativa dos niveis de expressao do miR-122 circulante em
relagé@o a idade dos pacientes.

Para o par@metro de IMC realizamos duas analises. Dividindo os pacientes
em dois grupos (IMC normal e aumentado), o grupo de pacientes com IMC normal
apresentou maior expressdo de miR-122 em relagdo ao grupo de IMC aumentado
quando avaliamos a mediana (Figura 4a). J4 quando dividimos os pacientes em trés
grupos (normal, sobrepeso e obeso), o grupo de sobrepeso foi 0 que apresentou
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menor expressao de miR-122 em relagéo aos outros dois grupos (Figura 4b). Estudos
anteriores demonstraram que o miR-122 esta associado ao metabolismo de lipidios
e colesterol durante a infeccao (ZHANG et al., 2015). Sendo assim, esperava-se que
as analises apresentassem diferencas significativas entre os diferentes grupos de
IMC e uma concordancia nas analises entre os diferentes testes estatisticos. Porém,
este pardmetro, assim como os outros, ndo apresentou p<0.05, ndo demonstrando
ser significativo.

a) b)

indice de massa corpérea (IMC)

80 indice de massa corpérea (IMC)

@
=]

p>0,0999
P=0,9267

2-deltadelta Ct
&
S

n
o
2-deltadelta Ct

>

& L 0
& &
&
Grupos

Calculada pelo método 222 e realizada através do GraphPad PRISM v. 7.0 com
testes estatisticos Mann-Whitney ndo paramétrico e One-way ANOVA para o parametro
IMC, comparando respectivamente: (a) IMC normal com IMC aumentado. (b) IMC
normal, sobrepeso e obeso. As barras vermelhas indicam as medianas.

Figura 4: Analise comparativa dos niveis de expressdo do miR-122 circulante em
relacéo ao IMC.

Além das andlises comparativas entre diferentes parametros, foram realizados
testes de correlagdo entre os niveis de expressdao do miR-122 e os parametros
que apresentam valores quantitativos: carga viral, idade e IMC (Figuras 5a-c). O
resultado desta analise mostra que ndo houve correlacdo entre o nivel de expressao
de miR-122 e as caracteristicas estudadas, o que é representado pelo baixo valor de
regressao linear (R), mostrando uma distribuicdo heterogénea. Da mesma forma, o

valor de p estava > 0.05, ndo sendo, portanto, estatisticamente significativo.
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Realizada através do GraphPad PRISM v. 7.0. (a) Nivel de expressdo de miR-122 e a
carga viral dos pacientes. (b) Nivel de expressao de miR-122 e idade dos pacientes. (c)
Nivel de expressao de miR-122 e IMC dos pacientes.

Figura 5: Andlise de correlagéo entre os valores de expressdo do miR-122 com
diferentes parametros.

51 CONCLUSOES

Foi possivel detectar eficientemente miR-122 de amostras congeladas ha 10
anos, ha 1 més e amostra fresca, mostrando a viabilidade de utilizagdo dos soros
congelados para deteccdo do miR-122 circulante. Em analise ndo normalizada
observamos menor Ct em pacientes com hepatite C cronica em relagdo aqueles
individuos controles sem doenca hepatica, o que supde que pacientes tenham
maiores quantidades de miR-122 do que controles. N&do observamos associacdo
significativa por analise estatistica entre a expresséao (fold change) de miR-122 e
as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes, néo tendo sido verificado
a quantidade de miR-122 circulante como um bom biomarcador nestes pacientes
com hepatite C cronica. Tem sido ainda testado pelo nosso grupo métodos mais
complexos, como sequenciamento paralelo massivo, para avaliagdo conjunta
de miRs circulantes em amostras de soro de pacientes com hepatite C cronica
(miRnoma) (CABRAL et al., 2020).
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RESUMO: A Insuficiéncia Cardiaca Congestiva
(ICC) se resume no fraco bombeamento do
sangue para manter a homeostasia da circulagéo
sistémica. O seu tratamento consiste em
diuréticos, betabloqueadores, digitalico, dentre
diversas outras opgdes terapéuticas. Nao ha um
tratamento especifico para a ICC, no entanto,
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ha terapias medicamentosas que ajudam a
regular e manter a homeostasia do corpo. Com
isso, 0 presente estudo visa descrever sobre
o Tolvaptan e furosemida, identificando se ha
eficacia ou ndo em formato de uma reviséo.
Trata-se de uma revisdo sistematica referente a
eficacia de farmacos diuréticos no tratamento da
ICC, utilizando a estratégia Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA). Abase de dados utilizada foi a Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online
(PUBMED), utilizando as seguintes palavras-
chave: Tolvaptan, Furosemida, Insuficiéncia
Cardiaca Congestiva e Diuréticos. Foram
incluidos apenas estudos com foco especifico em
ICC e os farmacos Tolvaptan (TLV) e Furosemida,
utilizando a estratégia PRISMA, com o total de
6 artigos que compuseram o corpus de andlise
da revisdo. Ha publicagbes que relacionam o
tratamento do TLV com a hiponatremia, uma
doenca secundaria da ICC, e outros, apenas para
a manutencgéo do sodio. Ambos os farmacos séo
eficazes para o tratamento da ICC, mesmo que
estes ainda ndo tenham a precisdo necessaria
em seus resultados, no entanto, o Furosemida
apresenta melhores resultados devido a sua alta
poténcia.

PALAVRAS-CHAVE: Insuficiéncia Cardiaca
Congestiva. Diurético. Tolvaptan. Furosemida.

TOLVAPTAN VERSUS FUROSEMIDE
FOR TREATING PATIENTS WITH
CONGESTIVE HEART FAILURE: A
SYSTEMATIC LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Congestive Heart Failure (CHF) is
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summed up in the poor pumping of blood to maintain homeostasis of the systemic
circulation. Its treatment consists of diuretics, beta-blockers, digitalis, among several
other therapeutic options. There is no specific treatment for CHF, however, there are
drug therapies that help regulate and maintain the body’s homeostasis. With this, the
present study aims to describe about Tolvaptan and furosemide, identifying whether
there is effectiveness or not in a review format.This is a systematic review regarding
the efficacy of diuretic drugs in the treatment of CHF, using a strategy of Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis (PRISMA). The database
used was the Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (PUBMED),
using the following keywords: Tolvaptan, Furosemide, Congestive Heart Failure and
Diuretics. Only studies with specific focus on ICC and the drugs Tolvaptan (TLV)
and Furosemide were included, using the PRISMA strategy, with a total of 6 articles
that composed the review corpus of analysis. There are publications that relate the
treatment of TLV with hyponatremia, a secondary disease of CHF, and others, only for
the maintenance of sodium. Both drugs are effective for the treatment of CHF, even
if they do not yet have the necessary precision in their results, however, Furosemide
presents better results due to its high potency.

KEYWORDS: Congestive heart failure. Diuretic. Tolvaptan. Furosemide.

11 INTRODUGAO

O coracao é o 6rgdo responsavel pela homeostasia por conta da circulagao
sistémica. Este é dividido em quatro cavidades, dois atrios e dois ventriculos. O atrio
esquerdo recebe o sangue oxigenado dos pulmdes através das veias pulmonares e
o direito capta o sangue rico em didxido de carbono (CO?) proveniente da circulagdo
sistémica. O ventriculo direito leva o sangue rico em CO? para os pulmdes e o
esquerdo bombeia o0 sangue oxigenado para a circulagéo sistémica (GRAAFF, 2013;
MORHMAN, HELLER, 2007).

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) consiste no fraco bombeamento
do sangue para o corpo, ndo satisfazendo as suas necessidades metabdlicas
necessarias para manter a homeostasia. Sdo diversas as causas que podem
levar a ICC, como a func&o contratil do ventriculo esquerdo ou até mesmo sua
pressao de preenchimento, afetando direta ou indiretamente o coragdo. De acordo
com a Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca Crénica e Aguda (2018), essa
patologia afeta 23 milhGes de pessoas ao redor do mundo, sendo o Brasil uma
das mais elevadas taxas no mundo ocidental de mortalidade intra-hospitalar, com
controle inadequado de hipertensédo arterial e diabetes (doencas negligenciadas).
Por ser uma condi¢édo cronica e possuir tratamento de controle, o prognéstico da
ICC é considerado reservado, sendo necessario o uso dos seguintes farmacos:
betabloqueadores, diuréticos, inibidores de enzima conversora de Angiotensina
(IECAS), digitalicos, bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRAs) e outros
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vasodilatadores (GUSSO; LOPES, 2012).

Diversas doengas podem levar a ICC ou serem causadas por conta dela
e € de extrema importancia a infusdo de solugéo salina utilizando diuréticos em
casos de descontrole de sédio, seja no seu aumento ou na sua redug¢do (GUSSO;
LOPES, 2012). Os diuréticos vao diferenciar em seu mecanismo de acao por conta
de seu local de atuacdo no néfron. Séo eles os tiazidicos, os diuréticos de alca, os
poupadores de potassio (BRUNTON; DANDAN; KNOLLMANN, 2019). No entanto,
outros fadrmacos podem ser usados bloqueando os hormdnios responsaveis pelo
efeito antidiurético como por exemplo, o Tolvaptan (TLV), considerado um novo
farmaco e auxilia a melhora do quadro de pacientes com ICC e, a Furosemida, um
diurético de alga e ja comumente utilizado.

Diante desse cenario e devido a ocorréncia da doenca, o tema tem sido
pouco explorado, apesar de o seu controle ser considerado de extrema importancia,
pois é causadora de outras patologias secundarias, podendo afetar 6rgdos como
os rins. Nesse sentido, no presente artigo objetivou-se a efetividade dos farmacos
diuréticos utilizados no tratamento da ICC.

Trata-se de umarevisao sistematica, utilizando estratégia Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). O levantamento dos
artigos foi realizado na base de pesquisa Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (PubMed), com os filtros de 5 anos minimos para a publicacéo, texto
completo gratis e espécie humana. Procedendo o cruzamento das palavras chaves:
Congestive heart failure; Congestive heart failure AND treatment; Congestive heart
failure[til AND furosemide[ti] NOT case report; Congestive heart failurefti] AND
tolvaptan(ti] NOT case report. Somente foram utilizados termos em inglés.

Os trabalhos incluidos tem como foco principal o tratamento com farmacos
diuréticos relacionado a ICC. Foram incluidos apenas artigos com os temas de
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva, Tolvaptan e Furosemida em seus titulos. Como
critérios de exclusdo, foram desconsiderados artigos de relatos de caso, cartas e
comentarios, além de artigos que nao responderam a pergunta norteadora: “Em
relacéo aos farmacos “diuréticos”, qual deles &€ considerado de maior eficicia para
o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva associado ao controle de s6dio?”.

21 RESULTADOS

O levantamento bibliografico localizou 89 resultados com o termo “Congestive
Heart Failure AND furosemide”, selecionados apenas 4 de acordo com os critérios
de exclusao e inclusdo, e apés a leitura foram selecionados 2 trabalhos. Com a
palavra-chave Congestive Heart Failure AND tolvaptan localizou-se 74 resultados,
selecionados apenas 7 de acordo com os critérios, restando 4 apés a leitura e
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eliminacé&o de artigos repetidos. Total de 6 artigos que compuseram o corpus de
analise de revisao, conforme apresentado na Figura 1. De acordo com a pesquisa,
alguns estudos selecionaram pacientes idosos, ja que a grande ocorréncia da
doencga é em pessoas de idade avancada.

Artigos selecionados na busca primaria
para leitura de titulos e resumos.

152 artigos excluidos
| Total: 163 apos a leitura de titulo e
resumo por:
»| - Na&o responderem
5 artigos excluidos i a pergunta.
apos leitura na Apds a leitura de ] g(t)ertr?da:r(:r:’ao
integra por: titulo e resumo, 11 -

- Néo - artigos foram crlterlondc_e
responderem a selecionados para exclusdo;
pergunta leitura na integra - Artigos duplicados.
norteadora.

Y
Amostra do estudo composta por um
total de: 6 artigos

Figura 1 - PRISMA fluxograma da sele¢ao dos artigos revisados

Conforme apresentado na Tabela 1, o estudo de Takasu et al (2017) obteve
como foco pacientes de idade avancada, superior a 80 anos utilizando o TLV. Foi
selecionado 14 pacientes consecutivos onde 7 foram tratados com TLV e 7 sem o
TLV, que é o grupo controle, examinando a eficacia do tratamento com uma dose
baixa de TLV, ou seja, 4,8 + 1,8 mg diarios, ndo havendo aumento na dose durante o
estudo. No estudo, houve uma comparagéo do TLV a diversos farmacos diuréticos,
obtendo como resultado dos outros farmacos uma indugao rapida na progressao da
hipovolemia, diferente do TLV que n&o afetou a presséo arterial. Como resultado
obtido, o TLV em dose baixa melhorou os sintomas e os niveis de BNP, reduziu peso
corporal de maneira benéfica e segura, além de induzir aquaresis sem diminuir o
fluxo sanguineo renal ou aumentar a atividade da renina plasmatica e, apenas um
paciente com uso de TLV apresentou piora na fungéo renal na alta hospitalar.

O estudo de Park et al (2017) realizou uma comparacéao do Tolvaptan entre
pacientes com Sindrome de Secrecdo Inapropriada de Hormoénio Antidiurético
(SIADH) e ICC, além de associar a hiponatremia, que € um distarbio hidroeletrolitico
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que necessita da infusdo de solucao salina hipertdnica com diuréticos. Os resultados
demonstraram que o uso do TLV obteve melhor resposta em pacientes com SIADH
do que os com Insuficiéncia Cardiaca Congestiva, pois a alteragdo média no nivel
sérico do sbédio durante as 24 horas foi significativamente maior em pacientes com
SIADH do que os com ICC, onde o volume de urina aumentou imediatamente e a
osmolaridade diminuiu, apesar de a duracao total do uso do TLV ter sido menor em
pacientes com SIADH do que os com ICC.

O estudo de Imamura e Kinugawa (2016) realizou uma analise com duragéo
de 2 anos em pacientes com IC com fracdo de ejecdo reduzida e com um total
de 91 pacientes dividindo em 46 que receberam terapia com TLV, enquanto
45 nado receberam. Nos pacientes com fracdo de ejecdo preservada, separou-
se 29 pacientes, dentre eles, 14 receberam a terapia com TLV enquanto 15 nao
receberam. Os resultados obtidos depois do periodo de estudo de 2 anos foi uma
melhora significativa na taxa de readmissao dos pacientes que receberam a terapia,
ndo havendo efeitos adversos durante o estudo, incluindo a hipernatremia, que é
uma alta concentragé@o de sodio no sangue.

A aquaporina € um canal de agua regulado pela vasopressina e um marcador
promissor da capacidade de concentracéo e diluicdo do rim, e o TLV é considerado
0 Unico antagonista da vasopressina tipo 2 disponivel (IMAMURA; KINUGAWA,
2016). O estudo de Imamura e Kinugawa (2016) utiliza a aquaporina-2 guiando o
Tolvaptan para sua validacao.

Titulo Ano/Autor Metodologia

Estudo 1: Successful treatment of 2017 - TAKASU, Investigacédo de 14 pacientes

congestive heart failure due to severe Kiyoshi et al. com idade superior a 80 anos

aortic valve stenosis with low dose of internados por insuficiéncia

Tolvaptan in elderly patients. cardiaca congestiva
descompensada com EA
grave.

Estudo 2: Comparison of tolvaptan 2017 - PARK, Revis&o dos registros

treatment among patients with SIADH Gun Ha et al. médicos de 50 pacientes,

and congestive heart failure: a single sendo 30 de SIADH e 20

center trial. de Insuficiéncia cardiaca

congestiva, que foram
prescritos tolvaptan entre
Julho de 2013 e Outubro de

2015.
Estudo 3: Tolvaptan Improves the 2016 - Estudo em 60 pacientes
Long-Term Prognosis in Patients IMAMURA, hospitalizados em estagio D
With Congestive Heart Failure With Teruhiko; HF que receberam tolvaptan
Preserved Ejection Fraction as Well KINUGAWA, para tratar congestao
as in Those With Reduced Ejection Koichiro. sintomética.

Fraction.
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Estudo 4: Urine Aquaporin-2: A 2016 - Validagao do tolvaptan

Promising Marker of Response to IMAMURA, guiado por aquaporina-2 em
the Arginine Vasopressin Type-2 Teruhiko; pacientes com insuficiéncia
Antagonist, Tolvaptan in Patients with KINUGAWA, cardiaca descompensada.
Congestive Heart Failure. Koichiro.
Estudo 5: Hypertonic Saline 2015 - Avaliacéo da furosemida em
in Conjunction with High-Dose PATERNA, diferentes doses com a adigéo
Furosemide Improves Dose—Response Salvatore et al. de solucéo salina hiperténica
Curves in Worsening Refractory em um estudo randomizado
Congestive Heart Failure. com 42 pacientes, sendo que
todos receberam a droga.
Estudo 6: Intravenous Furosemide for 2015 - Apresentacao de dados
Acute Decompensated Congestive OWEN, Drj; farmacocinéticos e
Heart Failure: What Is the Evidence? MACALLISTER, farmacodinamicos
R; SOFAT, R comparando a administragao
oral com a intravenosa da
Furosemida.

EA: estenose adrtica; HF: Heart Failure. SIADH: Sindrome da secregao inapropriada de
horménio antidiurético.

Tabela 1 - Relagéo dos estudos encontrados de Tolvaptan e Furosemida.

O estudo de Paterna et al (2015) teve como objetivo a avaliagdo da furosemida
em diferentes doses e a sua interacdo com a solucéo salina hipertdnica (HSS).
Foi feito um estudo randomizado com 42 pacientes, sendo que todos receberam a
droga (1:1:1) com as seguintes doses: 125 mg, 250 mg e 500 mg (tabela 2). Foram
administradas as doses a cada 20 minutos durante 24 horas, tendo sua primeira
dose a adi¢ao de solucédo salina e sua ultima dose a soma com HSS.

Classificacao Pacientes (quantidade) Dosagem
Grupo 1 14 125mg
Grupo 2 13 250mg
Grupo 3 13 500mg

Tabela 2 - Dosagem 1:1:1 do estudo e quantidade de pacientes utilizados. 2 pacientes,
um do grupo 2 e um do grupo 3, ndo suportaram a recorrente cateterizacéo e
desistiram.

Por conta da reacéo fisiologica do HSS em reter a 4gua e da agao diurética
da furosemida, o estudo demonstrou que houve uma melhora na diurese total, a
acao da furosemida, a osmolaridade da urina e a excregédo de so6dio em todos os
grupos. Também mostrou um aumento na excrecéo de furosemida e na producéo
de urina em 24 horas.

No estudo de Owen, Macallister e Sofat (2015), evidenciou-se que a ingestao

oral mostrou resultados significativos em 2 testes feitos. No primeiro, foi realizado
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um estudo com 11 pacientes que usaram a furosemida em dois momentos: durante
uma internagcdo aguda (aumento volémico), e quando seu volume sanguineo
se mostrava normal (euvolemia). Os resultados demonstraram que durante a
euvolemia a absor¢éo do farmaco se mostrou maior e mais rapida do que o intervalo
de internagéo, porém néao foi significativa. O segundo teste teve uma amostragem
maior, tendo 37 pacientes, porém obteve-se 0 mesmo resultado.

31 DISCUSSAO

A pesquisa realizada para esta revisao sistemética de literatura evidenciou
que o uso de TLV resultou numa melhora do prognéstico, além de ser um diurético
de nova geracdo, apresentando melhora na taxa de sobrevida. Em relagéo ao uso
da Furosemida, os estudos analisaram a sua associacdo com HSS e também em
relagéo a administracao intravenosa, no entanto, ambos sdo considerados incertos,
mas, o uso da furosemida individualmente € muito utilizado por ser um farmaco
potente da classe de diuréticos de alga, mas o seu uso pode levar a efeitos adversos.

O TLV é um antagonista da arginina vasopressina tipo 2 produzida pelo
hipotalamo, bloqueando o receptor V2 para inibir a reabsor¢cdo de agua livre e,
a liberagdo desse horménio depende da osmolaridade dos liquidos corpéreos,
associado ao tratamento da ICC e utilizado para tratar os niveis baixos de sédio.
Quando a vasopressina se liga ao receptor ha um aumento do AMP ciclico, ativagdo
de Proteina quinase C e de uma cascata de fosforilagéo translocando aquaporina-2
para a membrana luminal da célula, aumentando a permeabilidade a agua (TAKASU,
2017; IMAMURA; KINUGAWA, 2016).

Em diversas pesquisas, o TLV foi considerado um farmaco novo e promissor
para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva, desempenhando um papel
na melhora da congestao sintomatica, porém, ainda é necessario mais estudo para
sua melhoria a longo prazo, onde ha uma necessidade de estudos randomizados
para avaliac@o. A maioria dos estudos selecionados obtiveram resposta positiva no
seu prognostico, porém o estudo de Park et al (2017) n&o obteve efeitos adversos
assim como também nédo adquiriu resultado positivo quanto a ICC, pois a dose
utilizada nao foi considerada suficiente em comparacédo ao SIADH. A associagéo do
TLV a aquaporina-2 demonstrou grande efetividade, pois o TLV € o unico farmaco
antagonista da vasopressina disponivel no mercado atualmente.

Os estudos relacionados ao TLV associaram a doencas secundarias como
a SIADH e a estenose (TAKASU et al, 2017; PARK, et al, 2017). Enquanto os
relacionados ao Furosemida, houve uma associagdo com HSS e uma comparacao
de administracdo oral e intravenosa. A escolha terapéutica depende do estado do
paciente, principalmente quando relacionado a sua dose. O TLV a depender da
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dose consegue atingir um indice de sucesso no controle da ICC, pois melhora a
congestao sintomatica, normaliza a hiponatremia para manter a hemodinamica e
melhora a funcgéo renal, reduzindo a dose de diuréticos (IMAMURA; KINUGAWA,
2016).

A Furosemida € um farmaco diurético da classe dos diuréticos de alga. Ele
age na al¢a de Henle em sua porcdo ascendente, bloqueando o cotransportador
Na+K+2Cl- e impedindo a reabsorcéo de Sodio. E considerado um diurético potente,
pois, na algca, ha uma reabsorgédo de 20 a 25% do Sodio. Na ICC, através dos
mecanismos compensatorios para uma baixa PA, havera um aumento da pré-carga
(hipervolemia). Essa mudanga na volemia em primeira insténcia se da de forma a
manter uma homeostasia, porém esse mecanismo fara com que a necessidade da
forca de contragéo seja maior para a expulsao desse sangue (BRUNTON; DANDAN;
KNOLLMANN, 2019). Como o coragéo encontra-se em estado de insuficiéncia, o
aumento da PA nao seré favoravel, entrando o uso do farmaco diurético.

Por conta de uma menor disponibilidade na pesquisa da Furosemida, ainda
h& duvidas quanto a uma melhor efetividade quanto a sua disposi¢éo no corpo. O
que se sabe é que sua aplicagdo, geralmente intravenosa, é a mais usada, aceita
e recomendada. A sua utilizagdo em conjunto com HSS se torna uma possibilidade
dado aos seus efeitos na melhora da agédo da furosemida, ja que ele apresenta
efeitos diuréticos favoraveis que modificam a farmacocinética e a farmacodindmica
do farmaco, contudo o estudo ndo deixa bem definido a forma como agem a
furosemida em conjunto com a HSS (OWEN; MACALLISTER; SOFAT, 2015).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Essa revisdo sistematica apresentou em seus resultados uma variagéo,
sendo a maioria com resultados positivos, considerando que, o TLV é um farmaco
promissor e recente no comércio com uma longa necessidade de mais estudos,
diferente da Furosemida, um farmaco ja utilizado na classe de diuréticos e
considerado potente na sua agdo, mesmo com poucos estudos encontrados. Ambos
os farmacos na pesquisa deixaram a duvidar na sua eficacia e melhor efetividade
quanto a sua disposicdo no corpo e a concentracdo necessaria das doses para
um melhor prognéstico. Assim, evidencia que sdo necessarios outros estudos para
melhora em relag@o ao TLV.

O TLV apresentou resultados positivos em sua associacao a ICC, juntamente
com a Furosemida, farmaco ja utilizado com frequéncia, mas, os estudos obtidos
nao foram suficientes para definir a sua precisdo. Ademais, a Furosemida continua
sendo um farmaco mais eficaz por conta de sua agao e poténcia, ja que o TLV néo

possui estudos necessarios para comprovar sua eficacia. Com isso, a furosemida
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€ o farmaco mais potente e promissor devido ao seu uso regular na sociedade,
além de ser aprovado, sendo entdo o farmaco de maior recomendacgéo entre os
pesquisadores. Contudo, de acordo com todos os estudos, ha uma necessidade de
estudos futuros para melhor comprovacao de ambos os farmacos.
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RESUMO: Introducao: A identificacdo de
vulnerabilidades e riscos permitem entender as
caréncias que apresentam uma comunidade
ou grupo de individuos, cuja abordagem pode
ser observada sob diferentes aspectos de
suscetibilidade aos riscos. Sao fatores sociais,
economicos, culturais, estruturais, ambientais e
politicos que potencializam as vulnerabilidades
de populacdes, a exemplo dos catadores de
materiais reciclaveis. Objetivo: compreender
as vulnerabilidades de catadores de materiais
reciclaveis, considerando a pandemia COVID-19,
naperspectiva de perceber as condi¢cdes de saude
e do ambiente de trabalho dessa populagéo.
Consideracoes: O trabalho na coleta e na
triagem com materiais reciclaveis manuseados
por diversas pessoas, nos quais 0 virus pode
permanecer por varios dias, torna os catadores
ainda mais suscetiveis a contaminacdo. Em
que pese o fundamental trabalho realizado,
sdo altamente suscetiveis a contaminagdo do
COVID-19 pelas vulnerabilidades associadas
a atividade laboral de coleta e separagcdo de
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TEMPOS DE COVID-19

materiais reciclaveis.
PALAVRAS-CHAVE:
meio ambiente.

Pandemia, reciclagem,

VULNERABILITIES IN HEALTH AND
ENVIRONMENT FOR COLLECTORS OF
RECYCLABLE MATERIALS IN COVID-19

TIMES

ABSTRACT: Introduction: The identification
of vulnerabilities and risks makes it possible to
understand the needs of a community or group
of individuals, whose approach can be observed
under different aspects of risk susceptibility.
These are social, economic, cultural, structural,
environmental and political factors that enhance
the vulnerabilities of populations, such as the
recyclable materials collectors. Objective: to
understand the vulnerabilities of recyclable
material collectors, considering the COVID-19
pandemic, in the perspective of perceiving the
health conditions and the working environment
of this population. Considerations: The work in
collecting and sorting with recyclable materials
handled by several people, in which the virus can
remain for several days, makes the collectors
even more susceptible to contamination. Despite
the fundamental work carried out, they are highly
susceptible to COVID-19 contamination due
to the vulnerabilities associated with the work
activity of collecting and separating recyclable
materials.

KEYWORDS: Pandemic, recycling, environment.
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11 INTRODUGAO

Entende-se a vulnerabilidade como a suscetibilidade, por parte do ser
humano, a um perigo ou dano (BRAGA; OLIVEIRA; GIVISIEZ, 2006). A identificacéo
de vulnerabilidades permite entender as caréncias que apresenta uma comunidade
ou grupo de individuos, pois a abordagem da vulnerabilidade pode acontecer em
diferentes escalas (individual x social/coletiva) e/ou a partir de diferentes temas
(DAGNINO; CARPI JUNIOR, 2007). Em vista disso, a suscetibilidade aos riscos
dentro de um lixao, juntamente com diversos fatores sociais, econémicos, culturais
e politicos colaboram para o aumento da vulnerabilidade que atingem e ameacam
os catadores de materiais reciclaveis.

Para Ayres, Paiva e Franga Jr (2012), as anélises de vulnerabilidade envolvem
a avaliacdo articulada de trés eixos interligados, sendo eles: a vulnerabilidade
individual que é relacionada ao grau e a qualidade da informacéo que o individuo
possui de certo problema e possibilidades de enfrenta-lo. Consideram-se fatores
pessoais, como nivel de conhecimento, escolaridade e acesso a informacgéo;
subjetivos, incluindo valores e crencas; bioldgicos, comportamentais e afetivos,
que implicam em exposicdo e suscetibilidade ao agravo. A vulnerabilidade
social que é conformada a partir do acesso as informacdes, saude, educagéo,
cultura e emprego, além da pratica de mudanca, ao receber uma informacao nova,
condicbes estas interligadas ao acesso a recursos materiais e equipamentos
sociais. Sequencialmente, segundo a indicacao de Ayres, Paiva e Franca Jr. (2012),
a vulnerabilidade programatica caracteriza-se pela identificacdo e analise do
cenario de programas governamentais, incluindo politicas, programas, servicos,
estratégias e ac¢des de protecdo e promocéo a saude.

Complementando a compreensao, Ferraz, Gomes e Busato (2013) explicitam
que a dimensao individual se refere as informagdes sobre o problema, enquanto que
na dimenséo social focalizam nas ag¢des coletivas com potencializagdo dos grupos
para o enfrentamento. J4 a dimenséo programéatica necessita de politicas, estratégias
e agdes institucionais, com recursos sociais amplos nos diferentes niveis de atencédo
a saude. Isso evidencia que os individuos ndo podem ser responsabilizados pela
sua condigdo de saude, pois as vulnerabilidades estabelecem relagbes com fatores
biolégicos, psicoldgicos, sociais e culturais, ainda considerando a total relagdo com
o ambiente no qual ele esta inserido.

No contexto da pandemia do COVID-19, percebe-se que se intensificam as
desigualdades sociais gerando um contexto de aumento da vulnerabilidade social,
das iniquidades e violagdes de direitos que historicamente afetam diretamente o
catador de material reciclavel que tem em sua atividade diaria a possibilidade de

comprar alimentos, pagar aluguel, agua, energia, etc. Assim, como o Brasil que
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apresenta uma realidade mais complexa, com imensas desigualdades, embora
imprescindivel, as diversas formas de quarentena tém limites estruturais para sua
adogao mais generalizada. E necessaria a adogéo de outras medidas concomitantes,
imprescindiveis para tornar possivel que o trabalho dos catadores de materiais
reciclaveis seja realizado com seguranca durante a pandemia da COVID-19. Isso
ndo quer dizer continuar a trabalhar nas mesmas condi¢des, mas sim reorganizar as
atividades de coleta, transporte, triagem, compactacéo, armazenagem e despacho
para controlar os riscos de contaminagcé@o (ABES, 2020a).

Neste capitulo séo discutidas as vulnerabilidades de catadores de materiais
reciclaveis, considerando a pandemia COVID-19, na perspectiva de compreender

as condicdes de saude e do ambiente de trabalho dessa populagéo.

2|1 DESENVOLVIMENTO

No Brasil, a gestdo de residuos sélidos esta pautada na integralidade e
atribuicdo da responsabilidade compartilhada dos residuos gerados. O lixo é
qualquer residuo oriundo das atividades humanas ou geradas pela natureza em
aglomeragdes urbanas (KOMATSU; SANTOS; SOUZA, 2019). Ja os residuos
sélidos séao definidos como a soma dos produtos nao aproveitados pelas atividades
humanas, a exemplo das domésticas, comerciais, industriais, de servigos de saude
ou aqueles gerados pela natureza, como folhas, galhos, terra, areia, que séo
recolhidos das ruas e logradouros pela operagéo de varricdo e destinados para os
locais de destinacao ou tratamento (SOUZA; MARTINS, 2018).

Os problemas relacionados aos residuos sélidos acarretam dificuldades de
ordem social, econémica, ambiental e de saude, especialmente pelas deficiéncias
no planejamento urbano e na sensibilizacdo da populagéo, e dos demais segmentos
da sociedade. A exposi¢cao aos residuos solidos pode ser de forma direta ou indireta
(RIBEIRO et al., 2014), podendo ser o trabalhador catador de materiais reciclaveis
considerado um exposto permanente, visto que esta vulneravel pelo trabalho de
catacd@o que realiza e por morar, na maioria das vezes, muito préximo ao seu local
de trabalho (SOUZA; MATINS, 2018). Os catadores de materiais reciclaveis sao
caracterizados como um grupo populacional vulneravel que necessita atencéo,
especialmente por parte dos profissionais de saude, expostos a situa¢des de risco,
a preconceitos sociais e a falta de regulamentagdo dos direitos trabalhistas, e
também pela prépria condicdo de vida extra laboral. Para, além disso, que possa
servir de subsidio para sustentacdo de processos de reflexdo e formagéo entre os
catadores, bem como na elaboragéo de politicas publicas que contribuam para a e
profissionalizacdo da atividade dos catadores de materiais reciclaveis.

As associag¢des de catadores de materiais reciclaveis desempenham papel
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social junto a comunidades de baixa renda, por oferecerem alternativas de emprego
e renda, e papel ambiental, por contribuirem para a redugéo da pressao sobre aterros
sanitarios e incineracao de residuos solidos urbanos (ALMEIDAet al., 2013). Por
outro lado, muitas vezes o0 ambiente das associacbes e a manipulacdo dos residuos
geram riscos para o trabalhador a exemplo de diversas patologias: verminoses,
infeccdo intestinal, gripe, leptospirose, dengue, meningite, cefaleia, dor de dente,
febre, alergia e nausea, sendo que a possibilidade de cura determina a importancia
da doenga (DALL’AGNOL; FERNANDES, 2007). E, nesse periodo, os problemas
decorrentes da pandemia do COVID-19, com as possibilidades de contaminacéo,
sdo ainda maiores os problemas de saude que esses trabalhadores estdo expostos.

Para Ferreira e Anjos (2001), o odor emanado dos residuos pode causar
mal estar, cefaleias e nauseas em trabalhadores que estejam préximos de
equipamentos de coleta ou de sistemas de manuseio, transporte e destinacao final.
Além do mais, os objetos pérfuro-cortantes séo responséaveis por graves acidentes
na coleta de lixo e estéo incluidos entre os materiais que causam repulsas e medo
entre os trabalhadores, pelo risco de contaminagdo (FERREIRA; ANJOS, 2001).
A necessidade de catar materiais serve para dar sustento a familia exige muito
desses profissionais, que buscam uma produtividade cada vez maior, tendo em vista
que quanto mais recolhem residuos reciclaveis mais ganham com sua venda. Os
catadores trabalham diretamente com a coleta seletiva, que &€ um procedimento de
singular relevancia para o gerenciamento eficiente e eficaz de residuos solidos.

O ambiente onde desenvolvem suas atividades contribuem, ou ndo, para um

meio vulneravel. Para D"Agostini (2002):

Meio é condicdo a emergéncia de ambiente; o ambiente investe de
significagdo um lugar. Meio € sede de relagdes interessantes, mas
também de relacbes que nem sempre produzem ambientes, mesmo
que sejam relacdes fundamentais a sustentagcdo do meio propicio a
emergéncia de ambiente. Perceber ambiente como o entorno fisico
do vivente é ndo perceber que a supressdo de que impossibilitariam
perceber o mundo fisico todos os sentidos ndo suprimiria o duro
ambiente vivido pela mente consciente de estar impossibilitada
de sentir fisicamente. Se o substantivo ambiente fosse meio, como
sugerem dicionarios, o verbo ambientar significaria s6 passar a
fazer parte do meio, diferentemente do que consta nos dicionarios
(D’AGOSTINI, 2002).

Dizendo de forma mais ampla, perceber até que ponto e como na medida
em que um grupo de pessoas integra agdes comuns em busca do seu sustento
experimenta profundas mudancas nas suas relagdes consigo e com a sociedade e
que mudangas ocorrem nas suas formas objetivas de expresséo no contexto social
a que estao expostos. Tendo em vista a vulnerabilidade social e econémica dos
catadores de materiais reciclaveis, um fator a ser considerado de forma indissociavel
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nesse contexto, & a pandemia da COVID-19, que deixa essa populacéo ainda
mais vulneravel pois € a atividade que garante acesso a renda minima de sua
sobrevivéncia.

A doenca infecciosa COVID-19, causada pelo novo coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), tornou-se um grande problema de saude
publica ao redor do mundo. O primeiro surto da doenca foi comunicado pela China,
com identificagdo de pacientes com pneumonia de etiologia desconhecida, na
cidade de Wuhan, em dezembro de 2019 (HUANG et al., 2020; LU; STRATTON;
TANG, 2020).

Em um més, durante o Ano Novo Lunar, o virus se espalhou rapidamente
na China, apresentando um aumento de numero de casos quase exponencial
(ADHIKARI et al,, 2020; KANG et al., 2020). Posteriormente, a doenca atingiu
diversos paises da Asia, Europa, América e Africa, sendo declarada uma pandemia
pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) no dia 11 de margo, quando os casos da
doenca ja haviam sido notificados em 114 paises (HUANG et al., 2020).

Comparado com os virus SARS-CoV e MERS-CoV que causaram os surtos
de 2002/2003 e de 2012/2014, respectivamente, o espalhamento da COVID-19
foi muito mais rapido. Em apenas 48 dias havia 1.000 pessoas infectadas por
COVID-19, enquanto o mesmo numero de infec¢des causadas pelo SARS-CoV foi
registrado cerca de quatro meses apés o inicio da epidemia (KAMEL BOULOS;
GERAGHTY, 2020). A COVID-19 é uma doenca predominantemente respiratoria,
podendo acometer outros sistemas, como cutaneo, neuroldgico e hematoldgico. As
mais provaveis vias de transmissdo sdo por goticulas, contato fisico e aerossois
(HUANG et al.,2020). Seu periodo médio de incubagéo tem sido estimado em sete
dias, variando de 2 a 14 (ADHIKARI et al., 2020).

As populacgdes de maior risco envolvem idosos, pessoas com fungao imune
comprometida, aquelas com comorbidades crénicas, as que usamimunossupressores
por longo tempo e as com histérico cirargico antes da internacéo. Sao, porém,
também suscetiveis, individuos sem fatores de risco. A maioria dos infectados sao
assintomaticos ou desenvolvem formas leves da doenga. Até o presente momento
ndo ha tratamento antiviral especifico e tampouco vacina, de modo que a mais
efetiva forma de prevencgao consiste em evitar a exposi¢éo ao virus (ADHIKARI et al.,
2020). As principais medidas de saude publica para a contengcao ou desaceleragéo
da epidemia incluem distanciamento social, isolamento dos casos confirmados,
identificagdo e acompanhamento dos contatos, desinfeccdo ambiental e uso de
equipamentos protetivos individuais (HAMID; MIR; ROHELA, 2020). A COVID-19 é
uma doenca predominantemente respiratéria, podendo acometer outros sistemas,
como tegumentar, neuroldgico e hematoldgico.

O primeiro caso de COVID-19 registrado no Brasil foi em 26 de fevereiro

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea 2 Capitulo 7



de 2020e trés cepas do SARS-CoV-2 foram identificadas no pais entre 22 e 27 de
fevereiro. Esta introdugéo influenciou o quadro precoce e mais grave de capitais
como Séo Paulo, Rio de Janeiro, Ceara e Manaus (BRASIL, 2020). Portanto, ja
estavam bem estabelecidas antes da implementacao das medidas nao farmacéuticas
de distanciamento fisico, higienizagcdo dos ambientes, das méos e das proibicoes
de viagens.

A transmissdo chamada comunitaria somente foi oficialmente reconhecida
em 20 de margo. A pandemia da COVID-19 no Brasil atingiu uma das mais inclinadas
curvas de aumento de casos do mundo. Em 14 dias, o pais atingiu 50 casos, dez
dias depois chegou a 1.000 casos, em 4 de abril j& havia 10 mil casos, um més
depois ultrapassou 100 mil casos. As semanas seguintes mostraram crescimento
significativo da disseminacao do virus entre a populacéo brasileira. Em 2 de junho
eram notificados meio milhdo de casos oficiais, ultrapassando em 19 de junho a
casa de 1 milhdo de casos novos acumulados e mais de 1.000 casos novos por dia.
No inicio do més de julho, o Brasil ja registra mais de 1,5 milhdo de casos oficiais
notificados, tornando-se no final do més de junho o pais com mais alta incidéncia
diaria de COVID-19 em todo o mundo (BRASIL, 2020).

No Brasil, os desafios para o enfrentamento da COVID-19 se apresentam
ainda mais complexos, pois a transmissao do virus e o impacto da pandemia tendem
a ser mais graves num contexto de grande desigualdade econdémica e social,
com populagdes vivendo em condigbes precarias de habitacdo e saneamento,
sem acesso constante a agua, em situacdo de aglomeracdo e com atividades
consideradas essenciais (CASTILHO, 2020). A coleta de residuos é considerado um
servigo essencial e, em tempos de COVID-19, os trabalhadores da coleta seletiva,
que continuam suas atividades normais, estdo expostos a contaminagdo e nem
sempre em condi¢cdes de atender aos cuidados preventivos de uso de EPI, alcool
gel ou lavagem das méos, deixando-os ainda mais vulneraveis.

O fato de trabalharem na coleta e na triagem com materiais reciclaveis
manuseados por diversas pessoas, nos quais o virus pode permanecer por até
nove dias (DOREMALEN; BUSHMAKER; MORRIS, 2020), torna os catadores ainda
mais suscetiveis a contaminagdo. As “curvas de exposi¢cdo ao risco” especificas
dos catadores sao, portanto, defasadas das curvas epidemioldgicas de evolucéo
da doencga para a populagdo em geral. Mesmo quando as instituicbes de saude
autorizarem a flexibilizacdo do isolamento, a medida que diminua o risco de
exposicao da populagcdo em geral, devido a natureza do seu objeto de trabalho, este
grupo profissional especifico ainda estara sujeito a riscos inerentes a sua atividade.
Por isso a necessidade de adotar medidas de prevencao especificas para essa
populagédo (ORIS, 2020).

A retomada e continuidade das atividades com condicbes de seguranca
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para os catadores implica repensar todos 0s processos operacionais, orientando
0s moradores sobre como fazer a higienizagé@o, a separagdo e a armazenagem nos
domicilios e criando novos procedimentos de coleta e de triagem, que servirdo para
evitar riscos atuais, mas também para diminuir outros riscos comumente observados
no dia a dia do trabalho dos catadores (ABES, 2020b). O planejamento da retomada
da coleta seletiva e da triagem nos galpdes inclui a mudan¢a dos processos de
trabalho dos catadores organizados, mas também dos catadores autbnomos que
ndo podem continuar trabalhando como antes (CRUVIEL et al., 2020).

Para a Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ABES,
2020b), € necessario reorganizar os servigos de coleta seletiva e os processos de
trabalho nos galpbes adotando medidas preventivas para evitar a infeccdo pelo
novo coronavirus. Garantir a seguranca dos catadores, seus familiares e vizinhos,
como também da populagdo em geral, durante a coleta ou no uso de transporte
publico, é condi¢do indispensavel para retomar as atividades. Nao se trata de
continuar a coleta seletiva como antes, nem de interromper o trabalho seguindo
uma légica unicamente epidemiolégica, mas de retomar as atividades dos catadores
com procedimentos e processos de trabalho que priorizem a segurancga sanitaria
(ABES, 2020b). Isso implica reduzir um pouco a eficiéncia do sistema produtivo
e sofrer alguma perda econ6mica para investir em sistemas de prevencdo. Além
dos conhecimentos técnicos que ajudam a criar essas condi¢cdes de seguranga, o
sistema de prevencao incorpora os saberes e estratégias individuais e coletivas dos
catadores para reorganizar o trabalho e lidar com os riscos (ORIS, 2020).

As medidas epidemiolégicas de prevencgéo estao focadas no distanciamento
espacial, no uso de Equipamentos de Protecédo Individual (EPI) e na adog¢édo de
praticas de higiene pessoal. Isso € 0 necessario a se fazer nos amplos espagos
sociais. O objetivo, nesse caso, é diminuir a possibilidade de contagio atuando em
cada individuo. O risco de presenga do virus € maior na separacao inicial, pois
0s materiais s@o manipulados por muita gente. A cadeia da reciclagem comeca
envolvendo a populacdo distribuida em um territério amplo e vai se delimitando
a partir da coleta seletiva e da triagem. Esse fluxo organizado e canalizado dos
residuos oferece condicbes mais favoraveis para implementar procedimentos de
prevencao e técnicas de controle que vao além dos EPI, distanciamento espacial e
higiene pessoal. Assim, no caso dos catadores e da coleta seletiva, o foco central
deve ser em Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPC) e na reorganizacdo dos
processos de producéo e das praticas de trabalho, combinados com Equipamentos
de Protecéo Individual (EPI) e medidas de higiene pessoal (SAO PAULO, 2020).
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31 CONSIDERAGOES FINAIS

O catador de materiais reciclaveis € um ator fundamental na gestdo
dos residuos solidos, seja na coleta seletiva, na cadeia de reciclagem ou, até
mesmo, como educador ambiental. Os catadores que atuam na coleta dao suas
contribuicdes, proporcionando revalorizacdo desses materiais que entrardo em
novos ciclos produtivos e, assim, reduzir a quantidade de residuos e os impactos
no meio ambiente. Entretanto, ndo se pode perder de vista que a catacdo € uma
atividade intrinsecamente perigosa e insalubre, pois trabalha diretamente com
materiais que trazem riscos fisicos e bioldgicos, tanto para a salde ocupacional
do trabalhador como para a saude ambiental. E, embora se destaque por ser
uma atividade intensa e exigente de esforgo, os seus rendimentos financeiros séo
consideravelmente baixos. Salienta-se a importancia de a¢des voltadas a Educacéo
em Saude para esta populagdo, visando acesso a informacéo sobre saude e os
fatores que a envolvem, direta e indiretamente, adquirindo maior conhecimento da
dimens&o dos problemas que lhes acometem.

A pandemia gerou a classificacdo de categorias profissionais de acordo com
suas importancias para atender atividades essenciais como as de subsisténcia
alimentar, salude, seguranca, limpeza, transportes, juridicas e financeiras que
passaram a ter um papel fundamental, colocando em risco, muitas vezes, a
prépria vida do trabalhador e de seus familiares. Grande parte dessas categorias
profissionais, a exemplo dos catadores de materiais reciclaveis, estdo expostos a
contaminagé@o da COVID-19, considerando as condi¢des de trabalho nem sempre
adequadas a protecdo necessaria para si, para o coletivo de catadores bem como
seus familiares. Catadores estdo mais suscetiveis a contaminagao por COVID-19
devido a natureza de seu trabalho e, em particular, pela deficiéncia de protocolos de
higiene e protecéo individual e coletiva, locais de trabalho insalubres e/ ou galpdes de
triagem com infraestrutura deficiente. Tais fatores potencializam as vulnerabilidades
desses trabalhadores expostos a riscos que podem comprometer a sua salde e o
ambiente de trabalho.
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