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APRESENTACAO

O conhecimento da area biomédica tem avancado a cada dia e alcangado
diversas vertentes capazes de influenciar na salde e em outras areas, de forma
geral, na vida dos individuos e da sociedade. Tais conhecimentos agregam
saberes em vaérias areas e aplicam-se de forma dinamica nas mais variadas
situacdes do dia- a- dia.

Considerando a abrangéncia de conhecimento produzido na area
biomédica, a Atena Editora langa o e-book “A DINAMICA DO CONHECIMENTO
BIOMEDICO 2” que traz 6 artigos capazes de demonstrar algumas das possiveis
atuacdes dos profissionais da area, que contribuem para a obtencdo de uma
melhor qualidade de vida.

Convido- te a aprofundar seu conhecimento nas diversas possibilidades
que envolvem essa area tao inovadora e abrangente.

Aproveite a leitural

Claudiane Ayres
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ANALISE DA DISTRIBUICAO TOXICOLOGICA DO ACIDO
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11 INTRODUGAO

No Brasil, Albertoni

Martins, é importante ressaltar a atividade

segundo

d3 frentista, onde os trabalhadores estao
expostos aos riscos provocados pelo
contato com hidrocarbonetos aromaticos
através dos combustiveis e Oleos
lubrificantes comercializados em postos
e servigos. “Nesses ambientes é possivel
identificar o contato do trabalhador com os
produtos quimicos durante a atividade de
abastecimento de veiculos, lubrificagéo,
manuseio de partes contaminadas do
motor para medir niveis de 6leo e agua,

lavagem de veiculos e contato com panos

Data de aceite: 03/07/2023

e estopas contaminadas”.

O tolueno é um composto que
se destaca por seu alto indice toxico,
ndo havendo concentracdo segura para
a exposicdo humana. Apesar de sua
reconhecida toxicidade, esse composto se
encontra em uma variada gama de objetos
cotidianos, em combustiveis fésseis como
a gasolina e o 6leo diesel, sua composigédo
leve, instavel e volatil o permite vaporizar
rapidamente.

Como vapor, o tolueno penetra
facilmente nos organismos expostos por
meio das mucosas por via oral e nasal, em
que o tecido epitelial € mais fino e permite
maior permeabilidade do toxico e difusao
para a corrente sanguinea, pela qual o
contaminante se liga a proteinas no plasma
e se acumula nos tecidos gordurosos e em

6rgaos como os rins.
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1.1 TOLUENO

Sinonimia: FENILMETANO; METILBENZOL; TOLUOL;
METILBENZENO; PHENYLMETHANE; METHYL
BENZOL; METHIL BENZENE.

Numero CAS: 108-88-3

Numero NIOSH: XS5250000

Numero ONU: 1294

Composicao: C3H5CH3

Propriedades Fisico-quimicas:

Peso molecular: 92.14 Dalton

Presséo de vapor: 21 mmHg a 20°c.

Aparéncia: Liquido aquoso e incolor.

Odor: Odor suave, pungente, semelhante ao
benzeno.

Ponto de ebulicdo (760mmHg): 110.6°c.Ponto de
Fuséo: -95°c.

Solubilidade em agua: Pouco soltvel(0.05g/100
ml de agua a 20°c).

Densidade especifica (agua = 1): 0.866.
Densidade do géas: 3.2 (ar = 1).

Limiar de odor ? 2.9 ppm.

Inflamabilidade ? A 4.4°c o vapor pode pegar fogo
se houver uma fonte de ignicéo.

Classificacao NFPA - National fireprotection

association

(0=Minimo; 1=leve; 2=moderado; 3=serio;
4=severo)

SAUDE

INFLAMABILIDADE

REATIVIDADE

1

RISCOS ESPECIAIS

3(t. aquatica)

1.2 INFORMAGOES GERAIS DO TOLUENO:

O tolueno é um liquido incolor, aquoso e volatil, com odor suave e adocicado similar

ao benzeno. E inflamavel em temperaturas acima de 4.4°c, portanto uma substancia com

grande potencial de risco de incéndio a temperatura ambiente. Ele se mistura rapidamente

com muitos solventes organicos, mas € muito pouco sollvel em agua. Vitimas expostas

apenas ao tolueno sob a forma gasosa nao constituem risco de contaminagé@o para os

socorristas. No entanto, aquelas contaminadas com a forma liquida (pele, roupas e cabelos)

podem causar contaminagéo secundaria do pessoal de atendimento por contato direto com

a substancia ou pela inalagéo do vapor.
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Por causa do odor caracteristico, ele funciona como aviso de perigo se presente no ar,
indicando concentragbes perigosas. Ele é volatil, rapidamente promovendo concentragdes
perigosas no ar e concentragfes toxicas na temperatura ambiente. Por ser mais pesado
que o ar, o vapor de tolueno tende a permanecer nas partes mais baixas do ambiente. O
tolueno é absorvido rapidamente apos inalacdo ou ingestdo. E absorvido lentamente pela
pele integra. No entanto, essa pequena absor¢édo percutanea sera responsavel por uma
parcela da contaminacdo sistémica. A exposicdo por ingestdo ou inalacdo também véao
causar intoxicacgao sistémica.

AIHA ERPG-2 (Emergency Response planning Guideline) (Maxima concentragédo
no ambiente abaixo da qual acredita-se que a maioria dos individuos pode ser exposta
por mais de uma hora sem que haja efeitos adversos ou sintomatologia que incapacite a
habilidade individual de adotar medidas de auto protecdo): 300 ppm. Incompatibilidades:
o tolueno reage com o acido sulfdrico, amoénia, peroxido de hidrogénio, 6xido de prata,
cloretos e oxidantes fortes. O tolueno € um dos produtos mais produzidos dentro dos
Estados Unidos. E obtido primariamente pela destilagio do 6leo de crude. E um excelente
solvente para tintas, vernizes, thinners e adesivos. E largamente utilizado na industria de

tintas, petroquimica, de borracha, de cola e farmacéutica.

1.3 VIAS DE EXPOSICAO:
Inalacao

+ O tolueno é rapidamente absorvido pelos pulmdes e a maioria das exposicoes
pelo tolueno ocorre por essa via.

+ O odor do tolueno é sentido com 8 ppm do produto no meio ambiente, o que é
25 vezes menor que o estabelecido como OSHA PEL (200 ppm). O odor funcio-
na como aviso de perigo da presenca do produto. O vapor € mais pesado que o
ar, se depositando em areas mais baixas e podendo causar asfixia em espagos
baixos, pouco ventilados ou em ambientes confinados.

+  Criancas expostas ao tolueno na mesma dosagem que adultos tendem a apre-
sentar maior contaminacao pelo fato de possuirem uma maior area respiratoria
proporcional. Ao mesmo tempo, podem entrar em contato com uma maior dosa-
gem do produto pela baixa estatura e maior concentragéo do produto na forma
de vapor, localizada mais prdoxima ao solo.

ne
®
i

O vapor de tolueno é medianamente irritativo para as membranas mucosas.

O contato prolongado ou repetido do tolueno com a pele enfraquece a mesma
causando rachaduras e espessamentos.
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+  Aabsorcao percutanea pela pele integra é pequena. No entanto, essa pequena
absorcao pode participar do processo de intoxicagao sistémica.

» As criangas tendem a ser mais vulneraveis aos toxicos absorvidos pela pele,
pela maior area cuténea proporcional.

Oftalmica

+ O tolueno liquido respingado nos olhos pode causar lesdo corneana.

Ingestao

+ Alingestao do tolueno pode causar intoxicagédo sistémica.

1.4 EFEITOS PARA A SAUDE:

+ O tolueno ¢ irritante para a pele, olhos e trato respiratorio.

+  Pode causar intoxicagéo sistémica pela ingestao ou inalagdo, sendo lentamente
absorvido pela pele. A via mais comum de intoxicacao € a respiratoria.

Os sintomas de intoxicacao por tolueno incluem:

+  Cefaléia.
+  Tontura.
+  Ataxia.

«  Torpor.

+  Euforia.

*  Alucinagoes.

+  Tremores.

+  Convulsodes.

+  Coma.

«  Arritmias ventriculares.

»  Pneumonite quimica.

+  Depressao respiratoria.

+ Nauseas.

+  Vomitos.

+  Alteracdes hidroeletroliticas

O mecanismo pelo qual o tolueno produz toxicidade sistémica ainda ndo é bem
conhecido. Nao ha informacgdes sobre diferencas da intoxicagéo pelo tolueno entre criancas
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e adultos. O tolueno cruza a barreira placentaria e passa pelo leite materno.

O acido Hipurico é o principal metabdlito urinario do tolueno, um solvente presente
em oOleos, borracha natural, resinas, borracha sintética, carvao, piche, betume e acetil-
celuloses, como diluente e solvente para vernizes e tintas. O tolueno possui agédo tdxica,
sobretudo no sistema nervoso central, figado e rins. Pode ter reagbes agudas e cronicas,
como agéo irritante sobre a pele e mucosas, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e, inclusive,
pode provocar perda auditiva.

Ele é biotransformado no organismo e origina o acido hiparico, principal indicador
biolégico da exposicao a esse solvente. Devido aos inUmeros efeitos toxicos apresentados
pelo tolueno, conforme exposto anteriormente, os trabalhadores que atuam em ambientes
onde ha materiais que apresentam a substancia precisam ser constantemente monitorados
com exames do tipo.

O tolueno pode penetrar no corpo humano através da inalagdo e mesmo contato
direto, quando frentistas utilizam flanelas e panos molhados com gasolina para limpar
o tanque de combustivel dos veiculos. Quando colocam esses materiais molhados com
gasolina sobre o brago ou pescoco, invariavelmente acabam se intoxicando.

Segundo Arline Arcuri, a exposicdo em longo prazo, em concentracdes menores,
acaba se acumulando na medula éssea, atingindo as células do sistema formador do
sangue. Assim, pode ocasionar varios tipos de canceres. “Um dos primeiros sintomas
dessa concentracao € a leucopenia - diminuigéo de glébulos brancos -, mas, hoje, sabe-se

que o tolueno afeta qualquer tipo de célula sanguinea”, acentuou Arcuri.

21 JUSTIFICATIVA

As exposicoes repetitivas aos gases que séo liberados da gasolina automotiva séo
comprovadamente toxicas aos frentistas dos postos de revenda. O uso do EPI é fundamental
para garantir a saude e a protecdo do trabalhador, evitando consequéncias negativas
em casos de acidentes de trabalho. Além disso, o EPI também €& usado para garantir
que o profissional ndo sera exposto a doengas ocupacionais, que podem comprometer
a capacidade de trabalho e de vida dos profissionais durante e depois da fase ativa de
trabalho.

A fiscalizagdo da creatinina produzida é de suma importancia para verificar a satde
dos colaboradores, a Creatinina é um residuo gerado em decorréncia da degradacéo da
creatina, utilizada como energia nos musculos. A dosagem dos niveis de creatinina no
sangue é um dos métodos mais usados para avaliagdo da funcao renal, ou seja, o exame

de creatinina é importante para avaliar se os seus rins estdo funcionando adequadamente.
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31 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho consiste em verificar os efeitos genotdxicos
decorrentes da exposi¢do ocupacional na urina dos frentistas do centro do municipio da
cidade de Altamira- Para.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Promover informagbes para a comunidade ocupacional, identificar se ha
contaminacgéo dos investigados, abrir a lacuna para futuras pesquisas sobre a toxicologia
ocupacional na cidade Altamira-Para.

41 METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo de campo, descritivo e qualitativo da exposicao repetitiva dos
frentistas aos gases que séo liberados da gasolina nos postos de revenda de combustiveis
na cidade de Altamira Paréa no periodo de agosto a Dezembro de 2022.Foi confeccionado
termos de responsabilidade e compromisso entre os postos selecionados e o grupo de
pesquisa (em anexo).

O contato com as empresas, para que as mesmas permitissem a investigacao dos
seus colaboradores no intuito de fazer os exames de acido hipurico pré e po6s jornada de
trabalho para uma pesquisa académica, foi desafiador, pois o grupo recebeu respostas
positivas e negativas. Por mais que informassem que 0s nomes das empresas € 0 nome
das pessoas investigadas nédo seriam divulgados, néo era suficiente para transmitir conforto
para as empresas. Entdo, desde j& ficamos muitos gratos aquelas empresas que permitiram
que pudéssemos desempenhar a nossa pesquisa de campo.

Coletou-se a aliquota das urinas pré-jornada e pés-jornada de trabalho. As
amostras biologicas foram enviadas para o laboratério ALVARO (Dasa). Onde o exame
toxicologico de &cido hipurico foi feito para cada amostra enviada.(Todos os postos e
colaboradores analisados receberam codinomes, os postos receberam numerais ordinais e
os colaboradores receberam algarismos romanos): O modelo de questionario utilizado na

pesquisa (em anexo).

51 CRONOGRAMA
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18/08/2022 Escolha do tema para o0 nosso projeto. Todos
30/08/2022 Confecgao do termo. Todos
14/09/2022 Comunicagao com os postos de gasolina da cidade. Todos
15/09/2022 Assinatura dos termos. Todos
16/09/2022 Comecar a parte escrita. Todos
21/09/2022 Coleta das amostras de urina do posto 01. Todos
92/09/2022 Erg\g?a%a:ﬁ) ?&rlr\l/c;sr:)rés coletadas do posto 01 para o Todos
23/09/2022 Coleta das amostras de urina do posto 02. Todos
25/09/2022 Coleta das amostras de urina do posto 03. Todos
26/09/2022 Formacéao do slide. Todos
27/09/2022 Er;\g:)a%e;isoagr\?:rtgés coletadas dos postos 02 e 03 para o Todos
28/09/2022 Receber os resultados dos exames (Posto 01). Todos
29/09/2022 Apresentacao do projeto. Todos
04/10/2022 Ajustes na parte escrita. Todos
05/10/2022 Receber os resultados dos exames (Postos 02 e 03). Todos
10/10/2022 Comecar transformar em gréaficos os dados obtidos. Todos
01/12/2022 Concluséo Todos
02/12/2022 Reajustes no slide final Todos
06/12/2022 Entrega de resultados para os colaboradores Todos
08/12/2022 Apresentacao final Todos

61 RESULTADOS E DISCUSSOES

ApbOs as entrevistas com os frentistas dos postos de revenda de combustiveis

chegou-se aos seguintes nUmeros: ( em anexo os resultados)
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Postos | Paciente | Sexo | Ida Funcao | Tempo Ingestao | Resultados | Resultado
de | no posto de de bebida Pré- Pos-
trabalho | alcodlica jornada jornada
Posto 1] M 31 Gerente | 11 anos Néo 0,05g/g de | 0,20g/g de
01 anos creatinina creatinina
Posto | M 26 Frentista | 1 mése Sim/ 0,30g/g de | 0,32g/g de
02 anos 15 dias raramente creatinina creatinina
Posto Il M 29 Frentista 1 més Nao 0,05g/g de | 0,07g/g de
02 anos creatinina creatinina
Posto \Y M 34 Frentista | 3 anos e Sim/ 0,05g/g de | 0,07g/g de
03 anos 7 meses | frequente- creatinina creatinina
mente
Posto Vv M 31 Sub- 3 anos Nao 0,05g/g de | 0,07g/g de
03 anos | gerente creatinina creatinina
Posto \ M 24 Servicos | 7 meses | Sim/freque | 0,07g/gde | 0,27g/g de
03 anos gerais ntemente creatinina creatinina
Posto Vil M 45 Frentista | 16 anos Nao 0,08 g/gde | 0,11g/g de
03 anos e 10 creatinina creatinina
meses
Posto VI M 26 Frentista | 2 meses Nao 0,10g/g de | 0,15g/g de
03 anos creatinina creatinina
Posto IX M 27 Frentista | 9 anos Nao 0,05g/g de | 0,05g/g de
03 anos creatinina creatinina
Posto X M 26 Gerente | 6anose | Sim/rarame | 0,09g/g de 0,18g/g
03 anos 6 meses nte creatinina de
creatinina
Posto Xl M 25 Frentista | 1 ano e | Sim/rarame | 0,05g/g de | 0,22g/g de
03 anos 6 meses nte creatinina creatinina
Posto Xl M 39 Frentista | 2 meses Nao 0,05g/g de | 0,08g/g de
03 anos creatinina creatinina
Posto X1l M 22 Frentista | 2anos | Sim/rarame | 0,05g/g de | 0,06g/g de
03 anos nte creatinina creatinina

Como os resultados ficaram todos abaixo de 1,5 g/g de creatinina, indicam que os
frentistas investigados ndo apresentam risco de toxicidade.

No entanto houveram diferencas nos valores dos resultados de acido hipurico pés
jornada em relagdo aos exames de &cido hipurico pré jornada de trabalho. E os valores
dos resultados de &cido hipurico pés jornada se mostraram superiores aos dos exames de
acido hipurico pré jornada, para todos os colaboradores (frentistas) investigados. Isso leva
a sugerir que a ocupagédo pode ter influéncia direta dos resultados de acido hipuarico das
aliquotas pos jornada de trabalho.

Observou se alteragéo no percentual dos resultados de acido hipurico da creatinina
em colaboradores que nédo tém contato direto com os derivados do hidrocarbonetos(

combustivel, graxas e demais insumos para veiculos).
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CONCLUSAO

Apartir dos resultados encontrados nesta pesquisa, concluimos que em conformidade
com o indice Biolégico Maximo Permitido — IBMP, contido na Norma Regulamentar
namero 7 - NR-7, é permitido no méaximo 2,5 g/g de creatinina excretado na urina tanto
na pré-jornada quanto na pés jornada de trabalho, que no caso da pesquisa em questao,
foram dos frentistas dos postos de gasolina do centro da cidade de Altamira. Contudo
constatamos a NAO CONTAMINACAO dos investigados, (dados expostos em planilha e
imagem dos exames feitos e laudados em anexo), haja vista, que o Acido Hiplrico é o
indicador bioldgico da exposi¢ao ocupacional ao Tolueno que é absorvido via pulmonar e é
biotransformado no figado.

No entanto, vale ressaltar, que todos os valores pds jornada apresentaram-se
perceptivelmente superiores aos laudados em pré jornada, ficando assim registrado,
através deste trabalho a intrigante observacgéo
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ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Amilia Alves Barros, Amanda Laysa Dias Santos, Ana Beatriz
Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Santos, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Santos
Silva.

Telefone para contato: (93)992305719

Sua colaboragdo ¢ importante e necessdria para o desenvolvimento da pesquisa, porém
sua participagdo € voluntdria.

* A pesquisa de Anilise da distribuicio toxicolégica do dcido hipurico na
populacao ocupacional dos postos de combustiveis do centro da cidade de
Altamira-Para ird analisar a urina dos colaboradores, e serd realizada através do
exame ACIDO HIPURICO.

*  Serd garantido o anonimato e o sigilo das informacoes, além da utilizagdo dos
resultados exclusivamente para fins cientificos;

* Vocé poderi solicitar informagdes ou esclarecimentos sobre o andamento da
pesquisa em qualquer momento com o pesquisador responsdvel.

= Sua participagio ndo € obrigatdria, podendo retirar-se do estudo ou ndo permitir a
utiliza¢do dos dados em qualquer momento da pesquisa;

* Sendo um participante voluntdrio, vocé ndo terd nenhum pagamento e/ou despesa
referente & sua participagio no estudo;

Eu, como voluntdria da
pesquisa, afirmo que fui devidamente informada e esclarecida sobre a finalidade e
objetivos desta pesquisa, bem como sobre a utilizagdo das informagdes exclusivamente
para fins cientificos. Meu nome nio serd divulgado de forma nenhuma e terei a op¢io de
retirar meu consentimento a qualquer momento.

Altamira, __ de de 2022.

Sujeito da pesquisa

Pesquisadores

Pesquisadores

Pesquisadores

Pesquisadores

Pesquisadores

Pesquisadores
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ANEXO B: QUESTIONARIO

Anailise da distribuiciio toxicologicas do dcido hipiirico na populagio ocupacional
dos postos de combustiveis do centro de Altamira- Para.

IDENTIFICACAO
Nome:
Data de Nascimento: Sexo: ( )F( )M
1. Qual o nome do
Posto de que vocé
trabalha?
2. Quanto tempo
trabalha no posto?
3. Faz ingestio de ( ) Nao ( ) Sim/ frequente
bebida alcoolica?  ( ) Sim/raramente
RESULTADOS
Qual a cor da Urina pré () Amarelo Claro () Amarelo Escuro
jornada? ( ) Amarelo Citrino ( ) Ambar
Qual a cor da Urina pés () Amarelo Claro ( ) Amarelo Escuro
jornada? ( ) Amarelo Citrino ( ) Ambar
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POSTO 01 - PACIENTE: il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores rexponiveis: Amilia Alves Barros, Amanda Laysa Diss Santos, Ana Beatriz
& i Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Santos

Silva.
Telefone para contato: (431992305719

‘sua participago ¢ voluntiria.

« A posquisa do Anilise da distribuicie foxioolbgicn di

hipuricos

cidade de Altamira-Pard ird analisar o urina dos colaboradores, ¢ seri realizads

straves do exame ACIDO HIPURICO.

*  Serd gurantido o anonimato ¢ o sigilo dis Informagdes, akém da utlizagdo dos

resultados exclusivamente para fins cientificos.

. informagies e

m qualquer momento com o pesquisador responsivel.

wilizagho dos dadus em quulquer momento da pesuisa.
3 icipante voluntirio, i

.
referente & sua participacho no estudo;

B¢ o comer velundiria da
pesquita fid devi PR
pan 2

de retirar meu consentimento a qualguer momento.

9 Alamica, /2 de sereasyr de 2022

/ Aujeno da peiauisa

Aalvaro T

Anilise da distribuicio toxicoligieas dos icidos hipuaricos e metis hipuricos na
o " de Akaimins- Park
- IDENTIFICACAO
Nome:
Tdade: Sexo: (JF (M
1. Qual o mome do
Posto de que voet
trabalha?
1 Quanto tempo
by 02 21 S
3 Fazingestiode (NG { ) Sim frequente
J () Simiraramente
RESULTADOS
Quala (8] (A
jorada? () Amarelo Citrino () Ambar
Quala cor da Urina pis () Amarelo Claro ( ) Amarelo Escuro
jornada? () Amarclo Citrino () Ambar
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POSTO 02 - PACIENTE: |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO Anilise d wiie toxicoligi i Aipensios 05

e Akamira- Park

Pesquisadores responsivels: Amlia Alves Barros, Amanda Laysa Diss Sanios, Ana Beatriz
Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Santos, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Santos = B
Silva.

Telefone parn contato: (93992305710 = IDENTIFICACAO ,
iome ”
e ——— .
sua
do
g " hS ol b 2
Rgiria pasi o | trabalha?
cidade de Akamira- ok ol i d | 2. Quanio lempe ﬁﬂ o min Lo
atravis do exame ACIDO HIPURICO. | Seabalia ko postat Zh !
. % 2 S i 3 mu—nn., gm ) Sim/ frequente
? = ‘bebida alcoslica’
. i xchanene s o s i 1 O,
e qualquer momcnto com o pesguisador resgonsivel. . Amaredo Escuro.
B o P 3 " ; Qual s cor da Urinapré 09 Amarelo Claro ()4
= 5 plsice jornada? (3 Amarelo Citrino, () Ambar
tifiragho dos dados em qualquer momento da pesquisa; Qual a cor da Urina pis () Amarco Claro () Amarelo Escars
. P jornada? ) Amarelo Citrino () Ambar
referente i sus paricipas o 1o estudo;
Eu” ~_como voluntiria da
T T AT TR Y Y
divalgad terei  apgdo

de retirar mew consentiment a quakquer mome

-
Alamira A% de Sulfodneste 202

Aal ¢
g S - N
alvaro P ma
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[ o
BIOVIDA DIAGNOSTICOS LTDA ALTAMRA
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POSTO 02 - PACIENTE: I

/
£ f
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO / Anilise da distribuicia b
tro de Al [
i Amilia Alves Bas ida Laysa Dias Santos, Ana Beatriz "
Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Santos, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Sanios =i sl —
Siha
Telefone para eontato: (93)992305719 %
Nome: =
iab imp d pac oade 7 Sexo: () (AM
sva partcipacio ¢ voluntisia,
o A pesquisa do Anilisa da di 1. Qual o nome do
s Ponto de que vack PﬂhOl
ipurices ma 4
cidade de Altamira-Pa; i i " trabalha? v e
; - | 2. Quatotompo  wiEs
através doexame ACIDO HIPURICO, trabalha mo posto?
o Serd garanti i i i | 3. Faz ingestio de Nio () Sim/ frequente
resuliados exclusivamente para fins cientificos: bebida alcodlica () Sim/raramente
e S b it - Quala cor da Urinapré () Amarelo Claro () Amarelo Escuro
5 i jornada? () Amarelo Citrino ) Ambar
sl cor da Ur
B oy uscktnaps (gl 1o
/lyfermlnmwﬂmmliinmm:
/ &
Eu| e como volunticia ds
e o -
para fins ci i skl
de retirar meu consentimepta a qualquer momento.
7 Altamira, 32 de Sk e 2022.
i Sujeito da pesquisa
Pesquitadores
it Bral, 3 dischocli ok Oyt
Pesqui =
res
Pesquisadores
isadores
uisadores
i
i
Aalvaro =)
pola %)
e Oomin i e
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— i prsidiy Py
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POSTO 03 - PACIENTE: 20

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores respoasiveis: Amilia Alves Harros, Amanda Laysa Dias Santos, Aus Beatriz
Machado de Oliveira. Hellem Maria dos Santos, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Sanios
Silva.

Telcfone para contata: (93992308719

Sarseki -~ " A 2o
sua partcipagho ¢ volmtiria
* A pesquisa de Anﬂlwdl distribuicia tevicolbgica dos dcidos hipuricos € metis

hipuricos na dos poston
cidade de Altamira-Par ird analisar o urina dos colaboradores, ¢ seri realizada
airavis do exame ACIDO HIFURICO.

+ Seri garntido o anoniemato ¢ o sigiko das informagies. além da wtilizagio dos
resubtados exclusivamente para fins cicntificos:

®  Vocd poderi solicitar informages sobre o and; pesquisa

em qualqucr momento com a pesquisador responsivel

Sua partcipacdo nlo ¢ obrigatbria, podendo retin-sc do estude ou nlo permitir a

whilizagho dos dados em qualiquer momento da pesquisa

+ Sendo um participante voluntirio, vocd nbo teri nenhum pagamento ¢/ou despess
refctentc i sus participagao 1o cstudo;

Eu, _com voluntiria da
pesquisa, sfiemio que i devidamente mformada < mln::(uﬂa sobre s mx..nm‘ c
obyetivos desta pesquisa, a i

fi Meu nome i terel a opeo

de reirar meu consentimento & qualquer momento.

Aliamira, 0 de cxill by de 2022

"~ Sujeito h pesquisa

Aalva ro

pouy

—
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

DIAGNOSTICOS LTDA

Anilise da distribuicio tovicoligicas dos deidos hipuricos
jonal dos post i

© metis hipuricos na

IDENTIFICACRO

¥ Sexe: ()FQOM

Tl 03

3 ameh T masts
C1NGo

RESULTADOS
Qual a cor da Urina pré () Amarelo Claro.
jornada? ) Amarclo Citrin

Qual acorda Urina pés () Amarelo Claro
jornada? () Amarelo Citrin

13102022 14:47:20

ALTAMIRA
AmearD Coai, der-cata « srasda peo it avarcisds

icibo Nlmmcounmw PREJORNADA

ACID HIPURICO URINARIO PRE JORNADK

Métador Cromsosralis Lyl e Ao Devesparho 1PLE)

Mol L KL 70 i

o
frashere ey

s y
S iyt 3 g e
e e o 4 R RS

Ak

s Faato
ACIDO HIPURICO URINARIO POS JORNADA

i v s
L

oo Hpires

Obsarvacio:

Mbtodo: Crorslogals Licila ba Ao Deserparha (491)

Materiat. o 1OLC £ oo

EEEs
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Ddginn 1 s 1
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) Ambar
() Amarelo Escurs
( ) Ambar

Altamira- Pari
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POSTO 03 - PACIENTE:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO \unlur dl distribuigio u icoldgicas dos dcidos hipuricos ¢ metis hipuricos na
P do centrn de Alamira- Pard
Pesquisadores veis: Amalia Alves Barros, Amanda Laysa Dias Santos, Ana Beatriz K
Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Sanios, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Santos

Silva.
Telefone para contato: (931992303719

¢ importante ¢ necess porém
sua participagio & voluntaria,

+ A pesquisa de Andlise d
Bipurion ivels d o
s e ATk A o st s o Emmio . ik e e
..me do cxame ACIDO HIPURICO.

. A ilo das infi Kem o util
resultados exclusivamente para fins cienificos: RESULTADOS
o Voct citar des i dapesiise
e qualqucr momento com o pesuisador esponsivel. Quala corda Urina pré () Amarelo Claro () Amarelo Escura.
s do estida ou ndo permitir a jornada? () Amarelo Citrino () Ambar ]
un\!mlndmdnduﬂmqullqw momento thwsqmsa. Qual u cor da Urina pés € ) Amarelo Escura
o Eok io, vocd 130 despesa jormada? () Ambar
referente A sua participagio no estudo;
5 -

como voluntdria da
p:sqn.vn. afimn e i dvidamene nformada ¢ sclrecids sobve  inaldade
bem om sobr:
. Meu tanido: 4o forma ks
de resirar meu consentimento o qualiuer momento,

Altamira, (8 do oulibrcy de 2022,

]

v o ot e Qs
lvar: =
Aglaig =

20/10r2022 07:59:18
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS 19102022 14:47:21
o ot
BIOVIDA DIAGNOSTICCS LTDA ALTAMIRA
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e ae
M:lnn HIPURICO nmnmu PRE JBRNADA
O
posdaceiiiigrner e
e i 5 g
Bl 2R e et
T s g o
s s o e e
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Ovseriscse:
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Asdaidpiseo 007 gt e
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s -t g g 0 100 e
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POSTO 03 - PACIENTE: 22

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Ives Barros, Amanda Laysa Dias Santos, Ans Beatriz

Machado de Oliveira. Hellem Marls dos Santos, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Santos

Silva.

Telefone para contato: (93)982305719

7 porém
s panticipasdo & voluntiria.
+ A pesiuisa de Anilise da distribulsdo wxicoléglea dos dcidos hipuricos ¢ metls
hipuricos na populag

cidade de Altamira-Pars ica analisar  urina dos colaboradores, e serd realizada
através do exame ACIDO HIPURICO.

o Serd parantid i ‘ i PR e
vesuliados exclusivamente para fins cieni ficos;
* Voe posderi solieitar informagd bre 0 ands o

em gualquer momento com o pesquisador responsivel.

ulilizagao. dos dados e qualquer moments da pesquisa;
= Sendo um participante voluntirio, yoc€ i terh nenhum pagament eou despesa

‘referente & sua patticipaglio no estudo;
i 73 I it
__come voluntiria da

Eu,__
PR G m—'mmmu informads ¢ esclarecida sobre a finaidade ¢

para fins cientifons, Meu nome o ser vl ado 8 forma neakuma  ere  opcko
de refirar meu consentimento » qualquer momicnlo

Aliamire, 08, de pellbvey de 2002
i

Aalvaro V-

[

LABORATORIO DE AMALISES CLINICAS.

BIOVIDA DIAGNOSTICOS LTDA

Anilise da 4mmm taicaligicas dos isidos hipuricos ¢ metis hipuricos na
l dos po: de Altamira- Pard

~ IDENTIFICACAD ,

2t um.umm

M. 03

9 mein -

() Nio 73 Sim/ frequente

2. Quanto fempo
trabalha

RESULTADOS

Quala corda Urinapré () Amarclo Claro. () Amarelo Eseuro
) Amarelo Citrino. () Ambar
al a cor da Urina pés () Amarelo Clara () Amarelo Eseure
jornada? () Amarelo Citrine (A
e eem—
&
S
e III‘I!“! 141519
ALTAMRA

L T ee———

Kéibo HIPURICO URINARIO PRE JORNAGA
o

007 on -

Fra—

Mitmd Cromsonrsit 1688 e A Dasmrpacte H1PL )
Marish Urean HPLE g e

[ ST Sa—
Ml Uras HILE e oraca

L
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g A o T

i e
P———
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POSTO 03 - PACIENTE: 23

TERMO DE CONSENTIMENTO

RE E FSCLARECIDO
Pesquisadores responsiveis:
Machado de Ofivcira, Hellem Mar
Silva.

Telefane para contata: (931092305719

Alves Barros,
dos San

manda Laysa Dias Santos, Ana Beatriz
yana LLima Campos, Marcelo dos §

Sua colaboragio ¢ imp
o ¢ voluntira.

a1 de Andlise da distribuigio toxicoldgica dos ﬁ(ldn! hlpnrkm © metis.
do centro da

necessiria para o desenvolvimento da pesquisa, porém

. ¢ serd realizada

+ Serd garantido o anonimato ¢ o sigilo das informagdes, além da utilizasdo dos
resultados exelusivamente para fins cientificos,

* Voot poders agdes ou sobre 0 and pesquisa
em qualgquer momento com o pesquisador responsivel.

Sua panticipagdo no & abrigatiria, podendo retirar-se do estudo ou ndo permitir 3
wiilizagio dos dados em qualquer momento da pesquisa;

ndo um participante volustirio, vocé no teri nenhum pagamento lou despesa
referente & sua participacho 1o estido;

omo voluntinia da

n ilizagho das informagdes exclusivamente
s cientificos. Meu nome nio serd divulgado de forma nenhuma ¢ terei & opsd

de Fetitar mew conscniimento & qualqucr momento
Altarmirs, 08 de cafibney de 2022

i Buabiy jmﬁuo e Bteng
l\wmww-r- e
B LIPS , PR - M e
Pesquisadores
\p:-m\u. D-l&b Sondli

Anilise da distribuigio toxicoligicas dos icidos hipuricos ¢ mtis hipuricos na

popul p dos postos. o centro de Altamira- Pari
IDENTIFICACAO _ B A3
Nome:
e T Sexar()FHAM
Bl apmie.
" Pasih dé u voek ‘ﬂﬂ)’é 03
?
2. Qu mpi
rabalha na posta? T4 427 12 ”"‘;_
3. Fazingestio de ?Qlib ( ) Sim/ frequente -
bebida alcoslica? ) Sim/raramente
RESULTADOS
Qual a cor da Urina pré () Amarelo Claro () Amarela Escuro
jornada? 0
Qual & cor da Urina pés () Amarelo Escuro
jornada? ( ¥ Amb:

Aalvaro VIT el
o b B

0 mﬁ nn;:m 07:47:49
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS A Saromort 144520
BIOVIDA DIAGNOSTICOS LTOA ALTanRA

[ —
Kcioo HpuRico ummu PRE JORNADA
pewslaai
mmmmmm o seoma

Mbtodo:  Cromatograta L dn Ats Dosmrparn (PLE)
Ml Urnas HPLC préjomata

Al a
Alhanusln
Sl

o5 i

s e Y Lo s G 4 -0 e

E T
ACIDO HIPURICO URINARIO POS JORNADA

oo Hgunes

ovanacio

Metodo: Cromsograta Liuica de Ao Doseroenna (MPLC)
Matariat Urnas HPLC pia omade
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POSTO 03 - PACIENTE: 24

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

da ditribulsho fovicldgicn dex bckdon Wipuricod e meths bipurices se

popul fonal dos posios dc de AMamira- Pard
Pesquisadores responsiveis: Amilia Alves Barros, Amanda Laysa Dias Santos, Ana Beatriz
Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Santos, Jullyana Lima Campos, Marcelo dos Santos
Silva.
Telefone para contato: (931992305710 IDENTIFICACAO -
'N.m
importantc aria par pesquiss, porém Sevor () F 0O M
sua participagdo ¢ voluntiiria, 7(5[; _‘,u_ yu_\mnmu{f
* A pesquisa de Anilise da distribuicio toxicologica dos dcidos hipuricos e metis
hipuricos na populag posos r:.m:. et Toils 03
cidade de Altamiira-Pari ird analisar a urina dos colaboradores, e serd realizada A——
através do exame ACIDO HIPURICO, ~ trabaiha no pesto?
» Serf garantido o anonimato ¢ o sigilo das informacdes, além da utilizado dos. 3 Faringestiode  0QNio ) Sim frequente
resulados exclusivamente para ins ceatificos: bebids akeodlica? () Simraramente
* Vo poderh solicitar infe RESULTADOS
em qualquer momenio com. o pesquisador espansivel.
. & obrigatéria, Qual a cor da Urina pré () Amarclo Clara () Amarelo Eseurs
g ¥ jornada® () Amarelo Citrine. () Ambar
utlizaglo dos dados em qualquer momento da pesquisa; T iy
» Sendo um panicipante voluntirio, vocé 1o ferd nenhurm pagmento e/ou despesa NP b s Gt ¢ Rihar

referente & sua participagio no estudo;

. womo voluntiria da
pesquisa, afirmo que i devidament informada e esclarecida sobre  finalidade ¢

pesquisn,
para fins cientificos. Meu nome nio sers divulgado de forma nenhuma ¢ terei a opeio
de retirar meu consentimento a qualquer momento.

Altamira, 08, de ol de 2022,

Sujeito da pesquisy

. o
21102022 08:33.49
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS 134402022 14:15:19
ey -
[BIOVIDA DIAGHOSTICOS LTDA ALTAMIRA
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POSTO 03 - PACIENTE: 25

Andlisc da distriby hipuricos na
populagio ocupacional dos postos de combustivels do ccntro de Alamira- Para

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCIARECIDO

Pesquisadarcs respansiveis; Amilia Alves Barros, Amanda Laysa Dias Santos. Ana Beatiz
Machado de Ofiveira, Hellem Maria dos Ssntcs, Jullyans Lima Campos, Marcelo dos Santos
Silva

Telefone para contato: (93992305719 e R IDENTIFICACRO,
Ky s S = T
sua participagho & voluntiria. 1. ‘o nome do. 5
A pesquisa de Amilise da distribulgdo tovicokdgica dos icidos hipurices ¢ metls ﬁbluw Fjﬁ v3
hipuricos na & i s i cis @ trabalha?
cidade de Abamira-Pari iri analiser 2 urine d e
stravis do exvume ACIDO HIPURICO. A
* Serh garantido o anonimato ¢ o sigilo das informagdes, além da wilizaco dos pig
resultados exclusivamente para fins cienificos;
« Nocé poderd a i sobre o pesquisi
‘em qualguer mamenio com o pesquissdor responsivel. Qual a cor da Urina pré () Amarelo Clara ) Escuro.
« Sua participagio no & obrigatiria. podendo retirar-se do estudo ou o permitir a jornada? () Amarelo Citrino 0
Hizogdo & d Qual a cor da Urina pis () Amarelo Claro { ) Amarelo Escuro
. S vk AR g dospesa jornuda’ ( ) Amarelo Citrine. () Ambar
referente  sua panicipasde no estudo
w
| como voluntiria da
pesquisa, afinm que il devidamente informada ¢ eselarecida sobre a finalidade ¢
Rt i e
para . Meu i terei a opglo
e rtinar mew consentimento s qualguer momento
s Altamira, 0 de ot Nibner de 2022
Sujeito da pesquisa

Aalvaro X

r
201102022 07:57:56
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BIOVIDA DIAGNOSTICDS LTOA ALTAMRA
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POSTO 03 - PACIENTE:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO Anlise da dis dos dcidos hipuri hipuricos na
lagi ional d d & de Altamira- Park
Pesquisadores responsivels: Amalia Alves Baros, Ananda Laysa Diss Sanios, Ana Heatriz
Machado de Ofivcira, Hellem Maria dos Santes, Jullyna Lima Campos, Mareclo dos Santos
Sika
Telefone para contato: (93992305719 IDENTIFICACAO

Sua colaboragio ¢ importante ¢ neeessiria |
sua participagh ¢ voluntiria,
® A pesaisa de Andlis da distribuigia taxicoldgiea dos scidos hipuricos ¢ metis

desemvolvimento da pesquisa, porém Sexot (1 F QAN

D6l 03\

hipuricos na postos de do centro da. 3
cidade de Alamira-Pard i analisar a urina dos colaboradores, ¢ scri realizada
stravs do exame ACTDO HIPURICO. & g;’,‘:,".:;mr Garss 4 £ oywerts
« Seri ganantido o anonimte ¢ o sigilo das informagdes, além da utilizagio dos 3. Fazingestiode () Nio { ) Sim frequents
resuladosexclusvamente pars i ienificor ‘bebida akailica?
* Vocé poderh solicitar infe sobre o pesquisa RESULTADOS
em qualquer momento com o pesquisador responsivel. " » e =
o Sua pariicipagio no & obrigatoria, podendo relirar-se do estudo ou nlo permitir Quala cor .EJM-I*G‘_ E)M
wtilizado dos dados em qualquer momento da pesquiss; e () Amermi Clary ) Amarelo Bseuro
*  Sendo um participanie voluntirio, vocé nio teri nenbum pagamento ¢/ou despesa jorasda? () Amarelo Citrino () Ambar

referente i sua panticipaglio no cstudo:

Eu, como voluntiria da
n\n{uluﬁlmlm que Tui devidamente informada ¢ esclarecida sobre  finalidade ¢

., bem come sobre & i informagoes
para fins cientificos. Meu nome nio serd divulgido de forma nenhuma ¢ terei a opgla.

de retrar meu consentimento a qualques Momento.
Aliamisa, 08 e oSy ¢ 2022
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POSTO 03 - PACIENTE: 27

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO el dlsribito toxcolgicas du icldos hipuricos € metls Niparicos aw
de Aktamira- Pari

Pesquisadores responsiveis: Amalia Alves Barros, Amands Laysa Dias Santos, Ana Beatriz
Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Samos, Jullyana Lima Campes, Marcelo dos Santos I —
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Telefone para contato: (33992305719 IDENTIFICACAO
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POSTO 03 - PACIENTE: 28

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

dores responsiiveis: Amalia Alves Barros, Amanda Luyss Dias Santos, Ana Beatriz
do de Oliveira, Hellem Maria dos Santos, Jullyans Lims Campos, Marcelo dos Santos

Para contato: (93)962305719
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POSTO 03 - PACIENTE: 29

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Amilia Alves Bamos, A

da Laysa Dias Santos, Ana Beatriz

Machado de Oliveira, Hellem Maria dos Santos, Jullyan Lima Campos, Mareelo dos Santos
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ANEXOS D: GRAFICOS
SEXO:

Sexo

13 respostas

IDADE:
Qual a sua idade?

13 respostas

POSTOS:

Em qual posto vocé trabalha?

13 respostas

@ Feminino @ Posto 1
@ Masculino @ Posto 2
@ Posto 3
FUNGCAO NO POSTO:
Qual a sua fungao no posto?
13 respostas
@ 18-28 @ Gerente
@ 28-38 @ Frentista
@ 38-48 ® Sub- Gerente

@ Servico gerais

Vo
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TEMPO DE TRABALHO: INGESTAO DE BEBIDA ALCOOLICA:

Quanto tempo trabalha no posto? Faz ingestao de bebida alcodlica?

13 respostas 13 respostas

® 1mésalano @ Nao
® 1-5anos @ Sim/ raramente
@ 5-10 anos @ Sim/frequentemente
@ 10-20 anos
® 1més
RESULTADOS PRE- JORNADA: RESULTADOS POS- JORNADA:
Resultado Pré-jornada Resultado Pés-jornada
13 respostas 13 respostas

@ 0,05g/q de @ 0,05g/g de creat...
creatinina @ 0.06g/g de creat...
@ 0,07g/g de @ 0,07g/g de creat...
creatinina @ 0,08g/g de creat...
@ 0,08g/g de @ 0,11g/g de creat ..
creatinina @ 0,15g/g de creat...
L4 grgzgﬁ nd : @ 0.18g/g de creat...
@ 0,10g/g de @ 0,20g/g de creat...
creatinina @ 0,22g/g de creat...
@ 0,309/ de @ 0.27g/g de creat...
creatinina @ 0,32g/g de creat...
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA TOXICIDADE DA ASSOCIACAQ DE ACIDO
ASCORBICO/SULFATO FERROSO COMPARADO COM O
QUELATO DE BIS-GLICINATO FERROSO EM RATOS WISTAR

Artur Bernardo Ribeiro Bellomi
http://lattes.cnpq.br/1423321541372666

Maria Eduarda Malpeli Presotto
http://lattes.cnpq.br/3992951224427537

Victor Hugo Elias de Oliveira
http://lattes.cnpq.br/5252622814704385

Wilson Roberto Malfara
http://lattes.cnpq.br/1349279406406034

Jose Norberto Bazon
http://lattes.cnpq.br/1477289078926701

Ana Rosa Crisci
http://lattes.cnpq.br/9014827292091396

RESUMO: As anemias compreendem um
disturbio sanguineo que se manifesta em
decorréncia de diversos fatores. Dentre
eles, a auséncia parcial ou total de ferro
que constata um dos disturbios anémicos
de maior incidéncia, denominado anemia
ferropriva, causando uma diminuicao na
formacédo de hemoglobina, portanto, sua
auséncia induz o aparecimento de sintomas
como fadiga, fraqueza, indisposicéao,
sonoléncia, tontura, dispneia e entre outros.
Tendo em vista a necessidade de controle

Data de aceite: 03/07/2023

da doenga, foi instituido programas para
monitorizacdo e diminuicdo da anemia
ferropriva, promovidos pelo governo
brasileiro. Dentre as terapias instituidas
para tratamento da populacdo afetada, foi
recomendado sulfato ferroso associado a
vitamina C, pois esta interagcdo mostrou-se
uma maior absor¢éo do ferro no intestino
delgado, entretanto, existe formacgédo de
ions de ascorbato que sdo potencialmente
toxicos ao organismo, sendo capazes
de induzir estresse oxidativo. O presente
estudo, teve o objetivo de avaliar a interacédo
entre a vitamina C com sulfato ferroso em
comparagdo com o quelato bis-glicinato
para identificar qual dos tratamentos
se mostra mais danoso ao organismo.
Foram utilizados 24 ratos machos Wistar
Hannover, divididos em 3 grupos, 0s grupos
submetidos aos respectivos tratamentos,
por 40 dias, foram os animais que obtiveram
a menor dosagem de hemoglobina
e hematocrito. As alteragbes foram
controladas pela dosagem de hemoglobina,
hematécrito, TGO , TGP, ureia e creatinina,
e com analise histopatolégica do figado e
rim, ap0s a eutanasia. Houve diferenca
nos componentes sanguineos dos animais
tratados com bis-glicinato comparado ao
grupo controle, e uma diminuicdo de TGO
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em ambos 0s grupos tratados comparado ao grupo controle. Na histopatologia evidenciou que
o bis-glicinato apresentou observou-se a presenca de macronucleo e de infiltrado inflamatorio
no figado, enquanto na associagédo do sulfato ferroso com a vitamina C, o parénquima do
cértex renal apresentou-se células com citoplasma acidéfilo, células tubulares apresentando
irregularidade na borda apical que, por vezes se apresenta solto na luz tubular. Concluiu-
se que em ambos os tratamentos houveram alteracbes hepaticas e renais, entretanto, o
tratamento com o bis-glicinato, mostrou alteracdes patolégicas somente no figado.
PALAVRAS-CHAVE: Anemia Ferropriva. Sulfato Ferroso. Acido Ascorbico.

EVALUATION OF THE TOXICITY OF THE ASSOCIATION OF ASCORBIC ACID/
FERROUS SULPHATE COMPARED TO FERROUS BIS-GLYCINATE CHELATE
IN WISTAR RATS

ABSTRACT: Anemia comprises a blood disorder that manifests itself as a result of several
factors. Among them, the partial or total absence of iron, which confirms one of the most
frequent anemic disorders, called iron deficiency anemia, causing a decrease in the
formation of hemoglobin, therefore, its absence induces the appearance of symptoms such
as fatigue, weakness, indisposition, drowsiness, dizziness, dyspnea and among others. In
view of the need to control the disease, programs were instituted to monitor and reduce iron
deficiency anemia, promoted by the Brazilian government. Among the therapies instituted
for the treatment of the affected population, ferrous sulfate associated with vitamin C was
recommended, since this interaction showed a greater absorption of iron in the small intestine,
however, there is formation of ascorbate ions that are potentially toxic to the organism, being
capable of inducing oxidative stress. The present study aimed to evaluate the interaction
between vitamin C and ferrous sulfate in comparison with the bis-glycinate chelate to identify
which of the treatments is more harmful to the body. 24 male Wistar Hannover rats were used,
divided into 3 groups, the groups submitted to the respective treatments, for 40 days, were
the animals that obtained the lowest dosage of hemoglobin and hematocrit. Alterations were
controlled by measuring hemoglobin, hematocrit, TGO, TGP, urea and creatinine, and with
histopathological analysis of the liver and kidney, after euthanasia. There was a difference in
the blood components of animals treated with bis-glycinate compared to the control group,
and a decrease in TGO in both treated groups compared to the control group. Histopathology
showed that bis-glycinate presented the presence of macronucleus and inflammatory infiltrate
in the liver, while in the association of ferrous sulfate with vitamin C, the parenchyma of the
renal cortex presented cells with acidophilic cytoplasm, tubular cells presenting irregularity
at the apical edge, which sometimes appears loose in the tubular lumen. It was concluded
that in both treatments there were liver and kidney changes, however, the treatment with bis-
glycinate showed pathological changes only in the liver..

KEYWORDS: Anemia Iron-Deficiency. Ferrous Sulfate. Ascorbico

11 INTRODUGAO

As anemias se encontram dentro de uma classe de disturbio sanguineo relacionado
com os glébulos vermelhos, desde a reducdo no numero de hemacias, bem como as
concentracbes de hemoglobina dentro da célula. Tendo em vista que uma das principais
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funcdes das hemécias é transportar a hemoglobina e, a mesma carrega oxigénio até os
tecidos, em casos de diminui¢do desses elementos, sera induzido um déficit de oxigenacéao
tecidual, induzindo o organismo a responder para manter a homeostasia. Entretanto, a
diminui¢do de oxigénio nos tecidos compromete intensamente o individuo, podendo fazer
com que surjam sintomas como fraqueza, fadiga, cansaco, tontura, dispneia, indisposicéao,
sono e entre outros. Porém, os sintomas podem variar de acordo com o tipo de anemia e
sua intensidade (OMS, 2022).

Portanto, pode se originar em decorréncia de diversos fatores, como por exemplo,
a diminuicdo de vitamina B12 e folatos, elementos essenciais para produgcédo das bases
nitrogenadas, a auséncia desses fatores induz ao aparecimento de heméacia com tamanho
aumentado ou macrocitica. Esse evento pode surgir em detrimento carencial ou por
disfungdo da absorcdo desses compostos. Outras causas podem ser presenciadas em
transfusGes sanguineas incompativeis, induzindo a quadros de anemia hemolitica aguda,
em que os anticorpos do doador destroem as hemacias do receptor, consequentemente,
sera proporcionada anemia de grau avancado em decorréncia do baixo numero de
hemacias, devido a hemolise (VERRASTRO, 1996).

Levando em consideracdo a morfologia das hemacias, células anucleadas, com
formato biconcavo, medindo cerca de 7 a 8 um (micrOmetros) de comprimento, possuem
em seu interior a hemoglobina, componente de grande importancia para as fungbes da
célula. Sao estruturas que possuem quatro cadeias polipeptidicas globinicas, apresentando
um atomo de ferro no centro e unidas a quatro anéis porfirinicos (grupo heme). Uma de
suas principais funcbes se pauta na ligacdo de modo frouxo e reversivel com o oxigénio,
proporcionando uma capacidade de combinagéo nos pulmdes e de dissociar de forma facil
a nivel capilar nos tecidos, na qual a tensédo de oxigénio é muito menor em comparacéo
com os pulmées (GUYTON et al., 2017).

O ferro por sua vez, é absolutamente importante para a formagéo e fungéo da
hemoglobina, de forma que é um nutriente proveniente de fonte exégena, ao ser ingerido
e absorvido no intestino delgado, combina-se com uma beta-globina, também denominada
como transferrina. Tal molécula esta envolvida com o transporte de ferro para diversas
regides do organismo. Contudo, boa parte do ferro é depositada nas células hepéticas,
consistindo em cerca de 60%, sendo um local de armazenamento, sobre a forma de
apoferritina ou, apenas, ferritina (GUYTON et al., 2017).

Posto isso, a auséncia parcial ou incapacidade de utilizar ferro para produgéo de
hemoglobina, induz um distarbio anémico com aparecimento de hemacias com tamanho
diminuido ou microciticas, junto da diminuicao nos niveis de hemoglobina, compreendendo
o fendbmeno de hipocromia. Destacando que este tipo de anemia € uma das mais recorrentes
entre os brasileiros, sendo um grande problema de saude publica (VERRASTRO, 1996).

Considerando a realidade brasileira, a anemia € um problema de saude publica para
os governos. O PNDS (Programa Nacional de Demografia e Satude da Crianca e da Mulher)

A dinédmica do conhecimento biomédico 2 Capitulo 2

30



apresentou dados em 2006 que constava uma prevaléncia de anemia em criangas, atingindo
cerca de 20,9% dessa populagéo, além de que as cerca de 29,4% das mulheres também
eram portadoras de anemia. Dentro da prevaléncia de anemia em crianga, foi apontado que
o nordeste brasileiro € o mais afetado em relagéo as demais regides, atingindo em torno
de 25,5%, ja no quesito de idade, sdo mais afetadas pelo disturbio, criancas com idade
inferior a 24 meses. Além disso, a populagéo do género feminino apresenta cerca de 40%
na regido nordeste, em comparagcdo com as demais, situacdo de domicilio e idade nao
foram associados (BRASIL, 2009).

Devido ao grande impacto que esta doenca apresenta na sociedade, principalmente
para os primeiros anos de vida e gestantes, mostrou-se a necessidade de estratégias
para prevencdo e controle das anemias, dos quais, o governo brasileiro criou o Programa
Nacional de Suplementacéo de Ferro (PNSF) em 2005, instituido por meio da portaria 730,
no dia 13 de maio, implementando a suplementacdo preventiva de ferro para criangas,
gestantes e mulheres no pés-parto e pés-aborto. Sendo assim, o PNSF prevé a distribuicéo
de ferro, para todos os cidadaos, sem incluir gastos, nas unidades basicas de saude que
conformam a rede SUS, estabelecendo estratégias voltadas para o controle e redugéo de
anemia por deficiéncia de ferro no pais (BRASIL, 2013).

Segundo uma pesquisa confiada pelo Ministério da Saude, o Estudo Nacional de
Alimentacdo e Nutricao Infantil (ENANI-2019), com parceria da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), foi demonstrada que a prevaléncia de anemia no pais foi reduzida
pela metade nos ultimos 13 anos. Em 2006, constava uma prevaléncia de 20,9%, contudo
em 2019 encontra-se em 10%, dando destaque ao sudeste que obteve a menor reducéo,
mantendo-se em 14,7%. Outros dados demonstraram que a prevaléncia de anemia
ferropriva em criancgas de até 5 anos é de 3,6%, cuja faixa etéria mais afetada entre 6 a 23
meses, constituindo 8% da populacéo infantil portadora do disturbio (BRASIL, 2020).

Somado a isso, o PNSF realiza suplementagé@o de ferro tanto para aqueles que
ja apresentam sinais e sintomas de anemia, como também, uma medida profilatica, se
pautando em uma estratégia para o combate a deficiéncia de ferro. O medicamento
utilizado é o sulfato ferroso, tendo em vista que possui boa relagéo de efetividade e custo,
sendo um método adotado desde 2005. O publico alvo sé@o as criancas de seis a 24 meses,
gestantes proximas do pré-natal associado ao uso de acido folico. Enquanto os individuos
com anemia diagnosticada, o protocolo € de acordo com o tipo de anemia, grau e qual a
conduta adotada pelo profissional (BRASIL, 2013).

Sendo assim, o sulfato ferroso € um medicamento indicado tanto para tratamento de
anemias por deficiéncia de ferro, como também, uma medida profilatica. Esse medicamento
€ contraindicado para individuos que possuem hipersensibilidade aos sais de ferro, anemia
por outras causas, como por exemplo, anemia falciforme, casos de hemossiderose e
problemas hepaticos agudos. A posologia do medicamento, compreende em 1 comprimido

ao dia, que equivale a 60 mg de ferro, utilizando 1 hora antes do almogo
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Junto disso, o ferro proveniente da dieta, necessita estar na forma ferrosa para
ser absorvido, dessa maneira, alguns compostos ajudam na redugéo do ferro, como por
exemplo, o &cido ascorbico. Essa interacdo, reduz o ferro (Fe2+), aumentando a sua
absorc¢éo no intestino, desse modo, foi adotado essa associagéo na prescricéo de diversos
profissionais com o intuito de aumentar a absor¢édo do composto. Todavia, essa interagédo
tem um peso significativo para a vitamina C, pois a mesma é transformada em ions de
ascorbato que é potencialmente toxico ao organismo (SOUZA; LOCATELLI, 2012).

Outro medicamento indicado é o ferro quelato glicinato, para tratamento de anemia
ferropriva, sendo administrado em prematuros, lactantes, criangas até 4 anos, gestantes,
idosos, adolescentes e adultos. Tornando-se, contraindicado para pessoas que possuem
hipersensibilidade com sais de ferro, anemias por outras causas, tais como, anemia
hemolitica, acimulo de ferro no organismo por incapacidade de utilizacdo e entre outros.
E um medicamento com alta estabilidade e nao ionizado, portanto, € uma droga de baixa
toxicidade, boa tolerabilidade, alta absor¢édo e poucas interacdes com outros compostos.

Em suma, o sulfato ferroso é prescrito associado a vitamina C, contudo, existem
indicios de que essa interacdo traz resultados negativos ao organismo devido ao
comprometimento hepatico. Enquanto o ferro quelato glicinato € um composto com alta
estabilidade, e com interagdes reduzidas, porém, existe uma caréncia de artigos que
explorem a interacdo deste medicamento com a vitamina C. Em virtude desses fatos,
questiona -se qual o melhor tratamento para portadores de anemia ferropriva, assim
objetiva-se comparar o melhor tratamento entre o acido ascérbico e sulfato ferroso com o
quelato de bis-glicinato ferroso, para portadores de anemia ferropriva.

21 METODOLOGIA

O experimento teve duracdo de 40 dias, em torno de 5 semanas, 0s animais
receberam racgdo padréo junto de agua ad libitum, com os respectivos tratamentos para
cada grupo. Portanto, foram divididos em 3 respectivos grupos, com 8 animais em cada:
Grupo 1 (G1): Grupo controle, recebeu apenas agua destilada 2 ml/Kg; Grupo 2 (G2):
Grupo tratado, recebeu sulfato ferroso com &cido ascorbico (vitamina C); Grupo 3 (G3):
Grupo tratado, recebeu ferro quelato glicinato. Esses compostos foram introduzidos por
gavagem diariamente.

Antes do inicio do tratamento, os animais foram submetidos a coletas de sangue
por pungéo caudal, retirada de sangue pelas veias laterais da cauda do animal ( fig.1 A
e B), para realizacdo do hematécrito e dosagem de hemoglobina. Conforme realizado
na primeira coleta (D1), os animais que obtinham menores niveis de hemoglobina e
hematocrito, foram pré-selecionados para os respectivos tratamentos. Os resultados foram
arquivados para analise comparativa apéos tratamento e eutanasia. Para este procedimento,

foi utilizado:Cateter 24, tamanho G.Tubo roxo com EDTA (etilenodiaminotetracético),
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13x75MM 3,5 mL.

Fig. 1 Procedimentos Metodol6gicos: Em A e B: coleta de sangue da veia caudal, Em C: coleta de
sangue da artéria aorta abdominal, Em D: coleta do figado, Em E: coleta do rim

2.1 ANALISE HEMATOLOGICA

Foi realizado o hematécrito (Ht), e a dosagem de hemoglobina, ambos os
procedimentos foram realizados no laboratério de hematologia e liquidos corporais do Centro
Universitario Bardo de Maua. Para o hematécrito, utilizou-se:Tubo capilar heparinizado;
Bico de Bunsen; Centrifuga microhematécrito; Escala apropriada.

Ap6s homogeneizar os tubos, encheu-se 2/3 do volume do capilar, selando na
extremidade vazia, em chama de bico de Bunsen, na posi¢cdo horizontal perpendicular a
chama. Os tubos foram colocados na centrifuga especifica a 1500 rpm por 5 minutos para
sedimentagéo dos glébulos vermelhos, e posterior analise com escala apropriada.

A dosagem de hemoglobina foi realizada pelo método da cianometa Hb, utilizando
sangue total, padrdao e o reagente Drabikin. A reacdo & realizada com auxilio do
espectrofotdbmetro, com comprimento de onda entre 520 a 560 nm, e os valores obtidos
foram convertidos em concentragdes.

A analise hematoldgica ocorreu em 3 periodos distintos do experimento, sendo a
primeira coleta no dia 1 (D1) antes do experimento, segunda coleta 32 dias ap0s inicio do
tratamento (D32) e a terceira coleta 40 dias depois experimento e eutanasia.

2.2 ANALISES BIOQUIMICAS

No presente estudo foi analisado as concentracbes de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia (URE), creatinina (CREA). Portanto, no
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dia 40 os animais foram submetidos a eutanasia junto da retirada de sangue pela aorta
abdominal para se obter as concentragbes. Sendo assim, na coleta foi utilizado: Agulha
azul descartavel, tamanho 25mm X 0,6 mm, Seringa de 3 ml ,Tubo amarelo ativador de
coagulo + gel separador 13x75MM 3,5 mL, Tubo roxo com EDTA (etilenodiaminotetracético),
13x75MM 3,5 mL.

O tudo amarelo, ap6s a retragcdo do coagulo encaminhou-se para centrifugacéo
(2.500 rpm por 5 minutos), pois o soro foi utilizado para fazer as dosagens bioquimicas de
TGO/AST, TGP/ALT, ureia e creatinina.

As anadlises foram realizadas no laboratério de patologia clinica do Centro
Universitario Baréo de Maud, utilizando o aparelho espectrofotdmetro, que possui 0 método
de analise através de um feixe de luz, que passa sobre amostra, captando a intensidade de
cor que uma substéncia quimica consegue absorver. Portanto, o principio basico é que os
compostos absorvem e transmitem luz em amplitudes variadas, possuindo comprimentos
de luz proporcionais, que serd@o captados e convertidos em concentragoes.

Para que o evento anterior seja realizado, cada composto analisado necessita de
um reagente especifico, que sdo adquiridos através de kits fabricados industrialmente,
logo, para cada elemento desse estudo, foi utilizado um kit diferente, sendo: Reagente
AST (TGO), Analisa® ,Reagente ALT (TGP), Analisa® ,Reagente Ureia, Analisa® Reagente
Creatinina, Analisa®. A analise bioquimica ocorreu somente na terceira coleta, apos 40 dias
de experimento e eutanasia.

2.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

ApO6s 40 dias de experimento (D40), os animais foram submetidos a eutanasia, nesta
etapa foi retirado sangue através da aorta abdominal (fig. 1C) para as analises bioquimicas
e hematolGgicas, e a retirada do figado e rim para os procedimentos histol6gicos de rotina
(Fig. 1 D e E).

2.4 MEDICAMENTOS
2.4.1 Controle

No grupo 1 destinou-se tratamento placebo, cujo, foi utilizado 2ml/Kg de agua
destilada, equivalendo a 0,5ml por animal, em vista da média de peso em torno de 250g.
3.7.2 Sulfato ferroso

Para o grupo 2, foi administrado sulfato ferroso heptaidratado na concentracédo de
125mg de ferro elementar em gotas. Padronizou-se 2,6mg/kg, correspondendo a 0,65mg
por animal, portanto, foi diluido 1 ml de sulfato para 100 ml de agua destilada, sendo
administrado 0,5ml a cada animal de 250g em média.
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2.4.2 Acido ascorbico

O grupo 2 associou-se o sulfato ferroso com vitamina C para avaliar o impacto
da interacdo. Portanto, utilizou-se &cido ascorbico 200mg/ml fabricado pelo Laboratério
Globo ©. Padronizou-se 28mg/kg equivalendo a 7mg por animal, portanto foi diluido 1 ml de
vitamina C em 14ml de 4gua destilada, administrando 0,5 ml da diluicdo para cada animal.

2.4.3 Ferro glicinato

Para o grupo 3, foi administrado glicinato Neutrofer ® na concentracéo de 250mg/ml
de ferro. Em virtude, padronizou-se 10mg/kg, equivalente a 2,5mg por animal, diluindo-se
1ml de Neutrofer em 50ml de 4gua destilada, administrando 0,5ml a cada animal.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos variaveis quantitativas sobre andlise estatistica de um método néo
paramétrico, em razdo dos resultados ndo respeitarem os parametros de distribuicao,
portanto, foi realizado teste Kruskal-Wallis, com po6s-teste Dunn na comparacdo entre
grupos.

Desta forma a significAncia estatistica se mostrou presente quando os resultados
expostos ao teste, apresentaram valores menores que p < 0,05.

2.6 EUTANASIA

A eutanésia foi realizada ap6s 40 dias de experimento (D40), com sobredosagem
de anestésico geral Thiopenthal sodico, garantindo inconsciéncia, com intuito de evitar
sofrimento fisico e mental do animal.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os tipos de anemia, a ferropénica possui a maiores incidéncias na clinica,
portanto, a necessidade de conhecimento e tratamento sdo indispensaveis. E caracteristico
uma maior prevaléncia em criancas, gestantes e jovens, principalmente, aos que sofrem
com baixo nivel socioeconémico (VERRASTRO, 1996).

O ferro é amplamente distribuido no organismo, sendo 67% do total acoplado a
molécula de hemoglobina, portanto, a maior parte esta presente dentro das heméacias.
Sendo assim, a diminui¢éo de ferro implica em uma diminuicdo de hemoglobina, que gera
como consequéncia diminuicdo de oxigénio a nivel tecidual. A intensidade da deficiéncia
define a gravidade do quadro clinico do paciente, cursando com sintomas de palidez,
fraqueza, desanimo, anorexia, dispneia aos esforgos, taquicardia, palpitagdo, cefaleia,
desmaio e entre outros (VERRASTRO, 1996).
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Por conseguinte, a necessidade de tratamento tornou-se essencial para combate a
doenca. Deste modo, foi preconizado a utilizacéo de sulfato ferroso associado a vitamina
C, pois esta interagcdo aumenta a absor¢éo e os niveis de ferro do organismo. Entretanto,
esta combinacéo colabora com a elevagao do estresse oxidativo junto de lesdes hepéticas,
devido a formacado de ions de ascorbato potencialmente toxico ao organismo (SOUZA;
LOCATELLI, 2012).

Com o intuito de verificar qual tratamento se mostra mais pejorativo ao organismo,
utilizamos 24 ratos machos Wistar divididos em grupos, sendo submetidos ao tratamento
com sulfato ferroso e vitamina C, como também, ao medicamento bis glicinato durante 40
dias.

Os resultados a nivel plasmatico, foram dispostos em tabelas e discutidos com base
nos gréaficos, o0s mesmos encaminharam-se a analise estatistica Kruskal-Walles com pés
teste Dunn. Ja a andlise histopatolégica, foi discutido com base nas imagens tiradas dos
tecidos ap6s toda preparacgéo histolégica.

Teste Teste Teste
Média DP Kruskal- Dunn vs Dunn vs

GRUPO 1/ walis ~ SINS G2 NS/S  G3 SINS
(HHet')“_ag’f”to 4162 05649 0,186 NS - NS - NS
(HHet;”_ag’;z”to 4625 05261 09683 NS - NS - NS
(HHet;“_ag’fgto 42 12392 06233 NS - NS - NS
;"Hek;“_’%‘;bi”a 1493 09389 00328 S - NS 003 8
'(*Heg‘)’?%%g‘”a 904 03782 04033 NS - NS - NS
'(*Het;‘?%‘;%i”a 792 02769 05752 NS - NS - NS
Ureld (URE) 4828 218 05009 NS - NS - NS
%;‘*Etr)i”a 0338 0022 01594 NS - NS - NS
LOVTGO- 428 63098 0005 S 00234 S 00348 S
OLUTGP- spg 258 09743 NS - NS - NS

Tabela 1. Representagéo grupo 1

Fonte: os autores

A tabela 1 compreende os resultados do grupo controle (G1), representando os

analitos e seus respectivos valores. As variaveis foram submetidas ao teste estatistico
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ANOVA Kruskal-Wallis, ndo paramétrico com pés teste Dunn, em decorréncia dos valores

nao respeitarem um parametro de distribui¢cdo e pelo estudo comportar 3 grupos.

Teste Teste
GRUPO2  Média  DP Kruskal-  SINS  1eSeDUM gNs bunnvs  SINS
; vs G1
wallis G3

Hematocrito

(HY) - D1 42,65 08438  0,1866 NS - NS ; NS
Hematocrito

(Ht) - D32 46,5 0,3273 0,9683 NS - NS . NS
Hematocrito

(Ht) - D40 43,62 0,77 0,6233 NS - NS _ NS
Hemoglobina 13.49 0,54 0,0328 s 20,9999 NS 02873 NS

(Hb) - D1
Hemoglobina

(Hb) - D32 8,57 0,48 0,4033 NS - NS - NS
Hemoglobina ) ]

(Hb) - D40 8,21 0,18 0,5752 NS NS NS
Ureia (URE) 48 414 0.5000 NS ) NS ) NS

- D40
Creatinina
(CREA) 0,31 0,03 0,1594 NS - NS ; NS

ASTJFAF,SO - 1803 429 0,005 S 0,0234 S 09999 NS
A"T&gp T 3361 387 0,9743 NS - NS ; NS

A tabela 2 compreende os resultados do grupo tratado com Sulfato Ferroso e

Tabela 2. Representacdo Grupo 2

Fonte: os autores

Vitamina C (G2), representando os analitos e seus respectivos valores. As variaveis foram

submetidas ao teste estatistico ANOVA Kruskal-Wallis, ndo paramétrico com poés teste
Dunn, em decorréncia dos valores néao respeitarem um parédmetro de distribuicéo e pelo

estudo comportar 3 grupos.
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Teste Teste Teste
GRUPO 3 Média DP Kruskal- S/INS Dunnvs S/NS Dunnvs S/NS

wallis G1 G2
H?m;it_"’sqto 4357 056 01866 NS - NS - NS
H(ﬂp)a_t"g;go 4657 036 09683 NS - NS - NS
H(z”t")a_t%’;go 4271 068 06283 NS - NS - NS
H‘zm&g_bg;”a 168 055 00328 S 0,03 S 02873 NS
H(E’H"t‘)c)’?'%‘gga 927 02 04033 NS - NS - NS
H(eH"t‘)‘)’?'g'jjga 802 05 05752 NS - NS - NS
Ureia(RE) 4450 122 05000 NS - NS - NS
C(fgal‘q‘g‘);';a 042 004 01594 NS - NS - NS
ASTIGO- 421 201 0,005 S 00348 S  >0999 NS
ALTTGP-D40 31,87 387 09743 NS - NS - NS

Tabela 3. Representacédo Grupo 3

Fonte: os autores

A tabela 3 compreende os resultados do grupo tratado com Ferro Bis-glicinato
(G3), representando os analitos e seus respectivos valores. As variaveis foram submetidas
ao teste estatistico ANOVA Kruskal-Wallis, nao paramétrico com po6s teste Dunn, em
decorréncia dos valores ndo respeitarem um parametro de distribuicdo e pelo estudo
comportar 3 grupos.

3.1 AVALIAGAO HEMATOLOGICA

Foram realizadas dosagens de hemoglobina e hemat6crito para avaliagdo
hematol6gica. Quando se tratava do hematocrito, ndo houve diferenga estatistica significativa
entre 0s grupos tratados e o grupo controle, obtendo p>0,05 (teste de Kruskal-Wallis, ndo
paramétrico). Estes dados concordam com os resultados encontrados por Souza e Locatelli
(2012) em ratos Wistar submetido a tratamento crdénico com sulfato ferroso e vitamina C.
Tendo em vista que o hematocrito € um parametro percentual que indica o numero de
células no plasma, a oscilagao discreta apresentada no experimento, compreende que nao

existiu um aumento no nimero de hemacias mediante os tratamentos introduzidos.
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Dosagem de hematocrito realizada no D1 antes do inicio do tratamento. Resultados n&o significante de
todo os grupos com p=0,1866 pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico.

Grafico 1. 1* dosagem do hematocrito antes do experimento.

Fonte: Pessoal.

860
=
en 40
S
£20
2
c O . . .
= (JO' c,)\>\. %\‘9'
\_ Grupo J

Dosagem de hematbcrito realizada no D32 apds inicio do tratamento. Resultados néo significante de
todos os grupos com p=0,9683 pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico.

Grafico 2. 2% dosagem do hemat6crito 32 dias ap6s inicio do experimento.

Fonte: Pessoal.
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Dosagem de hemat6crito realizada no D40 apds tratamento e eutanasia. Resultados né&o significante
de todos os grupos com p=0,6233 pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico.

Gréfico 3. 3% dosagem do hematécrito 40 dias apos inicio do experimento.

Fonte: Pessoal.

A hemoglobina, antes dos animais serem submetidos aos tratamentos, néo houve
significancia estatistica na avaliagdo entre sulfato ferroso associado a vitamina C com o
grupo controle. Entretanto, quando comparado grupo que recebeu bis-glicinato com grupo
controle, foi notado uma diferenca significativa de p=0,0328 (Teste estatistico Kruskal-
Wallis com pés-teste Dunn).

Apoés inicio dos tratamentos, ndo houve discrepancia acentuada entre os valores
de hemoglobina, portanto todos os grupos comparados nédo apresentaram diferenca
significativa estatisticamente. Possivelmente, o medicamento bis-glicinato aplicado ao G3
explica a equivaléncia dos valores apés tratamento, tendo em vista o déficit apresentado
no inicio do experimento antes dos animais serem submetidos a terapéutica. Vale ressaltar
que as fezes dos animais que receberam tratamento tinham coloracbes mais escuras e
textura pastosa, sendo indicativo de eliminagéo de ferro a partir do metabolismo animal.
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Dosagem de hemoglobina realizada no D1 antes do inicio do tratamento. Resultado significativo de
p=0,03228 pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico com pos teste Dunn significativo entre o grupo
controle vs tratado com bis-glicinato.

Gréfico 4.12 dosagem da hemoglobina, antes do experimento.

Fonte: pessoal
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Dosagem de hemoglobina realizada no D32 ap6s inicio do tratamento. Resultado n&o significativo entre
todos os grupos de p=0,4033 pelo teste de Kruskal-wallis, ndo paramétrico.

Grafico 5. 2% dosagem da hemoglobina, 32 dias apés inicio do experimento.

Fonte: Pessoal.

A dindmica do conhecimento biomédico 2 Capitulo 2

41



(]
510
|
3
g
£5
o
[T}
[=]
§0
00- 50\Q Qé\c’,t
\_ Grupo )

Dosagem de hemoglobina realizada no D40 apds tratamento e eutanasia. Resultado néo significativo
de todos os grupos com p=0,5752 pelo teste de Kruskal-wallis, ndo paramétrico.

Gréfico 6. 3% dosagem da hemoglobina, 40 dias ap6s inicio do experimento.

Fonte: Pessoal.

3.2 ANALISE BIOQUIMICA

Foram dosados ureia e creatinina para avaliagao da fun¢éo renal dos animais. Esses
parametros podem aparecer aumentados em situagbes de afecgdo renais. (HAUSER,
2018).A creatinina € um composto derivado do metabolismo de creatina, o mesmo é
eliminado continuamente na urina e seus valores podem aparecer aumentados no plasma
na insuficiéncia renal aguda, como também, em outros eventos que ndo necessariamente
se relacionam com alguma doencga (HAUSER, 2018).

Quando examinado a creatinina (CREA), os valores ndo apresentaram diferencas
acentuadas na comparacao. Apds os dados serem submetidos a teste de Kruskal-wallis,
nao foi evidenciado uma diferencga significativa entre os grupos que receberam tratamento

para o grupo controle.
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Dosagem de creatinina realizada no D40 apés tratamento e eutanasia. Resultado ndo significativo de
p=0,1594 pelo teste de Kruskal-wallis, ndo paramétrico.

Grafico 7. Dosagem da creatinina, 40 dias apds inicio do tratamento.

Fonte: Pessoal.

Ja a ureia, € um composto formado a partir do metabolismo de proteinas, sendo
derivado da conversdao da amoénia. Seus valores podem oscilar em decorréncia dos
horménios que atinge diretamente o metabolismo de proteinas, como também em situacdes
de insuficiéncia renal aguda (HAUSER, 2018).

Observado as concentragdes de ureia (URE), os valores entre os grupos tratados
e 0 grupo controle, também ndo apresentaram diferenca estatistica significativa quando
submetidos ao teste. Estes resultados concordaram com o estudo de Souza e Locatelli
(2012), em ratos Wistar submetido a tratamento crénico com sulfato ferroso e vitamina C,

indicando que nao houve comprometimento renal em decorréncia da utilizacédo das drogas.
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Dosagem de ureia realizada no D40 apoés tratamento e eutanasia. Resultado néo significativo de
p=0,5009 pelo teste de Kruskal-wallis, ndo paramétrico.

Grafico 8. Dosagem da uréia 40 dias apds inicio do tratamento.

Outros parametros avaliados foram AST/TGO e ALT/TGP, que sdo marcadores
sensiveis de biossintese hepatica, essas enzimas estdo correlacionadas com as atividades
metabolicas do figado. Seus valores alterados podem indicar lesées nos hepatécitos,
como por exemplo, hepatite, cirrose, esteatose hepatica e entre outros (SAEZ-ALQUEZAR,
2018).

Quando analisado AST/TGO, observou-se uma diferenca estatistica significativa
entre os grupos tratados e o grupo controle, com p=0,005 (Teste estatistico Kruskal-Wallis
com pos-teste Dunn). Na analise entre grupos, o grupo controle vs sulfato ferroso, foi obtido
p=0,0234 e quando observado controle vs bis-glicinato, atingiu p=0,0348. Ja na avaliagéo
comparativa entre os grupos tratados, ndo obteve diferenca estatistica significativa. Essas
alteracOes estdo possivelmente atreladas aos efeitos colaterais medicamentosos.
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Dosagem de AST/TGO realizada no D40 apés tratamento e eutanasia. Resultado significativo de
p=0,005 pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico com p6s teste Dunn significativo entre o grupo
controle vs tratado com bis-glicinato (p=0,0348) e controle vs sulfato ferroso (p=0,0234)

Grafico 9. Dosagem do TGO, 40 dias apds inicio do tratamento.

Fonte: pessoal.

Quando examinado TGP/ALT, nédo houve diferenga estatistica significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle, apresentando p=0,9743 (teste de Kruskal-Wallis, com
pos teste Dunn). Os dados correlacionados com as enzimas hepaticas, discordam do estudo
realizado por Souza e Locatelli (2012), que apresentaram elevacao de ALT na comparacao
dos grupos tratados e controle. A auséncia de elevacao dessas enzimas no soro, reflete em
auséncia de comprometimento de biossintese do figado, ndo sendo expresso uma afecgcéo
hepatica a nivel plasmatico (SAEZ-ALQUEZAR, 2018).
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Dosagem de AST/TGP realizada no D40 apds tratamento e eutanasia. Resultado néo significativo de
p=0,9743 pelo teste de Kruskal-wallis, ndo paramétrico.

Grafico 10. Dosagem TGP, 40 dias ap0s inicio do tratamento.

Fonte: Pessoal.
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3.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA
3.3.1 Analise renal

Na analise histopatolégica do rim dos animais do grupo controle (fig. 2C), observou-
se o parénquima do cértex renal com aspectos normais, glomérulos renais e estruturas
tubulares com caracteristicas morfolégicas dentro da normalidade.

No grupo que que recebeu sulfato ferroso + Vit. C (fig. SF+VC) (fig. 4E) o parénquima
do cértex renal apresentou-se células com citoplasma acidéfilo (setas pretas), células
tubulares apresentando irregularidade na borda apical que, por vezes se apresenta solto
na luz tubular (seta branca).No grupo que recebeu glicinato ferroso (fig.2 GF) observou-
se o parénquima do cortex renal com as estruturas glomerulares e tubulares dentro da
normalidade, espago glomerular normal (seta preta).

3.3.2 Andlise hepatica

Na analise histopatologica do figado de animal do grupo controle (fig.2 C) observou-
se 0 parénquima hepatico normal, com aspectos lobulares preservados e corddes de
hepatécitos com caracteristicas também normais. No grupo que recebeu sulfato ferroso
+ Vit. C (fig.2 SF+VC) areas hepéticas preservadas, entretanto, observa-se uma intensa
vascularizagdo no espacgo portal (seta preta).No grupo que recebeu glicinato ferroso
(fig.2 GF) observou-se o parénquima hepatico normal, com corddes hepaticos e capilares
sinusbides de aspectos normais, entretanto, observou-se a presenca de macronucleos
(seta preta), e de infiltrado inflamatério (seta branca).
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Fig. 2 Fotomicrografias dos aspectos histopatologicos do rim e figado(H.E.) aum. 40X. Em C: grupo
controle, Em SF+ VC: grupo sulfato ferroso e vit. C, Em GF: grupo glicinato ferroso.

Fonte: Os autores

CONCLUSAO

Com base nos valores diminuidos da hemoglobina entre o grupo tratado com bis-
glicinato para o grupo controle antes do inicio do tratamento, e apds o tratamento néo
houve diferenca estatistica significativa. Concluiu-se neste estudo, que os medicamentos a
base de ferro alteram os elementos sanguineos.

Na avaliacdo bioquimica, os valores de TGO/AST apresentaram -se diminuidos,
quando comparado ao grupo controle, em ambos os grupos tratados.

Na andlise histopatolégica, o grupo tratado com sulfato ferroso e vitamina C,
apresentou tanto alteragcbes relevantes no cortex e nas células tubulares do sistema renal,
como também, intensa vascularizagdo no parénquima hepéatico. No grupo tratado com bis-
glicinato, apresentou apenas comprometimento hepatico com a presenca de macronucleos
e infiltrado inflamat6rio.

Em ambos os tratamentos apresentaram alteracbes, entretanto, a interacédo
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medicamentosa do sulfato ferroso com vitamina C apresentou danos histologicos tanto em
nivel hepatico, como renal, enquanto o tratamento com o bis-glicinato, mostrou altera¢des

patolégicos relacionadas apenas, no figado.
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CAPITULO 3

ANALIACAO DO EFEITO ANTI-TOXOPLASMA
GONDII DE COMPOSTOS METALOCOMPLEXOS
COORDENADOS OU NAO A SULFADIAZINA

Ary Guedes Porto Duarte

RESUMO: Toxoplasma gondii, o agente da
toxoplasmose, € um protozoéario intracelular
obrigatério capaz de infectar um amplo
espectro de células de vertebrados.
A toxoplasmose é uma patologia
relacionada a severos danos a hospedeiros
imunodeprimidos e sua quimioterapia atual
€ bastante restrita, sendo mais utilizada a
combinacao de sulfadiazina e pirimetamina,
terapia associada a reacdes adversas. Este
fato evidencia a importancia do estudo de
novas drogas contra o Toxoplasma gondli.
Atualmente tem sido estudado o efeito
biolégico de novos compostos, farmacos
que utilizam de um ndcleo metalico, os
metalocomplexos, compostos inorgénicos
que apresentam promissoras atividades
biologicas como fungicida, bactericida
e antiviral. Os metalocomplexos, o0s
compostos  férricos dinuclear NO0414
(Fe alfanaftol BMPA) e N5814 (Fe beta-
naftol BMPA) apresentaram atividade
contra o Toxoplasma gondii in vitro € nao
foram téxicos as células LLC-MK2, sendo
capazes de reduzir a atividade de enzimas
antioxidantes cruciais para a defesa do

Data de aceite: 03/07/2023

parasita. Neste projeto, foi investigada a
atividade de compostos da familia dos
metalocomplexos, tais como os compostos
de nlcleo férrico N0414 e N5814, que
apresentaram atividade anti- Toxoplasma
gondii e foram capazes de eliminar a
infeccdo de quase todas as células
hospedeiras. Algumas das vantagens
desses farmacos €& a de apresentarem
um aumento da lipofilicidade, facilitando
a passagem do composto através das
membranas biolégicas e assim necessitando
de menores concentracdes para obtencao
da atividade biolégica necesséaria além de
reversao de perfis de resisténcia da célula-
alvo. Em etapas futuras, sera investigado
que tipo de morte o parasita sofre apds
tratamento com os compostos através de
andlise de ultraestrutura e utilizagdo de
marcadores especificos por microscopia
de fluorescéncia. Devido aos promissores
resultados encontrados nesse trabalho,
para comprovacdo da sua eficacia, os
compostos também serdo utilizados em
testes in vivo com modelos murinos sob a
fase aguda da toxoplasmose.
PALAVRAS-CHAVE:
gondii; toxoplasmose;
quimioterapia.

Toxoplasma
metalocomplexos;
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ABSTRACT: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis agent, is a obligate intracellular protozoan
that is able of infecting a broad spectrum of vertebrate’s cells. Toxoplasmosis is a pathology
related to severe damages to immunocompromised hosts and its current chemotherapy is
quite restricted, being more used the combination of sulfadiazine and pyrimethamine, which
is a therapy associated with adverse reactions. This fact highlights the importance of the
study of new drugs against Toxoplasma gondii. Has been studied the biological effect of
new metallocomplexe compounds, which are inorganic compounds that present promising
biological activity as fungicide, bactericide and antiviral. The metallocomplexes, dinuclear
ferric compounds N0414 (Fe alfanaftol BMPA) and N5814 (Fe beta-naphthol BMPA) showed
activity against Toxoplasma gondii in vitro and it was nontoxic to LLC-MK2 cells, being able
to reduce the activity of crucial antioxidant enzymes for the defense of the parasite. In this
project, it will be investigated the activities of compounds of the metallocomplexes family
as the compounds coordinated to sulfadiazine as the nucleus compound of ferric N0414
and N5814, which showed anti- Toxoplasma gondii activities and were able to eliminate the
infection in almost all host cells. In further steps, we will investigate what kind of death the
parasite undergoes after the treatment with the compounds through the ultrastructure analysis
and the usage of specific markers by fluorescence microscopy. The compounds will also be
used in in vivo tests with mouse models in the acute phase of toxoplasmosis to prove the
efficacy of these compounds.

KEYWORDS: Toxoplasma gondii; toxoplasmosis; metallocomplexes; chemotherapy.

11 INTRODUCAO:

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatério, pertence ao
filo Apicomplexa e classe Sporozoa, além de ser o agente etiolégico da toxoplasmose,
com distribuicdo mundial em animais de sangue quente, incluindo humanos (LEVINE et al.,
1980; LYONS & JOHNSON, 1995; LUDER et al, 2001).

As formas de Toxoplasma gondii que sédo capazes de infectar hospedeiros séo:
taquizoitas, presentes na fase aguda da toxoplasmose; bradizoitas (no interior de cistos
teciduais) que sao, usualmente, encontrados no cérebro e muasculo esquelético na fase
crénica da infeccdo; esporozoitas, presentes no interior de oocistos produzidos durante o
ciclo sexual que ocorre no intestino de felinos, hospedeiros definitivos (TENTER et.al, 2000;
HILL & DUBEY, 2005). Como resposta imune adaptativa, o hospedeiro enfraquece, cistos
teciduais se rompem e liberam bradizoitas através de um mecanismo ainda desconhecido.
Essas infecgbes reincidentes permitem a converséo do parasito para o estagio taquizoita,
de rapida diviséo, e produzem significante morbidade, incluindo encefalite toxoplasmica
(FERGURSON et al., 1989; SULLIVAN et al., 2009).

As mais relevantes vias de transmissdo em humanos sdo: a ingestdo de comida
ou agua contaminadas com oocistos eliminados por gatos; ingestdo de carne crua ou
malcozida com cistos teciduais; e congenitamente, quando a mae adquire a infeccdo pela
primeira vez durante a gravidez (TENTER et al., 2000).

O ciclo inicia-se pela ingestao de cistos presentes em carne pelos felideos. A parede
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dele é dissolvida por enzimas do estémago e intestino delgado e o parasito é liberado do
cisto, penetra nas células da mucosa intestinal do animal e multiplica-se assexuadamente
dando origem aos taquizoitos. Alguns dias apds essa infecgéo, o processo de reproducéo
sexuada se inicia e os merozoitos formados na reprodug¢do assexuada dao origem aos
gametas (GOULART & RESENDE, 2015).

Esses gametas, masculinos e femininos, descendentes do mesmo parasita ou de
dois diferentes, fundem-se dando origem ao ovo ou zigoto, que apOs segregar a parede
cistica d& origem ao oocisto. Este & expulso com as fezes dos animais apés nove dias, em
que cada gato expulsa mais de 500 milhdes de oocistos em cada defecacgédo. Ja no exterior
do hospedeiro, 0 oocisto sofre esporulagdo — divisdo meiética - novamente apos alguns dias,
formando-se dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos, uma forma altamente
resistente, algo que garante ao parasito que sobreviva anos fora do meio intracelular. Esses
esporozoitos séo ativados em taquizoitos se forem ingeridos por outro animal (hospedeiro
intermediério) e podem infectar e replicar em todas as células dos mamiferos, com excegao
das hemacias. Uma vez ligados a uma célula do hospedeiro, o parasito a penetra e forma
um vacuolo parasitoéforo, dentro do qual se divide. Essa replicagcdo do parasito continua

até que seu numero no interior da célula atinja uma quantidade que provoque a ruptura

da célula, liberando parasitos que irdo infectar outras células adjacentes (GOULART &
RESENDE, 2015).
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Figura 01: Formas infectantes do T. gondii (1A-1C) e ciclo de transmissao do parasito (1D).

Em organismos imunocompetentes, as infec¢des pelo Toxoplasma gondii raramente
sdo graves, sendo frequentemente assintomaticas, cerca de 90% delas (KRAVETZ
& FEDERMAN, 2005). Neste caso, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos e,
posteriormente, em cistos teciduais como forma de resisténcia, gerando a fase cronica da
doenca (DUBEY et al.,1998; TENTER et.al, 2000).
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Por outro lado, em individuos imunocomprometidos, a condicdo mais comum é
encefalite, cujos sintomas incluem dor de cabeca, desorientacéo, letargia, hemiparesia,
reflexos alterados e convulsbes (MCAULEY et al., 1994). Pneumonia e miocardite podem

ocorrer também nesses individuos.

1.1 Toxoplasma gondii:

A ultraestrutura do Toxoplasma gondii € composta por inUmeras organelas e
estruturas especificas, tais como nicleo, anéis apicais, anéis polares, conoide, réptrias,
micronemas, microporo, mitocéndria, microtibulos subpeliculares, reticulo endoplasmatico
rugoso e liso, sistema de Golgi, ribossomos, granulos densos e apicoplasto (Figura 2), o
que remete a estrutura classica de um eucarionte (DUBEY et al., 1998).
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Figura 02: Desenho esquematico mostrando as diferencas ultraestruturais entre taquizoitas (esquerda)
e bradizoitas (direita) (Retirado de Dubey et al., 1998).

A sondagem da célula hospedeira e posterior invasdo dela se da por uma das
caracteristicas presente na ultraestrutura do parasito citado anteriormente, a extremidade
conoidal. Em seguida, as roptrias e micronemas secretam proteinas dentro da célula
hospedeira as quais garantem a infecgdo inicial e sua permanéncia, e formam assim a
juncao mobvel e sequencialmente o vacuolo parasitéforo, por meio do deslocamento do
parasito do sentido anterior ao posterior do seu corpo, entre as membranas do parasito e
da célula hospedeira (DUBREMETZ et al., 1998; MORDUE et al, 1999).

Esse vacuolo formado apresentara componentes tanto da célula hospedeira, quanto
componentes do parasita, 0 que promove a sua nao identificacdo pelo sistema imune
e a ndo fusdo deste com lisossomos da célula hospedeira. Dessa forma, o parasita se
desenvolvera e se replicara por reproducao assexuada, chamada de endodiogenia, dentro
do vacuolo (DUBEY et al., 1998).

Embora haja conhecimento sobre a biologia do Toxoplasma gondii, o tratamento
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contra a toxoplasmose ainda é limitado a poucas terapias disponiveis, e que apresentam
toxicidade ao hospedeiro. Atualmente, a terapia mais efetiva contra a toxoplasmose é a
administragé@o de compostos antifolato, como a combinagéo de sulfadiazina e pirimetamina.
As sulfonamidas atuam sinergicamente com a pirimetamina bloqueando a via metabdlica
relacionada a sintese do acido folico e folinico (GEORGIEV, 1994), afetando desta forma a
sintese de timidina e a replica¢do do parasito.

Pacientes em tratamento com pirimetamina devem receber também administracao
concomitante de acido folinico para prevenir efeitos hematolo6gicos adversos ocasionados
pela droga. Em casos de intolerancia a sulfa, a substituicdo desta por clindamicina é
recomendada, pois a combinagédo pirimetamina-clindamicina é tao efetiva quanto a
primetamina-sulfadiazina durante a fase aguda da doenca (DANNEMANN et al., 1992;
KATLAMA et al., 1996).

Apesar de eficaz, essa terapia é frequentemente associada com muitos efeitos
colaterais, principalmente observados em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS). Esses efeitos adversos podem ser supressdao da medula Ossea e
toxicidade hematoldgica causado pela pirimetamina, além de ocasionar teratogenia e por
isso ser contraindicado para gestantes, e/ou hipersensibilidade e reagéo alérgica na pele
gerado pela sulfadiazina (HAVERKOS, 1987; LEPORT et al., 1988; GEORGIEV, 1994;
GOMELLA et.al, 2013).

Devido a importancia médica da toxoplasmose, o desenvolvimento de novas terapias
para a doenca parasitaria é urgente. No entanto, a principal desvantagem nesse campo é
o retardo no desenvolvimento de compostos que sejam capazes de alcangar o protozoério
no interior da célula hospedeira em uma concentragéo toxica para este e segura também
para a mesma.

Ha alguns relatos na literatura mostrando que a coordenacgdo de compostos pode ser
uma alternativa interessante para terapia antiparasitaria. Por exemplo, compostos contendo
ions cobre ou cobalto ligados ao ligante HmtpO, onde HmtpO é {5-metil-1,2,4-triazol [1,5-a]
pirimidina-7 (4H)-um}, afeta fortemente o metabolismo energético de Leishmania infantum
e Leishmania braziliensis alterando estrutura de membrana de organelas e induzindo morte
celular (RAMIREZ-MACIAS et al., 2011).

Esses compostos foram também ativos in vitro contra formas tripomastigotas e
amastigotas de Trypanosoma cruzi em concentragdes similares as de compostos usados
comumente na terapia clinica, como benznidazol; porém, com reduzida toxicidade
para a célula hospedeira e melhor indice de seletividade. Além disso, em testes in vivo
0s compostos causaram reducdo da carga parasitaria em relagcdo ao tratamento com
benznidazol (CABALLERO et al., 2011).

Atualmente tem sido estudado o efeito biol6gico de compostos metalocomplexos,
compostos inorgéanicos que apresentam promissoras atividades biol6gicas como fungicida,
bactericida e antiviral (SINGH et al., 2000; NATH et al., 2001). Horn et al. (2005) mostraram
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que o ligante HPCINOL [1-(bis-piridina-2-ylmetil-amino)-3-cloropropano-2-ol] € um ligante
promissor visando o desenvolvimento de metalofdrmacos, desde que seus complexos
de cobre e ferro tenham promissoras atividades biologicas. O complexo de cobre
[Cu(HPCINOL)CI] apresentou atividade de nuclease e foi citotdxico para células leucémicas
(FERNANDES et al., 2006). Complexos de ferro com o mesmo ligante foram também
testados biologicamente e observou-se que o composto mononuclear [Fe(HPCINOL)(CI)2]
foi capaz de proteger Saccharomyces cerevisiae do estresse oxidativo, pois mimetizou
superoéxido dismutase e catalase (HORN JR. et al., 2010).

Esses mesmos compostos e seus derivados, Fe alfanaftol BMPA e Fe beta-
naftol BMPA foram capazes de acelerar a hidrolise de DNA em mais 108 vezes quando
comparado com taxa de clivagem espontanea do DNA, revelando uma impressionante
atividade de nuclease. Entretanto, suas atividades em células cancerigenas foram
modestas e apresentaram muito baixa toxicidade a células mononucleares de sangue
periférico humanas normais (HORN JR. et al., 2013). A auséncia de toxicidade as células do
hospedeiro é um dos atrativos para utilizacdo desses compostos inorganicos para avaliagcao
de sua atividade na terapia envolvendo o protozoario Toxoplasma gondii, uma vez que a
principal desvantagem da terapia antiparasitaria atual € ndo preservar a viabilidade delas.

21 OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti- Toxoplasma de novos compostos metalocomplexos coordenados
in vitro, a fim de avaliar seus possiveis mecanismos de acao, incluindo efeitos em forma
taquizoita do parasita.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Avaliar por microscopia Optica as interagdes in vitro de células LLCMK2
infectadas com Toxoplasma gondii tratadas com metalocomplexos;

» Avaliar a ultraestrutura das células tratadas ou néo durante interagdo com Toxo-
plasma gondii por microscopia eletrénica de transmissao;

»  Avaliar um possivel efeito citotdxico do composto em relagéo a célula hospe-
deira;

31 METODOLOGIA:

3.1 MANUTENGCAO DOS PARASITAS.

Cepa RH - Taquizoitas da cepa RH foram mantidos por passagens intraperitoneais
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em camundongos suicos (CF-1). Apds 48h de infecgcéo, os parasitos foram coletados em
solucéo salina de tampéo fosfato (PBS) através de lavagem peritoneal. O lavado peritoneal
sofreu centrifugagéo (100g; 5’; 4°C), e o sobrenadante coletado foi centrifugado (1000g;
10’; 4°C) para a obtengéo das formas taquizoitas. Os parasitas contidos no “pellet” foram
ressuspensos em meio DMEM e diluidos em fixador (formaldeido 4% em PBS) para

quantificacéo através da cadmara de Neubauer ao microscépio éptico Axioplan - ZEISS.

3.2 CULTIVO E MANUTENGAO DA CELULA-HOSPEDEIRA.

Células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta), LLC-MK2 (ATCC
CCL7, Rockville, MD/EUA) foram mantidas em garrafas plasticas de 25cm?, contendo meio
RPMI e 5§ de SFB. O pH do meio foi mantido em atmosfera com CO, a 5% em estufa de
CO, a temperatura de 37°C. Vinte e quatro horas antes de cada experimento, 2x10° células
foram plaqueadas em placas de vinte e quatro pocos contendo laminulas de vidro, para os
experimentos de interagéo.

3.3 COMPOSTOS METALOCOMPLEXOS.

Neste projeto foram testados compostos metalocomplexos (N0414 e N5814),
(sintetizados e cedidos pelo Dr. Adolfo Horn Jr. e colaboradores do Laboratério de Ciéncias
Quimicas, UENF).

3.4 CITOTOXIDADE DOS COMPOSTOS.

Com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico dos diferentes compostos na célula
hospedeira, foram feitos experimentos controle, nas quais as células foram incubadas em
meio contendo os compostos em diferentes concentragdes durante 48 h. Apos este periodo,
as células foram incubadas em Rodamina 123 (10 pg/ml; 20’; 37°C) ou azul de Tripan (0,4§;
1’) e foram quantificadas as células ndo-viaveis apds observacao por microscopia Optica.

3.5 INDICE DE SELETIVIDADE.

Para o calculo do indice de Seletividade (1.S) dos compostos, as células hospedeiras
foram tratadas em concentragcbes de 20 a 500 yM durante 48h e posteriormente foi
determinada a porcentagem de células vidveis apOs incubagdo em azul de tripan ou
rodamina 123, como descrito no item 3.4. O .S foi calculado de acordo com a férmula
abaixo, onde o IC50 corresponde a concentragéo inibitéria de 50% do crescimento das
células hospedeiras (IC50 células hospedeiras) ou dos parasitas (IC50 parasitas): |.S =
IC50 células hospedeiras / IC50 parasitas.
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3.6 INTERACAO PARASITA-CELULA HOSPEDEIRA.

Parasitas ressuspensos em meio RPMI foram postos para interagir por 1 h a
37°C com células epiteliais LLC-MK2, utilizando-se uma relagdo de parasita:célula de
3:1 para verificacdo dos efeitos antiproliferativos, 10:1 para experimentos de microscopia
eletrbnica. Apos a interagéo, as células foram lavadas com PBS para remocgéo de parasitos
extracelulares. Os compostos foram adicionados ap6s 1 h de interagéo por até 48h para os
ensaios de curvas de crescimento e obtengdo do IC50 dos compostos.

3.7 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-PROLIFERATIVA DOS COMPOSTOS.

Ap6s 1h de interagéo, e 24h e 48 h em contato com as drogas, as células foram
fixadas em solugdo de formaldeido nascente 4% em PBS, coradas com corante Giemsa
10% em &gua destilada, desidratadas em diferentes concentragbes de acetona-xilol: 1)
100% acetona; 2) 100% acetona; 3) 70% acetona e 30% xilol; 4) 30% acetona e 70% de
xilol; 5) 10% acetona e 90% de xilol; 6) 100% xilol. Apds desidratacéo as laminulas foram
montadas sobre gotas de Entellan. As laminas prontas foram observadas ao microscopio
optico Axioplan - ZEISS. O indice de proliferagdo foi determinado através da analise de
namero total de 100 células infectadas em duplicata de cada condicdo do experimento. Os
resultados foram representativos de trés experimentos diferentes, utilizando o teste t de
“student” como ferramenta estatistica.

3.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO.

Com o objetivo de avaliar a ultraestrutura dos parasitas, na auséncia e presenga
dos diferentes compostos, experimentos para microscopia eletrénica de transmissao, com
diferentes tempos de interag@o foram preparados. As amostras foram fixadas em solugcéo
contendo glutaraldeido 2.5% em tampé&o cacodilato de s6dio 0.1 M, pH 7.4. As células foram
lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas por 40 minutos no escuro em solucéo de tetréxido
de 6smio a 1%, ferrocianeto de potassio a 1.25% e 5mM de CaCl2 em tampao cacodilato
de sodio 0.1 M, pH 7.4. As células foram lavadas no mesmo tampao, desidratadas em
acetona e embebidas em resina epoOxi. Secdes ultrafinas foram contrastadas com acetato
de uranila e citrato de chumbo e observadas ao Microscépio Eletrénico de Transmissao FEI
SPIRIT 120 Kvolts.

41 RESULTADOS:

Nosso grupo tem testado diferentes compostos metalocomplexos devido as suas
caracteristicas e as atividades biolégicas que apresentaram previamente, como atividade
anti- Toxoplasma. Os compostos N0414 e N5814 (Figura 3) aparecem, dentre outros, como
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candidatos devido aos seus efeitos potenciais contra o parasito em baixas concentracbes
e que, ao mesmo tempo, mantenham a baixa toxicidade contra as células hospedeiras.

Figura 3A Figura 3B
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Legenda: Figura 03A: N5814 (Fe beta-naftol BMPA); Figura 03B: N0414 (Fe alfanaftol BMPA).

4.1 EFEITO PO METALOCOMPLEXO N0414 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 24H:

Pode-se notar no gréfico diferentes concentracdes utilizadas para avaliar o grau
de toxicidade necessario do composto N0414 em 24h para que ndo danifique a célula
hospedeira, mas alcance o parasito dentro dela. Nota-se ainda que a partir de 10uM o
composto gera perda da viabilidade celular.
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Figura 04: Gréfico representativo de diferentes concentracées do composto N0O414 em 24h.

4.2 EFEITO DO  METALOCOMPLEXO N0414 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 48H:

Nota-se no seguinte grafico concentrag¢des distintas utilizadas para avaliar o grau de
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toxicidade necessaria do composto N0O414 em 48h para que alcance o parasito dentro da
célula hospedeira, mas nao a afete. Pode-se notar ainda que a partir de 10M o composto
gera perda da viabilidade celular.
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Figura 05: Grafico representativo de diferentes concentragées do composto NO414 em 48h.

4.3 EFEITO PO METALOCOMPLEXO N5814 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 24H:

No grafico abaixo pode-se verificar concentragées distintas utilizadas para avaliar o
nivel de toxicidade seguro do composto N5814 em 24h para a célula hospedeira, mas que
ao mesmo tempo alcance o parasito dentro da mesma. Pode-se verificar ainda que a partir
de 50¢M o composto gera perda da mais viabilidade celular.
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Figura 06: Grafico representativo de diferentes concentragdes do composto N5814 em 24h.

4.4 EFEITO PO METALOCOMPLEXO N5814 EM DIFERENTES
CONCENTRACOES NO TEMPO DE 48H:

No gréfico seguinte pode-se verificar concentragcbes diferentes utilizadas para
avaliar o grau de toxicidade seguro do composto N5814 em 48h para a célula hospedeira,
mas que ao mesmo tempo alcance o parasito dentro da mesma. Pode-se verificar ainda
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que a partir de 100¢M o composto gera perda da mais viabilidade celula.

soo | = Controle
- gt
aco -5 v
- S
=8 paha
300 = 1O A
S0 puh

100 g
150 g
200 g

SO0 L

MNS5814/48h

indice de Infeccédo

Figura 07: Grafico representativo de diferentes concentragdes do composto N5814 em 48h.

51 DISCUSSAO:

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatorio, do filo Apicomplexa e da
classe Sporozoa, cosmopolita e que pde em risco a salde principalmente de individuos
imunocomprometidos ou criancas que adquirem congenitamente a doenca (MCAULEY et
al., 1994; MONTOQOYA et al., 2004).

O tratamento atual utilizado para a toxoplasmose € uma terapia combinada baseada
em pirimetamina, sulfadiazina ou acido folinico, no entanto, muitos efeitos adversos graves
sé@o gerados (GEORGIEV, 1994) e, por isso, outras drogas estdo sendo estudadas para
assegurar a integridade da célula hospedeira e, concomitantemente, destruir o parasito. A
pirimetamina e a sulfadiazina atuam sinergicamente para tratar a toxoplasmose inibindo a
proliferacéo e sobrevivéncia de Toxoplasma gondii por meio da inibicdo da via metabdlica
de sintese de folato (GEORGIEV, 1994; MONTOYA et al., 2004).

Além disso, a terapia atual traz consigo diversos efeitos colaterais significativos ao
paciente, como toxicidade hematoldgica, hipersensibiidade e reacdes alérgicas na pele,
supressao da medula 0ssea e efeitos teratogénicos (HAVERKOS, 1987; LEPORT et al.,
1988; GEORGIEV, 1994; GOMELLA et.al, 2013).

Tendo em vista os problemas apresentados pela terapia vigente, é reconhecida
a necessidade de pesquisas sobre novas formas terapeuticas. Neste trabalho foram
testados dois compostos metalocomplexos — NO414 e N5814 — com o intuito de analisar
seu grau maximo de toxicidade sobre o Toxoplasma gondii de modo que ndo desassegure
a integridade da célula hospedeira.

Harelatos anteriores em outras literaturas que testaram compostos metalocomplexos,
com outro tipo de nlcleo metalico que ndo o férrico, contra a Leishmania infantum e
Leishmania brasiliensis (RAMIREZ-MACIAS et al., 2011), além de também testarem contra
o Trypanosoma cruzi (CABALLERO et al., 2011) e obtiveram resultados significativos,
gerando baixo risco a célula hospedeira ou nenhum. Além disso, esse tipo de composto
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€ uma promissora terapia antiparasitaria, bactericida, fungicida e antiviral (SINGH et al.,
2000; NATH et al., 2001; RAMIREZ-MACIAS et al., 2011).

Portanto, devido resultados promissores apresentados na literatura, a realizacao de
testes com os compostos metalocomplexos N0414 e N5814 em células LLC-MK2 foram
realizados a fim de avaliar o efeito anti-toxoplasma gondii e sobre a viabilidade celular, ja
que a terapia antiparasitaria atual se mostrou toxica as células hospedeiras.

Esse trabalho vis apresentar resultados obtidos a partir da interagdo quimioterapica
antiparasitaria de foma isolada, ou seja, sem coordenacdo com a terapia vigente.
O tratamento prosposto se diferencia dos demais pela ndo coordenacdo desses
metalocomplexos com a sulfadiazina ou qualquer outro farmaco. A partir disso, pode-se
supor que os efeitos colaterais antes gerados a célula hospedeira com a coordenacéo a
sulfa ndo foram observados sem essa coordenacéo.

Dessa forma, os tratamentos das células LLC-MK2 foram feitos com diferentes
concentracbes de cada um dos dois compostos — N0414 e N5814, ambos durante 24h e
48h, para avaliar o nivel de toxicidade suficiente deles para alcangar o parasito no interior
da célula hospedeira sem que impeca sua viabilidade celular.

Verifica-se que o primeiro composto testado no tempo de 24h, N0414, atingiu seu
grau méaximo de toxicidade sem danificar a célula hospedeira na concentracéo de 10uM.
Pbéde-se ainda verificar, através da Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), que
esse metalocomplexo gerou tanto altera¢des ultraestruturais no parasito, quanto também
sua morte. O mesmo metalocomplexo testado anteriormente, embora no tempo de 48h,
teve o seu grau maximo de toxicidade para o efeito antiparasitario de modo que garantisse
a seguranca da célula hospedeira na concentracdao de 10puM. Esse composto obteve
indicacédo de morte do Toxoplasma gondii e falha na endodiogenia.

Na analise das células LLC-MK2 tratadas com o segundo composto testado — N5814
— no tempo de 24h, foi verificado que o nivel toxico maximo para a célula hospedeira e,
concomitantemente, acédo antiparasitaria € a concentragéo de 50uM. Ainda na analise das
células, notou-se que a indicagéo de morte celular ocorrida foi a extragéo citoplasmatica do
Toxoplasma gondii.

Ja na analise durante o tempo de 48h desse mesmo composto, pdde-se observar
que o nivel de toxicidade superior a 100uM afetaria a viabilidade da célula hospedeira, logo
esta é a concentragdo méaxima para que haja indicacédo de morte parasitaria garantindo a
integridade celular. Péde ser observado por Microscopia Eletronica de Transmisséao (MET),
a morte do parasito por necrose, assim como sua alteragéo estrutural.

Observa-se que o composto N0O414 no tempo de 24h foi mais eficaz em relacdo
ao de 48h, pois matou o parasito com a mesma concentracdo, porém em menor tempo. A
mesma concluséo pode ser tirada quando comparado o primeiro composto com o N5814
no mesmo periodo, visto que o Ultimo precisou de uma concentra¢gdo maior para apresentar

indicios de morte parasitarias.
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Comparativamente o composto N0O414 no tempo de 48h também obteve melhor
resultado que o N5814 no mesmo tempo, ja que foi utilizada uma concentracdo muito
menor para apresentar danos ao parasito. Por fim, o composto N5814/24h se mostrou
melhor que o de 48h, j4 que o segundo precisou do dobro da concentragao para apresentar
necrose e alteracdo estrutural.

Sendo assim, o composto que apresentou resultados para uma terapia mais
promissora foi 0 NO414 no periodo de 24h.

Em relacdo a baixa toxicidade apresentadas em modelos in vitro de infecgédo das
células LLC-MK2 e tratadas com os compostos N0414 e N58140, os resultados mostram
compatibilidade em relacdo aos obtidos de PORTES et al., 2015.

Embora hajam resultados satisfatorios sobre os dois compostos avaliados, novos
testes em modelos in vitro de infecgéo precisam ser feitos. Além disso, modelos in vivo
também serem levados em consideracdo para testes futuros. Novas pesquisas para a
melhor compreenséo e desenvolvimento de novos tratamentos quimioterapicos para a
toxoplasmose sao de grande relevancia, e por este fato, a importancia da continuidade no

estudo para desenvolvimento desse trabalho.

CONCLUSAO:

O efeito antiproliferativo dos compostos N5814 e NO414 em diferentes concentrag¢des
e tempos foi eficaz contra o Toxoplasma gondii in vitro, reduzindo o indice de infeccédo em
células LLC-MK2 por morte do parasito. Os compostos também apresentaram, além da
reducdo do indice de infec¢do, acdo contra o parasito através de modificagbes de sua
estrutura, extracao citoplasmatica e interferéncia na divisdo parasitaria.
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RESUMO: Os Dispositivos de Assisténcia
Ventricular (DAV) sao utilizados como
terapia de destino, dentre outras estratégias.
Os dispositivos vém se tornando uma
das opc¢des com maior longevidade para
pacientesimplantados. Os eventos adversos
levam os pacientes implantados a morte,
dentre estes estda o Mau Funcionamento
do DAV. Este tipo de falha pode estar
relacionado a qualquer um dos subsistemas
ou componentes. A proposta deste trabalho
€& o desenvolvimento de um método que
realize a gestdo de riscos dinamicos para
projetos de DAV, aplicando-se redes
bayesianas representando a influéncia
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da probabilidade de sucesso ou falha das
barreiras de segurancga no dispositivo.
PALAVRAS-CHAVE: Projeto de DAVs;
Seguranca Inerente; Gestdo de Riscos
Dinémicos.

DYNAMIC RISK MANAGEMENT FOR
VENTRICULAR ASSIST DEVICE
DESIGNS WITH INHERENT SAFETY
CONCEPT

ABSTRACT: Ventricular Assist Devices
(VAD) is used as destiny therapy, among
other strategies. Devices are becoming one
of the longest-lasting options for implanted
patients. Adverse events lead implanted
patients to death, among these is the
Malfunction of the VAD. This type of failure
can be related to any of the subsystems or
components. The purpose of this work is
the development of a method that performs
the management of dynamic risks for DAV
projects, applying Bayesian networks
representing the influence of the probability
of success or failure of the security barriers
in the device.

KEYWORDS: VAD Design; Inherent Safety;
Dynamic Risk Management
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11 INTRODUGAO

Para os casos de insuficiéncia cardiaca (IC) avangada ou refratéaria’ e quando néao
ha mais nenhum tipo de tratamento disponivel, o transplante cardiaco (TC) é considerado
a modalidade terapéutica mais eficaz para prolongar significativamente a vida do
paciente (DENG; NAKA, 2007; MOREIRA; MONTENEGRO; PAOLA, 2015; STEHLIK et
al.,, 2018; WANG; DARK, 2020). Segundo a classificacdo da New York Heart Association
(NYHA), o TC é indicado para pacientes com IC avancada, nas classes funcionais Ill ou
IV permanentes. Com sintomas graves e hospitalizacdo frequente, sem alternativas de
tratamento e terapéutica medicamentosa otimizada, conforme Quadro 1 (AZEKAE. et al.,
2014). Transplante é a indicagéo terapéutica eficaz nas alterac¢des irreversiveis do coracéo
e outros 6rgdos como rim, figado, pulmdes e pancreas. Os pacientes em estados terminais
da funcao cardiaca, hepatica ou pulmonar tém como Unica op¢ao a substituicdo do érgao
doente (MAGALHAES et al., 2015). Pesquisas tém sido realizadas em paises como Reino
Unido, Canada e Bélgica propondo dindmicas alternativas de transplantes, como a doagao
depois da determinacéo da morte circulatoria (em inglés a sigla DCDD - Donation after
Circulatory Determination of Death) para reduzir o tempo de espera para transplantes
(HONARMAND et al., 2020).

Classe Descricao

| Cardiopata sem limitagdo para as atividades cotidianas. A limitacdo para esforgcos &
semelhante a esperada em individuos normais.

Il Cardiopata com discreta limitacdo para as atividades habituais.

I} Cardiopata com significativa limitacdo para as atividades habituais. Apresenta sintomas,
inclusive em atividades menores que as rotineiras, porém sem sintomas em repouso.

[\ Cardiopata incapaz de realizar qualquer atividade fisica sem desconforto. Pode haver
sintoma inclusive em repouso.

Quadro 1 - Classificagao da New York Year (NYHA)
Fonte: SBC, 2014

No entanto, ha um problema fundamental na pratica de transplante de 6rgaos,
conforme a “ll Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco”: a quantidade de transplantes de
coracgao, realizada no mundo, néo cresce de forma expressiva e, a terapia medicamentosa,
somente para a IC terminal, continua a ter resultados desanimadores. Uma andlise desta
situacdo revela uma desigualdade drastica: existe um elevado niumero de pacientes,
que necessitam de doacéo de 6rgéo para terapia de doencas terminais, porém, a oferta
desses 6rgaos destinados ao transplante € limitada (SBC, 2010; CHAMBERS et al., 2017;
HONARMAND et al., 2020; ATIK et al., 2020).

1 Refrataria - A terminologia da insuficiéncia cardiaca crénica em seus estagios avangados ndo &€ muito
precisa. Os termos insuficiéncia cardiaca “avancada”, “grave”, “congestiva”, “refrataria” e “em estagio
final” sdo usados de maneiras amplamente permutaveis.
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O numero de transplantes de coracdo ultrapassou a marca de 5.000 por ano
(CHAMBERS et al., 2017). No entanto, o niUmero entre receptores e doadores é discrepante
(HONARMAND et al., 2020). Cresce exponencialmente, a ponto de alcancar a taxa de 1:4,
entre doadores de coragéo e recebedores (TOZZI et al. 2017). Fica evidente a necessidade
da adocgéo de alternativas terapéuticas para suportar pacientes que estdao em lista de
espera para o transplante, ou ainda para aqueles que sao contraindicados ao transplante
por razdes diversas. Mediante estes fatos, torna-se oportuno uma tterapia capaz de manter
as condigbes hemodinamicas dos pacientes?, por periodo prolongado e, substituir, total ou
parcialmente, de forma temporaria ou definitiva, as fungdes de bomba de fluxo continuo
exercidas pelo coracdo (HANAUER et al., 2015; PRINZING et al., 2016). S6 nos Estados
Unidos, os implantes de DAV alcangaram a marca de 3.000 dispositivos por ano.

De acordo com Deng, Naka (2007), o termo: dispositivo de suporte circulatorio
mecanico (DSCM) ou, o termo: sistema de assisténcia ventricular (SAV) definem as
bombas de sangue utilizadas para auxiliar ou substituir os ventriculos esquerdo, ou direito,
ou ambos, e sao conhecidos como:

»  Dispositivo de Assisténcia Ventricular Esquerdo (DAVE);
»  Dispositivo de Assisténcia Ventricular Direito (DAVD), ou;
+  Dispositivo Biventricular (DBV).

Os dois grupos de dispositivos conhecidos s&o o que da assisténcia ao coragao para
auxiliar na fungédo de bombeio do sangue para o corpo, do ventriculo para a veia aorta, o
qual é chamado de DAV - sendo este tipo o foco deste trabalho - o outro grupo é o que
substitue o coragdo completo, apés a sua remocgéo, (DENG; NAKA, 2007; KYO, 2014;
RAMAN, 2016; TOZZI et al., 2017).

Pesquisas realizadas pela International Society of Lung and Heart Transplantation
(ISLHT) e a Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support
(INTERMACS) mostraram que ap6s a implantacdo de um DSCM, alguns dos pacientes
nao alcancam a expectativa de vida desejada. Pode-se constatar que no primeiro més o
percentual de sobrevida é de 95%, para 12 meses o percentual de sobrevida é de 82%,
em quatro anos é da ordem de 54%. As causas estdo associadas a ocorréncia de eventos
adversos, tais como infec¢do, hemorragia, disfungéo neurologica, falha respiratéria, MF de
dispositivo e tromboembolismo (ADATYA et al., 2015; CHAMBERS et al., 2017; COWGER
etal., 2017; DIAS et al., 2018; HEALY et al., 2016; JOHN et al., 2010; KIRKLIN et al., 2015,
2017; KYO, 2014; M.M.H. et al., 2020; MAVROUDIS; KIRKLIN; DECAMPLI, 2018; THEISZ,
2015).

Eventos adversos semelhantes foram analisados por pesquisadores que realizaram

895 implantes de DAVs, entre 2004 a 2013, e que foram classificados e associados aos

2 Condi¢coes Hemodinamicas dos Pacientes - Pacientes com instabilidade hemodinamica podem estar iniciando um
quadro de choque cardiogénico, estado de hipoperfusao tecidual. Presséo arterial sistélica < 90mmHg ou. Queda da
presséo arterial sistélica > 40 mmHg ou. Frequencia cardiaca > 90bpm. (MAGALHAES et al., 2015)
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seguintes fatores: (i) técnicas de implantacdo e as restricbes anatOmicas; (ii) fatores
relacionados ao paciente como grau de infeccdo, sangramento e adequacdo da anti-
coagulacéo; (iii) configuracdes mecéanicas do DAV e (iv) projeto e fabricagéo dos dispositivos
(STARLING et al., 2014).

A partir destes dados, a busca de informagbes para um maior entendimento de
eventos adversos em DAVs foram aprofundadas. A seguir apresentam-se 0s principais

resultados das investigacdes a respeito da ocorréncia destes eventos:

+  Em pesquisa realizada por (KIRKLIN et al., 2013), para 5.358 casos em que
se utilizaram os DAVs de fluxo continuo, 208 apresentaram MF. Para 1160 im-
plantes realizados com DAV de fluxo continuo, segunda a base de dados da
INTERMACS, 100 dispositivos apresentaram mau funcionamento (MF) do DAV
(KIRKLIN et al., 2012).

+  Pesquisas realizadas por (KIRKLIN et al., 2017; KYO, 2014; PRINZING et al.,
2016) indicaram que os principais eventos adversos de maior impacto, ap6s o
implante de DAV, em sua primeira ocorréncia séo: infec¢do, sangramento, MF
do dispositivo, acidente vascular cerebral e morte. Um dos estudos realizados
entre 2006 a 2012 com 145 hospitais para um total de 6.885 implantes de DAV
de fluxo pulsatil (bomba de sangue de fluxo pulsatil), 119 eram MF do disposi-
tivo.

+  Nos trabalhos de pesquisa realizados pela INTERMACS, com uma base de
dados coletados de aproximadamente 185 hospitais (KIRKLIN et al., 2017) foi
relatado que esses hospitais ja realizaram mais de 24.354 implantes em pacien-
tes com mais do que 19 anos de idade (TEUTEBERG et al., 2020). A INTER-
MACS conta com esfor¢os cooperativos de clinicos, cientistas, fabricantes e
entidades governamentais para o levantamento de falhas em DAVs (KHAZANIE
et al., 2016; MURALA; SI, 2017).

- De acordo com pesquisas realizadas entre 2012 a 2016 onde ocorreram
17.633 implantes de bombas de sangue de fluxo continuo, houve 5398 mortes
(KIRKLIN et al., 2017).

+  Segundo pesquisa realizada pela International Society for Heart and Lung
Transplantation Mechanically Assisted Circulatory Support (IMACS), entre ja-
neiro de 2013 a dezembro de 2016, de 13.618 pacientes implantados com
bombas de fluxo continuo, a quantidade de MF em DAVs foi de 233 casos, 0
equivalente a 2% dos casos de mortes (MAVROUDIS; KIRKLIN; DECAMPLI,
2018).

+  No periodo de um ano, aproximadamente 50% dos pacientes com SCM im-
plantado sofreram com MF de dispositivo. Estas ocorréncias estdo associadas
a confiaguracéo da bomba e projeto do dispositivo, dentre outras responsaveis
pelas taxas de falha do DAV. Sendo que a maior parte estéa associada aos com-
ponentes extracorpOreos, e poucos casos com componentes intracorp6reos,
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onde é inevitavel a troca do DAV (SCHRAMM et al., 2019).

Entre 2004 a 2016 foi realizada pesquisa com 108 Heartmate Il e 105 HearWa-
re. Para o evento adverso MF do DAV, especificamente, foi categorizado por
falha, sendo de 30% em controladores, 19% em baterias, 14% no driveline e,
13% na bomba (KORMOS et al., 2017).

Concluindo, pesquisa recente realizada pela European Registry for Patients with
Mechanical Circulatory Support (EUROMACS), a Paedi-EUROMACS para implantes
pediatricos, registrou 425 mortes por eventos adversos. Sendo que o evento adverso
com maior frequéncia foi o MF do DAV, onde 106 aconteceram até trés meses e, 107
aconteceram apos trés meses do implante, totalizando 213 mortes (M.M.H. et al., 2020)

Percebe-se, em analise as pesquisas realizadas, que os eventos adversos por MF
do DAV, ainda nédo foram solucionados. E permanecem como uma das causas de mortes
para os usuarios deste tipo de terapia.

Ainovacao dos DMCS gera dispositivos com menos dependéncia de um cuidador e,
menor envolvimento intensivo do paciente. Além de uma melhor sobrevida em longo prazo,
prospecta-se melhorar a qualdiade de vida a longo prazo (STEHLIK et al., 2018).

Com a mudanca do perfil demogréfico, globalizagdo e longevidade da populacéo,
onde se percebe uma elevacéo das médias de idade da populagéo, como consequéncia
direta, € esperado um aumento da demanda de cirurgias cardiovasculares (STRAUSS et
al., 2017). Consequentemente, também se observa a longevidade crescente dos pacientes
transplantados com DAVs para terapia de destino (STEHLIK et al., 2018).

Assim, o incremento de confiabilidade ao DSCM para assegurar as necessidades
de se manter o fluxo sanguineo de pacientes implantados, alinha-se a longevidade dos
pacientes, cada vez maior, no uso destes dispositivos médicos (DIAS et al., 2019a; DIAS et
al., 2019b; DIAS et al., 2020a; DIAS et al., 2021; DIAS; DIAS; FILHO, 2022)

Neste contexto, considera-se que o ciclo de vida (CV) abrange desde a concepcgao
até o descomissionamento (YANG, 2007; RATHNAYAKA; KHAN; AMYOTTE, 2014; UM;
WEYER; QUINT, 2017; KHOURI; BERKANI; BELLATRECHE, 2017). Para a norma de
gestao de riscos de dispositivos médicos, 1ISO 14971, o CV de um produto abrange todas
as fases da vida de um produto para saude, desde a concepcao inicial até a retirada de
servico e descarte (ABNT, 2020).

21 METODOLOGIA DE PESQUISA

A metodologia de pesquisa, utilizado neste trabalho quanto a abordagem possui um
delineamento de género tedrico e de cunho metodologico quantitativo descritivo. O método
€ prospectivo na linha do tempo, quando se propde um método de experimentagcéo por
meio de modelos “In Vitro” (MATTAR; OLIVEIRA; MOTTA, 2014; FONTENELLES et al.,
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2009; MARCONI; LAKATOS, 2003).

De um modo geral, a pesquisa se fundamentou nos conceitos de confiabilidade,
gestao de riscos, seguranca inerente e, CV de produto. A descricdo a seguir argumenta
acerca do método de elaboragédo da pesquisa aplicado na presente proposta. Inicialmente
houve a proposi¢ao do problema, pela descricdo dos aspectos motivacionais pesquisados,
e hipo6teses. Posteriormente, descreveu-se o método de abordagem da pesquisa e 0s
procedimentos técnicos. Por fim, um detalhamento do método de pesquisa.

O método para a estruturagcdo da pesquisa € de carater dedutivo, com formagéo de
hipéteses prévias e construgdes logicas iniciando-se na teoria, para uma avaliacdo das
caracteristicas de DAVs mediante a proposta de um método baseado no tratamento de
dados para tomada de decisdo que permitiu incrementar a confiabilidade e longevidade
desses dispositivos. Neste contexto, tratou-se de uma pesquisa de natureza aplicada,
que considera uma abordagem quantitativa, com énfase em analises computacionais dos
dados coletados (MARCONI; LAKATOS, 2003).

Os procedimentos adotados para a elaboracao das atividades de pesquisa envolvem
diferentes técnicas de coleta de dados, sendo as adotadas para este projeto: a observagéo;
a pesquisa bibliografica e a experimental. Neste contexto, utilizou-se a pesquisa bibliografica
para o levantamento do arcabouco teérico, a ser realizado por meio de pesquisa em base
de dados de producao cientifica internacional tais como Web Science, Scopus e IEEE. O
processo utilizado para isto, baseou-se nas palavras chaves: Seguranca inerente, projeto
de DAV, CV, Analise e Gestao de riscos dinamicos relacionadas ao tema do projeto de

pesquisa.

31 REFERENCIAL BIBLOGRAFICO

Para estruturacdo deste trabalho foi adotada uma anélise e pesquisa sobre temas
fundamentais, como a gestao de riscos dindmicos, o sistema de assisténcia ventricular e a
seguranca inerente, 0s quais incorporam consisténcia ao desenvolvimento da pesquisa e
fundamentagéo para os resultados obtidos, os quais sdo abordados nos subitens a seguir.

3.1 Gestao de Riscos Dinamicos

Para analise e descri¢cdo dos principios de gestéo de risco a série de normas I1SO

31.000 indica os principios e guias e as principais ferramentas, através das normas:
+  31.000:2018 Gestao de risco - Principios e diretrizes.
+ 31.010:2012 Gestéao de risco - Técnicas de avaliacdo de risco.

A norma ISO 14971:2020 Dispositivos médicos, indica a aplicagdo de gestdo de
risco a dispositivos médicos, trata de aplicac@o de gestéao de risco a produtos para a saude,
abordando diretrizes para identificar os perigos associados a estes, incluindo o teste in
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vitro de produtos para a saude, além de estimar e avaliar os riscos associados, controlar
esses riscos e monitorar a eficacia do controle, aplicados a todos os estagios do CV de um
produto para a saude.

O gestéo de riscos pode ser aplicada a projetos de DAV para o aprimoramento
da confiabilidade e robustez, empregando uma analise de riscos que incorpora em suas
recomendacdes os principios de seguranca inerente. As amostras dos modelos testados
apresentam conceitos de segurancga inerente, como minimizagéo e simplificacéo, agregando
as amostras a eliminagéo das causas inicialmente identificadas (DIAS; DIAS; FILHO, 2022).

3.2 Sistema de Assisténcia Ventricular — SAV

Um SAV, é uma bomba centrifuga concebida para trabalhar em paralelo com o
coragdo para a manutencdo da circulacdo sanguinea. Um DSCM define as bombas de
sangue utilizadas para auxiliar ou substituir os ventriculos esquerdo, ou direito ou ambos,
e sdo conhecidos como DAVE, DAVD, ou Dispositivo Biventriculares (DBV) ou Coragéo
Artificial Total (CAT), sendo que SAV, também pode ser empregado (DENG; NAKA, 2007).
Um SAV pode ser considerado como um sistema mecatrénico, pois esta relacionado e
composto por vérias disciplinas envolvendo as areas de engenharia mecanica, elétrica,
controle, computacdo e materiais (BOUKAS; AL-SUNNI, 2012). O SAV para este projeto de
pesquisa foi dividido em cinco subsistemas: a bomba, o motor, o controlador, as baterias
e o driveline. A bomba é constituida por dez partes: estrutura superior, berco do mancal
superior, rotor, eixo do mancal inferior, mancal inferior, estrutura inferior, ajuste de pressao
de contato, canula de saida, e canula de entrada, conforme Figura 1.

As bombas de sangue, da primeira geracao de DAYV, inicialmente, aprovados pela
Food and Drugs Administration (FDA) como Ponte para Transplante (PPT) e Terapia de
Destino — TDD, respectivamente, em 2001 e 2003 foi a bomba elétrica pulsatil HeartMate
XVE (Thoratec). Esta bomba de sangue fabricada em Titanio, com peso aproximado de
1.150 gramas, tinha a capacidade de manter um fluxo de até 10L/min, operando com o limite
120 batidas por minuto, e, um fluxo de ejecao méaximo de 83 mL (JAMES; O’CONNELL,
2014).

3.3 Seguranca Inerente

Esta pesquisa, apresenta uma interpretagéo dos principios de seguranca inerente
aplicados a dispositivos mecatronicos, diferentemente, das linhas de pesquisa de Kletz
e Amyotte (2010) que eram voltados para processos petroquimicos e nucleares. Esta
abordagem condiz com o contexto de aplicacdo de Seguranca Inerente utilizados na
norma IEC 61508:2010. Os principios de seguranca inerente foram aplicados ao projeto de
DAV e amostras de DAV utilizadas em testes de bancadas para a definicdo de um indice
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de melhoria de confiabilidade e critério de aceitabilidade, mensurando o incremento de
seguranca inerente nas amostras avaliadas e, apresentando a melhoria de confiabilidade
na evolucéo dos modelos do projeto de DAV (DIAS et al., 2021).

Segundo Stilli et al., (2017) os principios de seguranca inerente poderiam ser
aplciados a robds colaborativos. Uma aplicagéo dos principios de seguranca inerente em
projetos de robds colaborativos, que dividem ambientes de trabalho com trabalhadores
humanos, foi utilizada na criagdo de um algoritmo para detec¢éo de coliséo, entre humanos
e robds, usando como parametros o tempo de resposta na deteccéo de colisdes. Assim,
com tecnologia embarcada, foi possivel gerenciar as colisbes com resultados mais
efetivos nas velocidades lineares mais altas (STILLI et al., 2017). Assim o nivel 1 indica a
permissdo para um ajuste continuo de rigidez. O nivel 2 suporta forgcas consideraveis de
até 2 Newtons de carga de ponta, sem deformar ou colapsar significativamente. O nivel 3
atua como um sensor distribuido e é intrinsecamente capaz de detectar colisdes. O nivel
4 é dimensionavel de acordo coom o tamano do manipulador e com as especificacbes de
aplicacé@o necessarias.

Alguns sistemas automatizados, seja em modo manual ou automatico, onde muitos
dispositivos ou subsistemas diferentes devem trabalhar com sucesso para alcancar a
funcionalidade desejada sao sistemas complexos. Sustentar o desempenho de sistemas
automatizados requer um conjunto de muitas habilidades diferentes e planejadas, para se
ter a certeza de que o sistema trabalhe como desejado, quando requerido. Os principios de
seguranca inerente e de gestao de risco necessitam integrar-se aos requisitos do projeto
para assegurar a confiabilidade pretendida do produto para que sua operacgéo proporcione
a qualidade de vida pretendida. Nesta pesquisa, buscou-se uma adequacgédo dos quatro
principios de seguranga inerente a automacgdo, que sdo: minimizagéo, substituicdo,
moderacgédo e simplificacdo. A primeira reduz o volume de conceitos desnecessarios para
reduzir as falhas no sistema. A segunda substitui as caracteristicas de automagéo por
opcodes para a reducado de falhas. Na terceira, a moderagdo no uso das caracteristicas
da automacéo buscam a facilitagdo da operagéo por aquelas de menor risco. E por fim, a
quarta, especifica mudancgas na automacgédo para simplificar requisitos desnecessarios de
complexidade (SUMMERS, 2018).

41 RESULTADOS

Aidentificacdo dos perigos, € uma atividade multidisciplinar exaustiva, onde o grupo
busca identificar e relacionar todos os perigos dentro do contexto do DAV. O termo “perigo”
¢é definido como a fonte com potencial de causar danos (ISO/IEC 61508, 2009; ISO 31000,
2019; ISO 45001, 2019; ISO 14971, 2009; MODARRES; KAMINSKIY; KRIVTSOV, 2017;
AVEN, 2015).

Existem pelo menos 31 ferramentas definidas na ISO 31010: 2012 — Ferramentas
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para Analise de Riscos, que podem ser utilizadas para a identificagcéo de perigos e analise de
riscos, conforme o detalhamento do projeto e informacgdes disponiveis. Apds a identificacao
dos perigos, as causas e efeitos dos riscos sdo analisados com o auxilio da “Matriz de
Riscos”, que foi elaborada especificamente para este projeto. Os riscos, por definicdo, sdo
o produto das frequéncias pelas severidades de cada efeito produzido pelo perigo (ISO/
IEC 61508, 2009; ISO 31000, 2019; ISO 45001, 2019; ISO 14971, 2009; MODARRES;
KAMINSKIY; KRIVTSOV, 2017;AVEN, 2015).

A andlise de riscos (AR) do produto ou processo seguira o uso de formularios e
procedimentos adequados para a sua sistematizagédo, conforme a atividade e informacoes
disponiveis. As principais ferramentas e metodologias a serem utilizadas, nesta atividade,
serao:

*  Matriz de Riscos

+  Andlise de Modo de Falhas e Efeitos (AMFE)
«  Analise de Arvore de Falhas (AAF)

+  Analise de Arvore de Eventos (AAE)

*  Andlise de Bow Tie

Apbs a elaboracdo das recomendacoes, representadas pela sigla “Re” deve ser
feita de modo sistematico e detalhado e ndo de forma geral, conforme Figura 1, onde
os indices “Mp” (Matéria-prima), “Mo” (Mado de Obra), “Ma” (Meio Ambiente); “Mq”
(Maquina), “Md” (Medida), e “Mt” (Material), dos da Analise do diagrama de Causa e Efeito
ou Ishikawa. Cada causa, representa pela sigla “Ca” com os indices analogos, tera as
suas recomendacgdes. Deste modo, se estabelece o planejamento das agdes com todas
as recomendacgdes obtidas, que irdo contribuir para o gestéo de riscos relacionados aos
projetos de DAV. Existe uma maior efetividade e eficacia na redug¢ado da probabilidade da
ocorréncia do evento topo (ET), o que favorece o acompanhamento, posteriormente, por
indicadores especificos.
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Recomendacdes de Prevencdo
ou Mitigacdo

Causas obtidas do Diagrama de
Causa e Efeito

Rede Bayesiana —

Eventos topo ou Perigo ou Fonte

com potencial de causar danos

Figura 1 — Representacéo da atuagéo das Recomendacbes sobre cada Grupo de Causas

Fonte: Elaborado pelos autores (DIAS; DIAS, 2021)

As causas de falhas sé&o identificadas utilizando uma das trinta e uma ferramentas
de analise de riscos, citadas na NBR ISO/IEC 31010 - Gestéo de riscos - Técnicas para o
processo de avaliagdo de riscos, “Analise de Causa e Efeito”.

As causas sao identificadas dentro do grupo, como mencionado anteriormente
(método, medida, maquina, meio ambiente, mao de obra e matéria prima). Assim, as
recomendacdes sdo para cada causa especifica.

Por exemplo, para as causas relacionadas a mao de obra, geralmente, as acbes
estdo relacionadas a treinamentos especificos, qualificacdes adequadas as atividades
desenvolvidas e relacionadas com o processo, conscientizagdo, supervisdo de atividades,
entrevistas, auditorias comportamentais, monitoramento através de sistemasinformatizados,
cameras e localizadores georreferenciados.

A elaboragé@o das recomendacgdes, dentro do processo de analise de riscos, deve
ser realizada por equipe multidisciplinar com conhecimento do processo ou produto
analisado. Deste modo, seguindo o método de recomendagdes por grupo de causas de
falhas, € possivel uma maior efetividade das recomendagbes e assertividade das agbes
a serem tomadas. Entendendo-se que se este processo e produto estdo inseridos em um
sistema de gestéo certificavel, ainda, € possivel se implantar indicadores que permitam o
acompanhamento da efetividade das recomendac¢bes implantadas.

Deste modo, as frequéncias e as severidades dos efeitos relacionados, aqui
representados pela sigla "E”, tendem a reduzir, até niveis considerados riscos residuais
ou aceitaveis, onde a probabilidade de ocorréncia de um efeito € muito baixa, tornando o
tempo médio entre falhas, dentro de uma regido aceitavel. As recomendacdes de mitigacao
se referem aquelas utilizadas para eliminar, minimizar, neutralizar as causas de falha. Com
as recomendacgdes sobre as causas de falha, consequentemente, o ET tem uma reducéo
eficaz do potencial de causar danos, desde que 100% do planejamento de implementacao
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das recomendacdes tenha sido cumprido.

Recomendacdes de Prevencao
ou Mitigacao

Causas obtidas do Diagrama de
Causa e Efeito

Eventos topo ou Perigo ou Fonte

com potencial de causar danos

Riscos (FxS) definidos ou
Calculados para cada Efeito

Efeitos gerados pelo
Evento Topo

Figura 2 — Geestao de Riscos em DAV

Fonte: Elaborado pelos autores (DIAS; DIAS, 2021)

Estes aspectos podem ser observados na influéncia do controle sobre os riscos,
indicados na Figura 2. Aqui os riscos sé@o o produto das frequéncias pelas severidades,
e estdo divididos em catastroficos, criticos, moderados e leves, respectivamente da
o Ri
danos reduzidos, as frequéncias e severidades dos efeitos gerados pelo ET, e que estéo

esquerda para a direita, Ri_,, Ri Ri . Como o ET tem o seu potencial de causar

Mo?
divididos em catastroficos, criticos, moderados e leves, respectivamente da esquerda para
car Eon E
O gestao de riscos dinamicos € o conjunto das agdes de planejamento e execucao

a direita, E E,, s@o proporcionalmente reduzidos.

Cr’ —Mo’

de medidas preventivas e mitigagdo das causas, em tempo real, que estabelecem controle
sobre a fonte com potencial de causar danos (DIAS et al.,, 2020b). Deste modo, sera
aplicada a légica de que os efeitos séao reduzidos, em funcéo da reducao das frequéncias
e/ou severidades, de cada efeito gerado.

Conforme a analise de riscos fornece informagdes necessarias para as acdes de
prevencao e mitigacdo, as informacgdes para a gestdo dos riscos sao atualizadas. Portanto,
0 uso da analise de riscos dindmicos, conforme apresentado em outro item, a partir do
monitoramento das principais causas de falhas, atualiza as informacdes para gestéo de
riscos em tempo real .

Deste modo, o gestdo de risco quando, também, atualiza, no tempo, as agdes
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para prevenir e mitigar os riscos, assume a condicdo dinamica. Com isto, a estruturagédo
do gestao de riscos dindmicos permite ao gestor do processo, a tomada de decisbes em
tempo suficiente para ter uma alta eficiéncia nos resultados da gestéo dos riscos (KHAN et
al., 2016b; LARRIVA-NOVO et al., 2020; YAN; LEE, 2020).

Os riscos em um sistema complexo s&o variantes no tempo, porque séao influenciados
pelas variaveis de cada sistema interrelacionado (HU et al., 2011). Assim, para que o
gestao de riscos seja efetivo é preciso prever agdes de reducao, eliminagédo, neutralizagéo
que acompanhem estas mudangas durante o CV do projeto contemplando as variagdes no
tempo. Entéo, o gestéo de riscos dindmicos € uma proposta que pode assegurar agdes que
sejam efetivas para os fatores que influenciam a discricao dos riscos, conforme Figura 3.

Desta forma, as recomendagdes de prevencédo ou mitigagdo, quando representam
o instante t, estdo indicando as recomendag¢des necessarias e suficientes para as
causas identificadas no neste instante t, quadrado pontilhado do lado esquerdo. No
entanto, acompanhando o monitoramento de indicadores de riscos, as mudancas das
recomendacdes de preveng¢ao ou mitigacdo, no instante t+17, quadrado pontilhado a direita,
acompanham as alteracdes provocadas pelos riscos dindmicos e, consequentemente,
seus efeitos catastroficos, criticos, moderados ou leves, E_ , E_, E
base da Figura 3 (DIAS et al., 2020b)

Os arcos pontilhados indicam os elementos que variam no tempo, neste gestdo

E , representados na

Ca’ —Cr’ —Mo’

de riscos dindmico, assegurando e aumentando a eficiéncia da gestéao, além, é claro, do

aprimoramento da confiabilidade do DAV continuamente.

Recomendacdes de Prevencdo
ou Mitigacdo

Causas obtidas do Diagrama de
Causa e Efeito

Eventos topo ou Perigo ou Fonte
com potencial de causar danos

Riscos (FxS) definidos ou
Calculados para cada Efeito

Efeitos gerados pelo
Evento Topo

Figura 3 — Gestéo de Riscos Dindmicos de DAV
Fonte: Elaborado pelos autores (DIAS; DIAS, 2021)
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CONCLUSAO

Dos eventos adversos, relacionados ao SAV implantado em um paciente, o MF do
DAV, é o principal agente motivador que norteou o desenvolvimento desta pesquisa, e
este estd associado as falhas dos seus subsistemas ou componentes. Neste contexto, a
elaboragéo de um novo método capaz de intervir na confiabilidade e critério de validacao de
um projeto de SAV classificado como sistema critico capaz de colocar em risco um paciente
implantado, torna-se essencial. A atividade de “Analise de Riscos”, do método proposto,
mostrou-se bastante abrangente, com a aplicacéo de ferramentas como APP, diagrama de
causa e efeito, AAF, AAE, andlise de Bow Tie e Redes Bayesianas que permitem analises
qualitativas e quantitativas.

A AAF permite estabelecer quais os subsistemas e componentes relacionados a
falha do ET. A composi¢do do calculo para o aprimoramento da confiabilidade permite
que as causas basicas ou imeditas possam ser estabelecidas na definicdo dos portais
“E” e “OU”. Com isto, & possivel, assumir valores de falhas para os subsistemas do SAV
que contribuiam com a frequéncia de falha do ET. Portanto, o gestdo de riscos sobre o
projeto de SAV assegura uma evolugédo continuada do projeto para que os valores da
probabilidade de riscos possam atingir valores cada vez mais proximos de zero. A melhoria
da confiabilidade e de riscos das amostras do projeto de DAV poderéo ser observadas na
evolugdo das mesmas, quando para cada falha real ou potencial, permitir a readequacao e
revisdo de projetos incrementando o conceito de Seguranga Inerente.
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CAPITULO 5

O USO DO ACIDO HIALURONICO NA
HARMONIZACAO E REJUVENECIMENTO FACIAL:
UMA REVISAO LITERARIA

Maria Eduarda Gongalves

Thauany Domingues Gongalves

RESUMO: O presente artigo aborda o uso
do &cido hialurénico para a harmonizagao
facial com o objetivo de revisar a literatura
acerca da utlizagdo do AH injetavel
também pelos profissionais da saude
habilitados como recurso de tratamento
na harmonizagcdo facial, reforcando
as indicacbes e o0s possiveis efeitos
colaterais. Buscou-se responder quais
os procedimentos adequados para a
harmonizagéo facial com o uso do AH, além
das suas vantagens e limitagdes. Utilizou-se
o0 método da revisdo integrativa da literatura,
com abordagem qualitativa, objetivando
responder a pergunta norteadora deste
estudo. A busca crescente por intervencoes
estéticas levou a uma ampla variedade
de preenchimentos, o que acabou por
também possibilitar o crescimento das
alternativas para este fim. Contudo, deve-
se considerar a existéncia de aspectos que
um preenchedor facial precisa ter: ndo ser
infeccioso, nédo pirogénico, biocompativel,
de aplicacdao simplificada, ndo migratério,

Data de aceite: 03/07/2023

gerar o menor desconforto e dor no decorrer
e/ou apds o procedimento, possuir longa
duracgéo, aparéncia natural t&o logo ocorra o
procedimento e custo acessivel. Conclui-se
que o preenchimento é um procedimento,
na maior parte dos casos, indolor dado
que o paciente & submetido a analgesia
local e em curto intervalo de tempo pode
retomar suas atividades rotineiras exibindo
somente inchago e vermelhidao na regiéo
da aplicagdo que desvanece de forma
natural. Apesar de existir podem existir
intercorréncias também, mas que, de um
modo geral, o preenchimento com AH é
considerado seguro quando bem executado
e quando uma boa anamnese é realizada.
PALAVRAS-CHAVE: Acido Hialurénico;
Harmonizacéo Facial; Indicaces; Efeitos
Adversos.

THE USE OF HYALURONIC ACID
IN FACIAL HARMONIZATION AND
REJUVENATION: A LITERARY
REVIEW

ABSTRACT: This article discusses the use
of hyaluronic acid for facial harmonization
with the aim of reviewing the literature
on the use of injectable HA also by health
professionals qualified as a treatment
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resource for facial harmonization, reinforcing the indications and possible side effects. We
sought to answer which are the appropriate procedures for facial harmonization with the use
of HA, in addition to its advantages and limitations. The integrative literature review method
was used, with a qualitative approach, aiming to answer the guiding question of this study.
The growing search for aesthetic interventions led to a wide variety of fillings, which ended
up also enabling the growth of alternatives for this purpose. However, one must consider
the existence of aspects that a facial filler needs to have: non-infectious, non-pyrogenic,
biocompatible, simplified to apply, non-migratory, generate the least discomfort and pain
during and/or after the procedure, have a long period of time. duration, natural appearance
as soon as the procedure takes place, and affordable cost. It is concluded that filling is a
procedure, in most cases, painless as the patient is subjected to local analgesia and in a short
time can resume their routine activities, showing only swelling and redness in the region of
application that fades in a way Natural. Although there may be complications as well, but, in
general, filling with AH is considered safe when well executed and when a good anamnesis
is performed.

KEYWORDS: Hyaluronic acid; Facial Harmonization; Indications; Adverse effects.

11 INTRODUGAO

Nos ultimos anos a sociedade tem sido marcada por diferentes culturas ao redor
do mundo que vem privilegiando a valorizagéo do corpo, da estética e, dentre elas uma
preocupacao evidente com a beleza facial (MORAES, BONAMI; ROMUALDO, 2017).

De acordo com dados da Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica (International
Society of Aesthetic Plastic Surgery, ISAPS), em 2019, o preenchimento com o uso do
o Acido Hialurénico (AH) foi considerado o segundo procedimento ndo cir(rgico mais
prevalente no mundo, estando o Brasil em segundo lugar neste ranking mundial suficiente
(LIMA; SOARES, 2020).

Mais do que uma tendéncia de padronizagéo do belo, todavia, observa-se que os
esforcos tém se concentrado no enfrentamento ao processo de envelhecimento, que ocorre
de modo natural (REQUENA et al., 2011).

Diante do aumento da expectativa de vida, cresce também a busca por intervencées
estéticas que abranjam ou mesmo que consigam eliminar os sinais de idade indesejaveis
na face decorrentes do processo de envelhecimento da pele, especialmente. Tamura (2013)
refor¢a que, sabidamente a pele, o maior érgdo do corpo humano, determina os limites com
0 meio externo, respondendo por diversas fungdes tais como: regulagéo térmica, defesa
orgénica contra microrganismos, controle do fluxo sanguineo e fun¢des sensoriais, como
temperatura, pressao, dor e tato. Assim, a pele alcanca o status de 6rgéo vital (Referéncia
ao final também).

Segundo Tamura (2013), o proposito é que as modificagbes sejam feitas de forma
planejada, bem administrada, suave e equilibrada para que se possa atender aos anseios

do paciente na redug¢do dos sinais de envelhecimento. Neste contexto, o autor assinala
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que os profissionais da saude habilitados, mediante especializa¢des, tém autorizacao para
atuar nessa éarea, dado que se trata de um tratamento multidisciplinar.

Profissionais da saude e estética da pele buscam identificar e fazer uso de substancias
que possam melhorar o aspecto da face. Inicialmente, ocorriam com substancias com a
presenca de pigmentos de origem vegetal e animal, cujas aplicagbes eram tdpicas em
individuos que buscavam melhorar sua aparéncia (VAN DYKE et al., 2010).

As modificagdes na estrutura da face muitas vezes ocorrem em razédo do
envelhecimento natural, mas podem ser retardadas ou tratadas com o uso do AH, foco deste
artigo, que é um polissacarideo que conta com expressivo peso molecular, assegurado,
principalmente, por fibroblastos e outras células tipicas do tecido conjuntivo. Este Gltimo
tem a sua distribuicdo dada pela totalidade do corpo e, com aumento da idade, sofre com
a degradacéo e reducgédo da sintese do AH (COSTA, 2013).

Assim, o presente artigo assume o objetivo de revisar a literatura acerca da
utilizacado do AH injetavel também pelos profissionais da satde habilitados como recurso
de tratamento na harmonizagéo facial, reforcando as indicagbes e os possiveis efeitos
colaterais.

21 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estética Facial

Mesmo que se tenhaa mesma estrutura essencial da pele em todos os seres humanos,
existem diferencas significativas na arquitetura epidérmica da face entre diferentes géneros
e etnias. Tais distingbes sé@o evidentes sob a forma de diferenciacdo no tamanho e numero
de poros, no teor de agua e na elasticidade. A concepcao da atratividade facial é especifica
na visao da sociedade, de modo diferente dos constituintes da beleza, que passam por
mutabilidade com o tempo, 0 modismo e as tendéncias culturais (REQUENA et al., 2011).

O grau de envelhecimento da pele é dado a partir de fatores genéticos e fatores
externos, sendo um sistema complexo de fatores intrinsecos ou cronolédgicos e extrinsecos,
sofrendo influéncias da modificagdo do material genético, exposi¢do solar, tabagismo,
alcoolismo, alimentacéo e estresse. Baseando-se nessas interacoes, observa-se elastose
solar, presenca de colageno desorganizado e com niveis menores, reducdo de fibroblastos
e degeneragéo da epiderme (MORAES, BONAMI; ROMUALDO, 2017).

As manifestagdes clinicas das referidas ocorréncias podem ser vistas como sulcos
profundos na pele, rugas, fendbmenos que envolvem a estética facial e estimulam a busca
por procedimentos que possam manter ou recuperar a aparéncia jovial (TAMURA, 2013).
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2.2 Técnicas utilizadas na harmonizacao orofacial

Um conjunto de técnicas de procedimentos injetaveis vem sendo desenvolvido ao
longo dos anos, possibilitando uma abordagem individualizada de modo a alcangar um
resultado clinico satisfatério (MONTEIRO, 2010).

No entanto, a agulha ou canula mais indicada no procedimento de preenchimento
com um dado produto injetavel ou técnica de inje¢cdo escolhida pode mudar, dependendo
da area a ser tratada. O uso de canulas de ponta romba pode reduzir o sangramento, os
hematomas e a dor ao diminuir o trauma intratecidual e a quantidade de perfuracdes em
comparacao a técnica com agulhas (MORAES, BONAMI; ROMUALDO, 2017).

Para reduzir o desconforto associado ao uso de preenchimentos injetaveis indica-
se 0 menor diametro de agulhas ou canulas em uso. Porém, o didmetro do limen é uma
variavel que precisa ser selecionada também, de acordo com o tamanho de particula e/ou
viscosidade do material de preenchimento.

Os materiais de uso para realizacdo de preenchimento orofacial tém diferentes
aplicagdes no ambiente oral e extra oral. O seu uso se d4 buscando o aumento do volume
interdental, e, por conseguinte, reduzindo os black spaces para diminuir linhas de expresséo,
principalmente ao redor dos labios e harmonizar a face em seu todo. Contudo, a evidéncia
de contornos faciais também revela potencial para produzir beleza a face (FERREIRA;
CAPOBIANCO, 2016).

As agulhas e céanulas s&o dispositivos principais no desenvolvimento de
preenchimento, e cada uma apresenta vantagens e desvantagens de acordo com a area
a ser tratada, as profundidades de injecdo especificas e as técnicas a serem utilizadas.
Nesse limiar as agulhas sdo comumente usadas para preparagdes injetaveis focais/pontos,
ja as céanulas permite uma distribuicdo horizontal do material de preenchimento sobre
superficies maiores (BERNARDES et al., 2018).

2.3 O acido hialurénico e sua aplicabilidade

Os esforgos por encontrar materiais seguros, resistentes, que oferecam resultados
previsiveis e duradouros sdo constantes. Os preenchedores de AH sdo, atualmente,
0os mais utilizados, em razdo da propria simplicidade e facilidade na aplicacdo, além da
alta eficacia ja demonstrada, o desejavel perfil de seguranca e rapida recuperacdo dos
pacientes (FERREIRA; CAPOBIANCO, 2016).

Um preenchedor facial precisa contar com critérios tais como: ndo ser infeccioso, néo
ser pirogénico, ser biocompativel, simples de injetar, ndo ser migratério, provocar o menor
desconforto possivel e dor ao longo e/ou depois do procedimento, com longa duragéo,
aparéncia natural depois do procedimento e custo acessivel. Tratam-se de atributos que
os preenchedores dérmicos precisam possuir e que sdo muito bem respondidos pelo AH, o
que o faz ser um produto amplamente aceito no mundo para realizagdo do preenchimento
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cuténeo temporario (CROCCO et al., 2012).

O proposito de encontrar o material para preencher considerado ideal para os
tecidos moles da face é um objetivo que ja dura longos anos como citam Bertucci e Lynde
(2015). Os profissionais da saude habilitados vem construindo a trajetéria histérica do
uso das mais variadas substancias com o objetivo de desenvolver, manter e melhorar a
estética facial jovial do paciente. No entanto, ainda nao foi definido em consenso qual
preenchedor ideal, mas, o AH é frequentemente apontado na literatura técnico-cientifica
como material que apresenta as propriedades mais indicadas e prdéximas as caracteristicas
de um preenchedor 6timo (CROCCO et al., 2012).

A singularidade imprescindivel dos preenchimentos de AH ao longo e depois da
injecdo tem a sua definicdo dada pelo contetdo da referida substancia reticulada e pelo
método de ligagdo cruzada, ou seja, a tecnologia de bioengenharia de uso. Os reflexos da
ligagcdo cruzada contemplam a aptidao do aumento de retencéo de agua; o tempo de efeito
prolongado em razdo da redugdo do processo de degradacgdo, influéncia na elasticidade
e viscosidade do material, que cresce em conformidade com o nivel de ligagéo cruzada
que for utilizado, de acordo também com a tecnologia de reticulacdo (BERNARDES et al.,
2018).

Bertucci e Lynde (2015) destacam que o emprego do AH acaba por proporcionar
uma celeridade maior na cicatrizagdo de feridas dando uma maior proliferagéo celular
tornando mais facil a infiltracdo de gldébulos brancos em companhia da hidratacdo dos
referidos tecidos. Tem-se preenchimentos de AH com viscosidades distintas que podem
servir para o preenchimento de linhas finas, rugas superficiais até aquelas mais profundas.

Em sintese, os agentes de preenchimento facial podem ser classificados em
conformidade com suas densidades e aplica¢des distintas, os materiais que ndo contam
com a técnica cross-linking em sua composi¢ao tem a sua indicagéo dada para a hidratagéo
da derme.

Os materiais que contam com essa técnica tem indicacao de aplicagao intradérmica
superficial e como finalidade para tratamento de rugas finas superficiais, os que contam
com viscosidade moderada tem indicacdo de aplicagédo intradérmica e com o proposito
para tratamento de rugas médias e sulcos (CROCCO et al., 2012).

Os materiais que apresentam viscosidade média e alta tem indicacéo para aplicacao
intradérmica também e como finalidade para tratamento de sulcos moderados, os
materiais que apresentam viscosidade elevada tem indicagdo para aplicagdo subdérmica
ou supraperiostal e com objetivo para tratamento das perdas de volume advindos das
modificagdes das estruturas profundas (osso, musculo e gordura) em relagéo as linhas,
rugas e sulcos superficiais (MONTEIRO, 2010).
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2.4 Uso do acido hialuronico na estética facial

Diante do crescimento expressivo da demanda por procedimentos estéticos que
teve inicio na década de 70, os esforgos cientificos e comerciais na produgao de colageno
levaram a uma formulacdo inicialmente feita com coldgeno bovino com a possibilidade de
ser disposta em uma seringa e aplicada em um determinado paciente como proposta de
tratamento para sulcos, rugas e linhas de expressao (MORAES, BONAMI; ROMUALDO,
2017).

O cunho temporéario do implante com coladgeno bovino e também a exigéncia
de um duplo teste cutaneo anterior ao seu uso acabaram por conduzir a uma pesquisa
continuada na busca de um produto que apresentasse propriedades proximas do que fosse
entendido como um implante cutaneo 6timo. Dentre a ampla variedade de substancias que
continuaram seguindo a maior parte das propriedades exigidas, os hilanos de origem do AH
mostraram- se como substancias de preenchimento que adequam melhor as caracteristicas
esperadas para este fim (REQUENA et al., 2011).

O AH é uma nomenclatura que se refere ao hialurénico, abreviado: “HA & um
liquido limpido, viscoso e um componente natural da pele, dos o0ssos, cartilagens e tecido
conjuntivo. Trata-se de um glicosaminoglicano, cuja composi¢do € de N-acetilglucosamina
e moléculas de éacido glucurdnico, produzido na superficie celular pelas sintases de HA.
Sua destruicdo enzimaticamente ocorre pelas hialuronidases (MONTEIRO, 2010).

As caracteristicas da face no processo de envelhecimento tém como maior destaque
a expressiva reducdo do volume subcutaneo que esta diretamente ligado ao avango dos
anos. Sob a perspectiva clinica, essa diminui¢ao faz com que sejam encontrados sinais que
a maior parte dos clinicos veem quando se deparam com um paciente insatisfeito com a
face com sinais de envelhecimento. O teor de AH da pele reduz com o tempo, em razéo dos
variados efeitos fisiologicos e ambientais, entre eles, o processo de envelhecimento natural
da pele associado a exposi¢éo aos raios UV (ALMEIDA et al., 2017).

A pele revela-se menos elastica, o que acaba apresentando o surgimento de linhas
finas e rugas como consequéncia desta condicéo. Os referidos preenchimentos vem sendo
a alternativa de sucesso desde 1996 para corregéo dessas manifestagcdes cutaneas. O AH
tem uso em preenchimentos, tem origem em bactérias produzidas pela fermentagéo néao
patogénica ou de origem aviaria, das cristas de galo. Em ambos os casos, a esterilizacao
total & essencial para que se evite efeitos secundéarios ndo desejados e complicacbes
(RICS, 2017).

Na pele, o AH desempenha um papel de protecdo, estabilizacdo e absorg¢édo de
impacto. A quantidade total estimada de AH na pele humana foi relatada como sendo de 5
g, aproximadamente a terceira parte do volume total de AH que se aponta como o que esta
presente na totalidade do corpo humano As concentracées mais elevadas de AH estdo nos
tecidos conjuntivos moles (corddao umbilical, liquido sinovial, pele) e as menores estdo no
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soro sanguineo (MAIA; SALVI, 2018).

De fato, o envelhecimento é compreendido como desdobramento da imperfei¢cao
evolucionaria em que a pele humana sofre o processo do envelhecimento de acordo com
os anos passados. O AH conta com propriedades fisico quimicas e biologicas especificas
como proliferagdo celular implicando nas propriedades de cicatrizacdo (ALMEIDA;
SAMPAIO, 2016).

As aplicacbes médicas, mais do que abarcar o preenchimento dérmico em
dermatologia cosmética na prevencao de cicatriz, reparacdo de lesdes/feridas, auxiliam
no tratamento do processo inflamatério em segmentos tais como ortopedia e oftalmologia
(RIOS, 2017).

Nos ultimos 10 anos, o AH na forma de gel injetavel é visto como tratamento
padrdo ouro na proposta de intervencéo estética que busca a reparagao de rugas, melhora
de contorno facial e reposi¢cdo de volume facial. Seu uso no preenchimento dos sulcos
nasojugais (olheiras), sulcos nasogenianos (“bigode chinés”), rugas glabelares e rugas
finas (ALMEIDA; SAMPAIO, 2016).

2.5 Beneficios e cuidados no uso do acido hialurénico

Os preenchimentos absorviveis alcangaram um patamar popular em razao das suas
menores taxas de complicagbes posterior ao tratamento e, assim, melhor tolerancia- No
entanto, os preenchimentos necessitam de nova intercessao em um periodo que varia de 4
a 12 meses, de acordo com a substancia utilizada, o que acaba sendo uma desvantagem
para os pacientes que tém tratamentos de maior tempo de duracdo (SCARDOVI et al.,
2017).

Segundo Papazian et al., (2018), a referida reacéo inflamatéria gera edema, eritema,
calor e dor no local de aplicagédo. Os efeitos colaterais sé@o classificados como os de inicio
instantaneo e tardio, sendo associados, em grande parte, aos diversos fatores, tais como, o
produto aplicado, o instrumento de infiltragcdo de uso, a técnica de aplicacéo, e também, as
condi¢cbes de pré e instantaneamente pos tratamento a citar como exemplo, a desinfec¢éo
da regido na qual sera feita o preenchimento.

O AH nao tem sido recomendado para os individuos que sdo alérgicos a produtos
avicolas, incluindo frango, ovos, aves ou produtos de aves ou de penas como Walker
et al., (2020) reforcaram, apesar da sintese microbiana tem crescido. A propriedade de
maior importancia do AH refere a sua ampla capacidade de retengdo de agua (hidrofilica),
certificando a umidade, elasticidade e resiliéncia da pele. O beneficio chave do AH é que
algumas das associacOes indesejaveis ou nodulos que ele possa provocar podem ter
dissolugcado mediante injec@o de hialuronidase na &rea atingida, revelando-se como um dos
mais importantes beneficios de seguranca quando comparado aos demais preenchedores
injetaveis (ALMEIDA; SAMPAIO, 2016).
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N&o obstante, ja existe comprovacédo recente de que o AH conta com efeito de
regeneracao tecidual secundaria, em razao das suas propriedades hidréfilas, destacando

ainda, o estimulo da producéo de colageno a longo prazo.

31 METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma Revisé&o Integrativa da Literatura, com abordagem
qualitativa, objetivando responder ao objetivo delineado para este estudo buscando também
responder quais os procedimentos adequados para a harmonizacao facial com o uso do AH
quanto as suas vantagens e limitagoes.

O interesse pelo tema aqui exposto se deve ao uso do AH ser cada vez mais
frequente no setor da Estética, sendo usado como preenchedor facial, corrigindo rugas,
labios e reparando o volume facial.

A escolha dos dados foi realizada por meio de busca de artigos no banco de dados
da Biblioteca Virtual de Saude (BVS), na Medical Literature Analysis and Retrieval System
(MEDLINE), Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e
Scientific Electronic Library Online (SciELO).

Na busca de dados foram utilizados os descritores controlados combinados:
“hyaluronic acid” OR “HA” [Descritor de assunto] and ‘facial harmonization” OR “Cosmect’
OR “Esthetc” - AND indications and adverse effects.

As publicacdes foram selecionadas utilizando-se os filtros do sistema da BVS, tendo
como parametros de incluséo dos artigos: artigos que atendiam as variaveis de interesse
mantendo a ampliagcdo do conhecimento e o aprimoramento da técnica da harmonizacao
facial com AH, destacando a importancia de os profissionais da saude habilitados
investigarem, analisarem, decidirem a técnica e concentragdo do produto mais indicada a
cada paciente de acordo com as necessidades do paciente.

N&o foi estabelecido critério do delineamento de estudo, na lingua portuguesa ou
com traducéo disponivel para o portugués, texto integral disponivel gratuitamente, com
recorte temporal de 2010 a 2021; e, como fatores de excluséo: artigos que ndo atendiam
aos objetivos propostos pela pesquisa e artigos que abordaram grupos especificos de
pacientes, publicacbes fora do recorte temporal ou sem acesso na integra. Dessa forma,
0 processo de busca on-line resultou em 98 estudos, onde foram excluidos os estudos
duplicados. O numero de publicagbes encontradas, apos refinamento dos dados, foi de 12
artigos como disposto a seguir.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a amostra final desta reviséo integrativa sendo formado por 12 triados
obedecendo aos critérios previamente referidos. A busca realizada em biblioteca virtual em
saude (BVS) - Lilacs e Medline disposta no Quadro 1 com a sintese sobre os artigos de
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composicéo desta pesquisa e suas respectivas abordagens principais. Quanto ao ano de

publicacéo, destacam-se os anos de 2010 e 2015, com 50% das publica¢des e os outros

50% sao do intervalo de 2015 a 2020.

No que se refere a lingua/idioma dos estudos cientificos selecionados, observa-se a

predominancia de publicagdes em inglés representando 60% deles.

Cecilia Gendra.
Clinical study of the

AUTOR\TITULO BASE OBJETIVO CONSIDERACOES FINAIS

1 - Kendra Walker; National Center Discutir as Varios profissionais de saude

Brandon M. for Biotechnology | indicagbes e os usam AH incluindo biomédico

Basehore; Amandeep | Information, U.S. | Efeitos adversos | para melhorar a estética. O

Goyal; Pankaj National Library de AH injetados preenchimento de AH so6 pode ser

Bansal; Patrick M. of Medicine. para fins injetado mediante receita de um

Zito. Hyaluronic Acid | 2020. StatPearls | estéticos. profissional de salde licenciado

Publishing LLC. e exige adequada anamnese do

paciente, escolha da marca de
qualidade e seguranca, cuidados de
assepsia no pré, ao longo e nos pos
procedimento de preenchimento. O
AH oferece baixa resposta alérgica,
facilidade de injecao, recuperacao
rapida, reprodutibilidade e
resultados imediatos e raros efeitos
adversos.

2 - Silvio Scardovi, Estomatol; Revisar a Como o corpo reabsorve o acido

Andrea Goglian; 19(30): 78-91, dic | literatura acerca hialurénico gradualmente ao longo

Paula Gendra; 2017. dos efeitos do tempo, os resultados geralmente

colaterais das
injecdes de éacido

duram apenas 6 a 12 meses, relata
0 American Board of Cosmetic

randomized, double-
blind clinical study

to evaluate the
efficacy and safety of
a new monophasic
hyaluronic acid filler
with lidocaine 0.3% in
the correction of
nasolabial fold

efficacy, duration and hialurénico. Surgery (ABCS). Houve alguns
adverse effects of avangos no desenvolvimento
hyaluronic acid desses preenchimentos dérmicos
implants in the oral- e normalmente duram 12 meses
maxillofacial area. ou mais. As injecoes de hialurénico
tém poucos efeitos colaterais,
embora algumas pessoas possam
sentir dor e inchaco temporario
nas articulagdes apos a injecao.
Também existe um pequeno
risco de infeccao.
3 -Suh, J.H., et J Cosmet Relatar os Quando aplicado na pele o &cido
al., A multicenter, Dermatol, 2017. | cuidados no hialurénico & seguro se usado de

uso do AH para
o tratamento
proposto da
harmonizacao
facial.

maneira adequada. Raramente,
essas substancias podem causar
reacgOes alérgicas, infecgcdes e a
morte de células da pele. Outro
risco € que a técnica de injecéo
inadequada pode causar nao
apenas inchago e protuberancias,
mas também efeitos colaterais mais
sérios, como morte de células da
pele e embolia que leva a cegueira
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4 - Ponzo, M.G.,
A. Carruthers,

Dermatol Surg,
2017. 43(4): p.

Descrever os
resultados do uso

O &cido hialurénico é geralmente
seguro para todos os tipos de

and S. Humphrey, 605-608. do preenchimento | pele e normalmente nao causa
Corrective Hyaluronic com AH na reacoes adversas quando aplicado
Acid Fillers and harmonizacao topicamente. Quando os pacientes
Combination facial. reclamam de erupgdes cutaneas ou
Cosmetic Treatments outros problemas relacionados a
for Facial Cutaneous produtos contendo acido hialurénico,
Defects Due to geralmente € o resultado de um
Autoimmune problema com outro ingrediente,
Connective Tissue como um dos conservantes.
Diseases: A
Retrospective
Review.
5 - Wollina, U. and A. | Wien Med Relatar os O &cido hialurénico também é
Goldman, Botulinum | Wochenschr, efeitos do uso do | encontrado em um grande nimero
toxin A and/or soft 2017. 167 (3-4): preenchimento de enchimentos injetaveis e, embora
tissue fillers for facial | p. 92-95. com AH na o ingrediente em si seja seguro, 0
rehabilitation. prevencao e procedimento pode ser arriscado e
tratamento de deve ser realizado por um médico
harmonizacao certificado.
facial.
6 - Natalia Barbosa Portal De Revisar e Bioestimuladores de colageno
de Lima; Marilia de Revistas Da discutir o uso de sdo excelentes materiais com
Lima Soares. Uso Usp. Pesquisa bioestimuladores | a capacidade de prevenir ou
de bioestimuladores | Clinica e de colageno reverter os efeitos do processo
de colageno na Laboratorial. usados na de envelhecimento facial. Porém,
harmonizagéao 2020. jan. Sao harmonizagao ainda ndo existe um bioestimulador
orofacial. Paulo. V.1; p.116- | orofacial em dérmico perfeito, pois todos podem
128. busca do estar associados a efeitos adversos,
rejuvenescimento | e o profissional deve saber escolher
facial. o produto ideal para o tratamento de
cada paciente.
7 - Jeong, K.H., J Cosmet Laser Compreender A compreenséao do processo de
et al., Efficacy Ther,2018. 37(1): | as indicagdes envelhecimento da face e as
and durability of p. 25-31. para o AH na inter- relaces anatémicas na face
hyaluronic acid harmonizacao influenciaram dramaticamente
fillers for malar facial e os 0 uso dos preenchimentos de

enhancement:

a prospective,
randomized,
spilt- face clinical
controlled trial.

cuidados para
evitar os efeitos
adversos.

acido hialurénico e a avaliacdo do
paciente. O resultado precisa de
uma execucao gradual do plano,
garantindo que todas as metas
sejam alcancadas com a melhor
alocacao de recursos.

8 - Marcelo Borges
de Castro; Guizelle
Aparecida de
Alcantara. Efeitos
adversos no uso do
acido hialurénico
injetavel em
preenchimentos
faciais.

Braz. J. Hea.
Rev., Curitiba, v.
3, n. 2, p.2995-
3005

Realizar uma
analise descritiva
e identificar os
efeitos adversos,
condutas
tomadas por
profissionais da
saude habilitados
estetas perante
as complicagoes
com o

Nas técnicas de preenchimentos
faciais, que fazem utilizacéo do
acido hialurénico como substancia
para correcao da perda de volume
facial, as principais intercorréncias
relatadas sdo: Alergia, granulomas,
perda de edema, dor, hematoma,
necrose e oclusao vascular.
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lima Elizabeth.
Freitas Maia;
Jeferson De Oliveira
Salvi. O uso do
acido hialurénico na
harmonizacéo facial:
uma breve revisao

Vol.23, n.2, pp.
135-139 (Jun

- Ago 2018)
Brazilian Journal
of Surgery and
Clinical Research
—BJSCR

Realizar uma
discussao

dos fatores
relacionados aos
efeitos da
utilizacéo do
preenchimento
com AH na
prevencao e
tratamento do
envelhecimento
facial

Preenchimentos dérmicos a base
de AH séo considerados o principal
meio de refor¢o da volumetria
facial devido a simplicidade de
utilizacéo, efeitos adversos limitados
e reversibilidade. As complicagcbes
decorrentes do seu uso sao
infrequentes, mas podem ocorrer
devido a reacgdes alérgicas,
habilidade do profissional executor
e contraindicagbes associadas a
patologias pré-existentes.

10 - Requena
L, Requena C,
Christensen L,
Zimmermann US,

Kutzner H, Cerroni L.

Adverse reactions to

JAm Acad
Dermatol 2011;
64:1-34.

Revisar os
principais
preenchedores
usados
atualmente no
mercado mundial,

Uma ampla variedade de
preenchimentos cosméticos esta
atualmente disponivel em todo

o mundo. O preenchedor ideal
ainda nao existe, porque todos
eles podem causar reacoes. Esses

injectable soft tissue e descreve efeitos secundéarios sdo menos
fillers. suas principais graves apos injegao com produtos
possiveis rapidamente biodegradaveis, em
complicacdes que a maioria vai desaparecer
clinicas. espontaneamente dentro de
poucos meses. Infelizmente,
no entanto, apés a injecao de
preenchedores de reabsor¢éo lenta
ou nao biodegradavel, reacbes que
necessitem de tratamento ativo
ou até cirurgico podem ocorrer.
Problemas médico-legais podem
surgir, além de sequelas irreparaveis
ao paciente.
11 - Mdnica Taisa Revista Curso de | Realizar Como resultado final, o AH
Scher Santoni; Pés-Graduagao uma revisao apresentou- se como um bom
Christiane Fatima em Estética bibliografica preenchedor facial, tendo um
Colet. Uso de acido da Saude, do do material, tempo de duracéo esperado,
hialurénico injetavel Departamento relatando o havendo poucos efeitos colaterais
na estética facial: de Ciéncias da processo de e se adaptando aos contornos
Uma revisédo da Vida — DCVida envelhecimento faciais. Portanto, conclui- se que
literatura da Universidade | cutaneo, motivo o AH hidrata e restaura a pele
Regional do pelo qual facial, assim alcancando um efeito
Noroeste do buscamos a antienvelhecimento.
Estado do Rio introducéo do
Grande do Sul - | preenchedor AH
UNIJUI. 2018. injetavel para a

face.
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12 - PAPAZIAN,
Marta Fernandes
et al. Principais
aspectos dos
preenchedores
faciais.

REVISTA FAIPE,
v.8,n.1,p.101-
116, jan./jun.
2018

Revisar os
principais
aspectos dos
preenchedores
faciais como o
acido hialurdnico
e bem como
verificar as
principais
complicacdes
que podem surgir
com a adocéo

O AH como qualquer procedimento
estético cirlrgico acarreta certos
riscos, porém, s&o minimos e seu
sucesso depende sempre de um
profissional habilitado e de materiais
de qualidades. Nesse aspecto a
biomedicina é um importante aliado,
onde possui profissionais habilitados
e cientes de suas responsabilidades,
0 que ameniza ainda mais as
complicagdes decorrentes da
aplicacéo.

deste tipo de
procedimento
estético para o
cliente/paciente.

Quadro 1 - Publicagbes selecionadas para a Revisdo Integrativa

Fonte: elaborado pela autora, 2021.

O que diz respeito ao tipo de estudo dos trabalhos cientificos, estes tiveram a
sua analise em 6 revisdes, 3 casos clinicos e 3 pesquisas. Os estudos envolvendo o AH,
estética, preenchedores dérmicos e rejuvenescimento, com o foco desta revisao integrativa
a literatura, ndo foram tratados de modo isolado, mas constituindo um rol de procedimentos
estéticos de uso para a harmonizagéo orofacial, considerando seus beneficios e também
0s seus possiveis efeitos adversos.

Como expdem Walker et al. (2020), os preenchimentos estdo sendo cada vez mais
utilizados, existindo, em especial, dois tipos de materiais preenchedores: os autdgenos e os
alégenos. Vale lembrar que dentre os Ultimos, se tem materiais absorviveis e inabsorviveis.
Ainda em relacdo a praticidade dos materiais aldgenos, que se encontram para uso
imediato e podendo ser injetados em um procedimento simples a nivel ambulatorial, os
efeitos adversos desses materiais, em especifico, os nao absorviveis, embora nao tao
frequentes, os tornam menos atraentes. Sobre os aldégenos absorviveis, o mais frequente
€ o acido hialurénico (AH).

O AH é definido como uma substancia existente em grande parte do organismo
humano, € um glicosaminoglicano componente de tecidos conjuntivos representando 30%
do material organico do corpo, com fungéo organica principal do armazenamento de agua
nos tecidos para manté-los imidos, além da capacidade reter agua, o AH reestrutura a
matriz dérmica, uma vez que ele é o glicosaminoglicano mais importante para manter a
coeséo das fibras colagenas e elasticas como descreve Scardovi et al., (2017).

Conta com propriedade hidratante, mantendo a concentragdo interna celular
equilibrada em que uma alteracédo desta pode levar a perda de agua, isto &, ressecamento
da pele, neutraliza os radicais livres, uma vez que protege a pele contra os raios UVA e
UVB. Se tem diferentes apresentacdes do AH em termos de viscosidades para linhas finas,
rugas superficiais e rugas profundas. Tem-se ainda, o AH skinbooster séo tratamentos de
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medicina estética que usam as propriedades hidrofilicas do acido hialurénico para reidratar
profundamente a pele. Na pele jovem (antes dos 40 anos): a pele ainda tem apenas algumas
rugas, mas comeca a perder tom e elasticidade. Neste tipo de pele, os skinboosters ajudam
a prevenir a flacidez da pele e retardam o aparecimento de rugas, proporcionando a pele
hidratacdo e tom.

Destaca-se, de acordo com Suh et al. (2017), que a referida abordagem de
tratamento ndo causa danos as estruturas anatémicas importantes e ativa os processos
fisioldgicos regenerativos, de fato. Desde sua criacdo, o referido método de tratamento tem
sido aperfeicoado de modo reformular a dindmica e revolucionado, baseando-se em novas
conquistas clinicas cientificas e tecnoldgicas. Nos ultimos anos, as técnicas de aumento
de tecido mole profundo estéo disponiveis, permitindo tratamentos causais e proporcionais
para harmonizar os efeitos estruturais do envelhecimento na totalidade da face.

Diversos aspectos precisam ser considerados na escolha do AH como: a analise
da compatibilidade biolégica, a seguranga da forma de aplicacao no paciente, o equilibrio
no local da aplicagédo, apresentar baixo risco de possiveis efeitos adversos, apresentar
minimas reag¢des inflamatdrias, ndo utilizar substéncias que sejam carcinogénicas,
apresentar facilidade na aplicagdo, primar por uma proposta que produza resultados o
mais natural possivel, baixa imunogenicidade, a procedéncia da obtenc¢édo do produto e a
viabilidade do custo para o paciente. Tratam-se de alguns fatores a serem observados para
ser usados de modo positivo com preenchedores dérmicos, uma vez que o AH cumpre
todos os requisitos, reforcando a sua aceitabilidade na comunidade cientifica (PONZO,
2017).

Destaca-se que o AH precisa contar com massa molar adequada para sua aplicagéo,
devendo apresentar um nivel elevado de pureza, pois as moléculas que possuem um
expressivo peso molecular podem desencadear comportamentos de reacdes granulosas
de corpo estranho, em seguida da aplicagdo das inje¢des intradérmica como elucidam
Wollina e Goldman (2017). Dado esse fato de as moléculas iniciais contarem com meia-
vida e ndo sendo estabilizadas nas primeiras 24 horas, a técnica foi aprimorada com o
cross- linking para maior estabilidade e do tempo clinico do AH nos pacientes.

Lima e Soares (2020) reforcam que o procedimento realizado com o AH n&o exige
cuidados de elevada complexidade, ele ndo tem interferéncia direta na rotina dos pacientes
que fazem seu uso. Logo depois da aplicacdo da referida substéancia, é admitido o uso
do gelo na regido de aplicagdo. Considera-se como uma das suas contraindicacoes, a
realizagdo de exercicios fisicos e exposicao solar e outras fontes de calor. Em geral, a
recomendacdo média de aplicacdo do AH em uma mesma area anatébmica é de 1 ml, o
maximo dentro de uma margem indicada de seguranga é de 2 ml. Cerca de 80% dos
pacientes submetidos ao procedimento em estudo, considera-se que 1 ml do produto, € o
suficiente (LIMA; SOARES, 2020).

Contudo, quando observado que a quantidade supracitada do AH nao foi o bastante
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para o alcance de um resultado satisfatorio & preciso proceder com nova aplicagdo em outra
sessdo, de modo alcancar um resultado esperado com uma boa margem de seguranca.

Com vistas a obtencao de maior e melhor conforto para o paciente, Jeong et al., (2018)
sustentam que se deve realizar uma anamnese cuidadosa e admitir um pré-tratamento com
anestésicos tdpicos por 30 minutos antes do procedimento. Procedimentos que antecedem
a aplicacdo do AH abrangem a efetivacdo de assepsias com clorexidina alcodlica a 4%.
Existem algumas marcas de AH que contém em seus componentes, anestésicos como
€ 0 caso da lidocaina, e nesses casos, dispensam-se 0 uso tdpico de outros anestésicos
suficiente (LIMA; SOARES, 2020).

Face as formas moleculares que sdo vistas em sua composicao, verifica- se que
sua consisténcia possui aspecto gelatinosa e densa, desse modo, no tecido epitelial, em
especifico na derme, o AH reage como um preenchedor de espacos, reduzindo possiveis
choques, ofertando a estabilizagéo e contribuindo com as propriedades elasticas ao formar
uma rede de estruturas helicoidais. Os procedimentos de aplica¢do de toxina botulinica e
preenchimento cutaneo ndo sao definidos como processos cirdrgicos. Observando o parecer
definido pela Comissdo Especial, ela considerada qualificada em elabora¢do de estudos
quanto a modificacdo da atual resolugdo acerca das substancias como mencionados na
Biomedicina (CASTRO; ALCANTARA, 2019.

Scardovi et al., (2017) assinalam que o AH na forma de gel injetavel apresenta
respostas 6timas na abordagem estética na correcdo das ritides, melhora de contorno
facial e restituicdo do volume facial. Em uma pesquisa de amostra, descreve-se a
aplicagéo do AH no preenchimento dos “sulcos nasojugais, nos sulcos nasogenianos, na
regido periocular, na regido da glabela, no aumento do volume labial, regido malar, linha
de marionete, mandibular, mento, pescoco e méos, cicatriz’, e seu uso pode ser também
ampliado na rinomodelagéo. Os autores defendem que € preciso ater-se sempre ao uso e
ao volume do AH a ser aplicado dependendo das profundidades dos sulcos presentes em
cada paciente (SCARDOVI et al., 2017).

Suh et al., (2017), lembram que a composicéo do AH conta com igual concentracao
independente da fonte, entretanto, a conformidade das suas propriedades elasticas e
viscosas tem correspondéncia direta com a sua massa molar. O AH é corrompido na derme
e metabolizado no figado, apresentando como resultado a agua e o CO2. Os autores
relatam que & medida que ele vai sendo aplicado, segue também se degradando, porém,
as moléculas de agua seguem se ligando ao AH remanescente, dando forma ao processo
de isovolumétrica, ou seja, ainda que se tenha a absor¢céo do preenchedor, permanece
sendo um aspecto positivo no resultado estético, dado que existe uma ascendéncia na
ligacédo da agua a trama de AH com menor concentracdo (SUH et al., 2017).

Quando se tem um restabelecimento do AH nas camadas epiteliais, se tem a
reconstituicdo da compensacéo hidrica, onde é filtrado e regulado a disposi¢céo de proteinas

na pele e constitui-se um ambiente fisico onde acontece a movimentacao celular, com isso
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ocorre a contribuicdo da melhoria da estrutura e elasticidade da pele, suavizando as linhas
de expressdo (CASTRO; ALCANTARA, 2019).

Segundo Walker et al., (2020) e Wollina e Goldman (2017), o profissional precisa
realizar a anamnese por completo, zelando por uma avaliagdo rigorosa dos possiveis
antecedentes de alergias, além dos medicamentos, refletindo sobre os beneficios e
primando por uma comunicacao clara e transparente ao paciente sobre os possiveis riscos,
além de discutir com ele, as expectativas esperadas. E imprescindivel requerer a assinatura
do paciente, no que se diz respeito ao termo de consentimento e proceder com o registro
fotografico da condi¢do de antes e depois da aplicagcao do AH.

Em situacdes que se fizer necessario, considerando a permisséo dada na sua forma
escrita pelo médico, Maia e Salvi (2019) elucidam a orientacéo de interrupcéo temporaria
de anticoagulantes e anti-inflamatérios ndo hormonais em um intervalo que pode variar de
7 a 10 antes do procedimento, para desta maneira, reduzir o sangramento. Apds a técnica,
0 paciente deve ser orientado a s6 tomar os medicamentos dois dias ap6s o procedimento,
reduzindo assim, possiveis hematomas (MAIA & SALVI, 2019).

N&o obstante, Requena et al., (2011) chamam aten¢éo para o fato de que podem
ocorrer possiveis complicagdes em razdo da inexperiéncia do profissional; uso inadequado
da técnica ou inerente até mesmo ao produto, em que pese as formulagbes e concentracbes
distintas do AH. Os autores reforcam que a maior area de risco é a glabela, em razdo de
uma expressiva possibilidade de comprometimento vascular, podendo resultar em necrose
tecidual e, em alguns casos, podendo ocasionar até cegueira (REQUENA et al., 2011).

Santoni e Colet (2018) assinalam que os feixes vasculares supra troclear e supra
orbital inervam a glabela. Os fatores desencadeadores de necrose tecidual na citada regiéao
podem ser provocados por inje¢do intravascular, constricdo por uma elevada quantidade
de AH e/ou comprometimentos vasculares, reduzindo o fornecimento do sangue no local
(SANTONI & COLET, 2018).

A injecdo de preenchimento tornou-se um dos procedimentos mais comumente
realizados na pratica cosmética dermatoldgica. Existem muitos tipos diferentes de
preenchimentos de gel de acido hialurénico que diferem em sua concentragdo de acido
hialurénico, tamanho de particula, densidade de reticulagdo, duracdo e presenca de
lidocaina. Enchimentos de particulas grandes de alta densidade séo recomendados para
injecbes dérmicas profundas, enquanto os enchimentos de particulas pequenas de baixa
densidade sdo recomendados para linhas finas (MAIA; SALVI, 2019).

Ponzo (2017) refor¢ca em seu estudo que ainda ndo se tem o material preenchedor
considerado 6timo, esclarecendo que se tem diversos tipos de preenchedores faciais sendo
classificados como, absorviveis ou ndo absorviveis.

Nesta mesma linha de pensamento esta o estudo de Requena et al. (2011), que
citaram a hidroxiapatita de célcio como substancia natural do organismo, um elemento

existente nos ossos e dentes. Quando injetado no organismo, a totalidade das citadas
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substancias sédo absorvidas rapidamente, restando apenas as particulas que serédo
deterioradas mais lentamente (em cerca de 10 a 14 meses), depois ser deteriorada, a
particula provoca a produgéo de novo colageno no local em que foi injetado, o que ampara
o efeito total de 18 a 24 meses.

De acordo com os estudos de Maia e Salvi (2019) como indicagbes para injecao
intradérmica deve se dar na injecdo na derme média profunda para correcdo de rugas
ou dobras faciais e ritides periorais e a orientagédo é para pacientes que tenham mais de
21 anos. Ja a injecdo subcutanea é orientada para a corre¢do do déficit de volume para
o dorso das maos em pacientes com mais de 21 anos. Ponzo (2017) também destacou a
correcéo da perda de volume relacionada a idade e para aumento da bochecha no meio da
face em pacientes com mais de 25 anos.

Segundo Santoni e Colet., (2018), a injecdo da hidroxiapatita de calcio deve ser
aplicada para a correcéo da perda de volume relacionada a idade e para aumento da
bochecha no meio da face em pacientes com mais de 30 anos e a injecao submucosa é
indicada para injecao nos labios para aumento labial em pacientes com mais de 21 anos.

Entre os cuidados para a administracdo do AH Castro e Alcantara (2019) destacam
que o AH injetavel esta disponivel em seringas pré-carregadas de varios tamanhos, e a
concentracéo depende da marca especifica escolhida. A preparacao do local deve incluir
a remocao de qualquer maquiagem e limpeza com um agente antisséptico, geralmente
alcool isopropilico ou clorexidina. J& Pappazian et al., (2018) reforcam que a técnica deve
ser 0 mais asséptica possivel para prevenir biofilme e cita que a reducao da dor no local da
injecao pode ser obtida por meio de anestésicos topicos ou injetaveis, bloqueios de nervos,
compressas de gelo e técnicas de distracao.

O preenchimento de AH injetado na derme média a profunda e as técnicas incluem
puncéo em série, rosqueamento linear, leque e hachura cruzada como descrevem Scardovi
et al., (2017). A técnica usada depende do local da injecdo e do problema especifico
abordado e os autores citam que o aumento do labio requer uma inje¢cdo na submucosa. Os
locais de injecdo comuns sao labios, dobras nas labiais, linhas glabelares e rugas faciais
periorbitais e generalizadas (CASTRO; ALCANTARA, 2019).

Requena et al. (2011) relataram que os efeitos adversos mais comuns associados
ao preenchimento com AH séo dor, hematomas, vermelhiddo, coceira e inchaco. Esses
efeitos colaterais sdo autolimitados e geralmente nao duram mais do que sete dias segundo
os autores que destacam que o paciente pode mitiga-los aplicando uma bolsa de gelo no
local da inje¢do, permanecendo em pé e, 1 semana antes do procedimento, interrompendo
medicamentos ou suplementos que aumentam o risco de sangramento, por exemplo,
aspirina, medicamentos anti-inflamatoérios nao esteroides, vitamina E, éleos de peixe, erva
de S&o Jodo e ginkgo biloba.

Segundo Walker et al. (2020), os efeitos colaterais raros para a injecdo de &cido

hialurénico em gel, incluem infec¢édo, necrose do tecido, corpo estranho granulomatoso e
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ativacdo do herpes labial. A infecgéo acontece em razdo da inoculagéo bacteriana no local
dainjecao, que pode ser evitada com técnica asséptica adequada. Os estudos de Suh et al.,
(2017), também descreveram que a necrose do tecido é provocada pela oclusdo vascular
em razao da injecao intra- arterial de preenchimento de AH e destacaram a importancia de
compreender a anatomia e vascularizagéo facial, bem como realizar um teste de aspiracéo
de sangue antes de injetar o produto.

Na mesma linha de raciocinio, o estudo de Pappazian et al., (2018) menciona
os efeitos adversos do AH nas mesmas condi¢cdes supracitadas de necrose tecidual e
sustentam que, se houver suspeita da mencionada complicacdo adversa, a hialuronidase
deve ser aplicada imediatamente, que ir4 dissolver as particulas do gel de AH.

Jeong et al., (2018), consideram que a reagéo granulomatosa de corpo estranho tem
sido uma reacédo raramente documentada a inje¢cdo de AH e os autores reforcam que esta
pode ser causada por uma reagdo a impurezas bacterianas remanescentes do processo de
producdo. Na histologia, os autores lembram que células gigantes multinucleadas podem
ser visiveis no local da inje¢cdo onde esta ocorrendo a reagdo granulomatosa de corpo
estranho.

Contudo, nos Uultimos anos, o processo de purificagdo do AH melhorou
significativamente, resultando em menos casos de reag¢des de hipersensibilidade (CASTRO;
ALCANTARA, 2019)

Ao realizar injegdes labiais, Santoni e Colet.,(2018) assinalam que € crucial saber
se o0 paciente tem historico de infeccdo pelo virus herpes simplex ou histérico de reativacéo
do virus herpes simplex ap6s uma injecao de preenchimento anterior. Os autores ressaltam
que o trauma causado pela injecdo pode levar a reativagdo do virus; isso é evitavel e
tratado com aciclovir oral.

Em sintese, ao correlacionar os estudos de Suh et al. (2017), observa-se
que as contraindicagbes para o uso de preenchimento de acido hialurénico incluem:
hipersensibilidade ao acido hialurdnico ou a qualquer um dos componentes da formulacao;
histéria de reacdo alérgica grave ou anafilaxia ao AH; reacdo de hipersensibilidade a
proteinas de bactérias gram-positivas (para produtos derivados de origem bacteriana);
reacao de hipersensibilidade a lidocaina (para produtos que contém lidocaina); transtorno
de sangramento e injecao em locais diferentes dos locais recomendados pela rotulagem.

Vale destacar os estudos de Pappazian et al., (2018) que citam os efeitos adversos do
preenchimento com AH serem reversiveis tais como ocorre com a hialuronidase, a titulo de
exemplo, uma enzima que decompde o acido hialurénico nativo e injetado. A hialuronidase
€ particularmente (til quando a determinacdo é que a injecdo de preenchimento foi muito
superficial, o que é evidenciado por uma descoloragdo azulada. E fundamental orientar o
paciente de que o tratamento com acido hialurénico ndo é permanente e seus resultados
podem durar de 8 a 16 semanas, contudo, "valido lembrar que o prazo depende do tipo,
para o preenchimento dérmico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nao restam duvidas de que as pessoas, em diversos paises ao redor do mundo, se
mostram cada vez mais exigentes sobre o que consideram uma face harmdnica, definida
por critérios impostos pela sociedade, sendo condi¢do para elevar a autoestima de um
individuo, reforcando uma sensacao de confianca e personalidade aqueles que estao em
seu redor.

O fator estético vem ocupando uma area de expressivo destaque na biomedicina
moderna, concedendo realizacdes de expectativas estéticas dos pacientes. A definicao
da estética facial € imensuravel, com concepgdes psicologicas, sociologicas, filosoficas,
morais e cientificas. A estética traz consigo um conceito amplo que é envolvido em forte
influéncia acerca da vida humana.

As indicagdes de aplicacdo mais comuns sdo para uso estético, cosmético e para
uso intra-articular, embora muitas outras formas oftalmicas e topicas também estejam
disponiveis. Os preenchimentos em gel de acido hialurénico s&o injetados para restaurar
o volume perdido devido a idade ou doencga, fornecer o contorno facial e ajudar a manter a
face mais harméica.

Neste sentido é valido mencionar que a busca crescente por intervengdes estéticas
levou a uma ampla variedade de preenchimentos, o que acabou por também possibilitar
o crescimento das alternativas para este fim. Contudo deve- se considerar a existéncia
de aspectos que um preenchedor facial precisa ter: ndo ser infeccioso, nao pirogénico,
biocompativel, de aplicacéo simplificada, ndo migratorio, gerar o menor desconforto e dor
no decorrer e/ou apés o procedimento, possuir longa duracdo, aparéncia natural tédo logo
ocorra o procedimento e custo acessivel.

Conclui-se que o preenchimento é um procedimento que exige cuidados para evitar
os efeitos adversos, dado que o paciente é submetido a analgesia local e em curto intervalo
de tempo pode retomar suas atividades rotineiras exibindo somente inchacgo e vermelhidao
na regido da aplicagdo que desvanece de forma natural. O referido preenchimento facial
com AH vem se consolidando como intervencao bastante eficaz e segura, oferecendo
resultados satisfatérios melhorando o aspecto de linhas de expressdo e até mesmo
remodelando expressdes ndo condizentes com a harmonia facial.
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RESUMO: As vacinas sdo um dos maiores
avancos da medicina na prevencao de
doencas infecciosas. Tradicionalmente, as
vacinas sao produzidas a partir de virus
ou bactérias atenuados ou inativados; no
entanto, novas tecnologias estdo sendo
desenvolvidas para produzir vacinas mais
seguras e eficazes. Uma dessas tecnologias
€ a vacina de RNA mensageiro (mRNA),
que consiste em fornecer uma mensagem
genética paraas células do corpo produzirem
uma proteina viral especifica, que estimula

Data de aceite: 03/07/2023

uma resposta imunolégica; usada na
produgdo das vacinas contra a SARS-CoV-2
ou COVID-19, como a Pfizer-BioNTech e a
Moderna. Outra tecnologia emergente é
a vacina de vetor viral, que usa um virus
inofensivo como vetor para transportar uma
proteina viral especifica para as células
do corpo, desencadeando uma resposta
imunoldgica. Essa tecnologia foi usada na
producgéo da vacina da AstraZeneca/Oxford.
Os biomédicos desempenham um papel
fundamental na pesquisa, desenvolvimento
e producgéo de vacinas, através dos ensaios
clinicos, testes de seguranca, avaliacoes
de eficacia e trabalham em colaboracgéao
com outros profissionais de saude para
garantir a seguranca e eficacia das
vacinas. Este capitulo buscou levantar na
bibliografia informac¢do sobre as vacinas,
novas tecnologias e biotecnologias na
sua producdo, assim como a atuacdo do
profissional biomédico. A compreensao
dessas novas tecnologias é essencial
para o aprimoramento da producdo desse
imunizante e para o combate eficaz de
doencas infecciosas no mundo atual.
PALAVRAS CHAVES: Vacinacao;
Imunizagéo; Biotecnologia; Biomédico.
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VACCINES, BIOTECHNOLOGICAL ADVANCES, AND THE ROLE OF THE
BIOMEDICIAN

ABSTRACT: Vaccines are one of the greatest advances in medicine in preventing infectious
diseases. Traditionally, vaccines are produced from attenuated or inactivated viruses or
bacteria; however, new technologies are being developed to produce safer and more effective
vaccines. One of these technologies is the messenger RNA (mRNA) vaccine, which consists
of providing a genetic message for the body’s cells to produce a specific viral protein, which
stimulates an immune response; used in the production of vaccines against SARS-CoV-2
or COVID-19, such as Pfizer-BioNTech and Moderna. Another emerging technology is
the viral vector vaccine, which uses a harmless virus as a vector to deliver a specific viral
protein into the body’s cells, triggering an immune response. This technology was used in the
production of the AstraZeneca/Oxford vaccine. Biomedical play a key role in vaccine research,
development, and production, through clinical trials, safety testing, efficacy evaluations and
working collaboratively with other healthcare professionals to ensure the safety and efficacy
of vaccines. This chapter sought to raise information in the bibliography on vaccines, new
technologies and biotechnologies in their production, as well as the performance of the
biomedical professional. Understanding these new technologies is essential for improving
the production of this immunizer and for effectively combating infectious diseases in today’s
world.

KEYWORDS: Vaccination; Immunization; Biotechnology; Biomedical.

11 INTRODUGAO

As vacinas sédo importantes ferramentas de prevencdo e controle de doencas
infecciosas, que sdo responsaveis por uma grande carga de morbidade e mortalidade
em todo o mundo (1) o estudo das tecnologias de vacinas é fundamental para identificar
estratégias de prevencao e controle mais eficazes, incluindo novos métodos de produgéo,
entrega e administragéo.

A vacinagdo € um dos métodos mais eficazes para prevenir doencas infecciosas
e erradicar epidemias (2). Através da estimulagdo do sistema imunoldgico, as vacinas
conseguem prevenir doencas graves, reduzir a morbidade e mortalidade, além de
economizar recursos financeiros e humanos (3). Desta forma, a pesquisa e desenvolvimento
de novas tecnologias para producéo de vacinas séo tdo importantes para a sadde publica.

Avacinagé@o é uma das a¢des mais eficazes para eliminacao e controle das doencgas
transmissiveis, seu contexto histoérico remete ao virus da variola que afetou a populagéo
no século X (4) e acordo com os mesmos autores, essa metodologia configura-se como
a estratégia mais eficaz para a prevencdo de diversas doencas infecciosas, gerando
um impacto benéfico significativo na saude populacional. No contexto brasileiro, um dos
objetivos primordiais do Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) é atingir elevadas
coberturas populacionais mediante a oferta universal e equitativa de vacinas em todo o

territério nacional (5).
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Nos ultimos anos, observou-se diminuicdo nas coberturas vacinais no pais, com
reducgao, entre 2006 e 2016, principalmente na cobertura vacinal da BCG (Bacilo Calmette-
Guérin), poliomielite e triplice viral, especialmente em regides de maior vulnerabilidade
(6). Lima et al. (2) afirmaram por meio dos seus estudos que a vacinacdo € a forma mais
eficiente e econémica de prevenir doencas, assim sendo, € imprescindivel um incremento
substancial nos investimentos dedicados a essa metodologia, tanto em termos de pesquisa
quanto em relacdo a disseminagéo de informacgdes veridicas acerca de sua relevancia.

Contudo, o acesso a imunizagao € influenciado por fatores de natureza econémica,
uma vez que sua industria esta inserida no subsistema de base quimica e biotecnologica
do COMPLEXO ECONOMICO-INDUSTRIAL DA SAUDE (CEIS) e segue as caracteristicas
competitivas proprias desse setor. Inserido em um sistema produtivo de elevada
complexidade e dinamismo tecnolégico, o mercado de vacinas se caracteriza como um
oligopolio diferenciado baseado na ciéncia, cuja industria enfrentou um forte processo de
concentracédo nas ultimas décadas (7). De acordo com 0s mesmos autores, a crescente
dominacgéo das principais empresas farmacéuticas globais nesse mercado tem provocado
um aumento nos custos de aquisicao de vacinas, especialmente aquelas de Ultima geracéo,
e impds limitacdes capazes de prejudicar e até mesmo impossibilitar o acesso por parte de
populacgdes, paises e regides mais vulneraveis, o que agrava as desigualdades existentes.

A indUstria mundial de vacinas atravessa um novo e mais dindmico periodo, pois é
impulsionado pelo desenvolvimento de produtos de alto valor agregado para necessidades
ndo atendidas em saude, assim sendo, o segmento de vacinas voltou a figurar entre os
mais promissores para a industria farmacéutica mundial (8). Essas tecnologias, aliadas a
biologia molecular, genética e imunologia, permitem que diversos profissionais capacitados
da saude possam atuar em estudos e desenvolvimento de biotecnologias associadas (9).

A producgéo de vacinas é uma area em constante evolugdo, com o desenvolvimento
de novas tecnologias e abordagens que podem tornar as vacinas mais seguras, eficazes e
acessiveis para a populagédo em geral. A investigacao dessas tecnologias torna-se relevante
para a avaliagdo do seu potencial e da sua aplicabilidade em diferentes contextos, além de
permitir a identificacdo de desafios e oportunidades para sua utilizacdo. Nesse sentido, a
pandemia ocasionada pelo coronavirus (SARS-CoV-2) enfatizou a importancia das medidas
de prevencao e controle de infeccdes em todas as areas da saude.

Este capitulo buscou realizacdo de um epitome de informacdes que pode trazer
diversas contribuicdes cientificas, nos mais diversos niveis. No conceito teérico pode-se
afirmar que permitira a compreensao do atual cenario tecnol6gico que estamos vivendo e 0
grande avanco que ele tem mostrado associado a grande produc¢éo de vacinas no mundo e
qual o papel do biomédico e no desenvolvimento de vacinas. Em a¢des diretas e aplicadas
na atuacdo profissional biomédico, este trabalho pode auxiliar no desenvolvimento de
diretrizes especificas para a pratica biomédica que possam ser utilizadas por todos os

profissionais envolvidos e garantir.
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Desta forma, o material bibliografico levantado ira permitir a promogéo da saude e
divulgagé@o de conhecimento cientifico, que pode ajudar a identificar implicacdes praticas
e politicas relacionadas, auxiliando na tomada de decisbes e no desenvolvimento de
estratégias eficazes.

2| CONTEXTO HISTORICO

A variola € uma das doengas mais famosas em todo o mundo, e os estudos
realizados na época proporcionaram um avanco cientifico significativo. Diversas pesquisas
tém se concentrado na andlise do longo histérico das epidemias de variola na histéria
e nas diferentes formas de prevencao contra essa doenca. A vacina surgiu no final do
século XVIII, guando o médico inglés Edward Jenner, a partir da observag¢éo do fenémeno
de protecdo contra a doenca, adquirido por ordenhadores de vacas, passou a inocular
pessoas ainda sas com liquido proveniente das pustulas de vacas acometidas pela variola
bovina cowpox (10)

Figura 1. Jenner e seus dois colegas vencendo trés antivacinas no Wellcome (11)

A aplicagdo do produto, entdo denominada vacina, causava erup¢bes brandas,
semelhantes as da variola, mas protegia contra a doenca humana. Das pustulas surgidas
nas pessoas vacinadas era novamente retirado o produto que servia para novas inoculagoes.
Esta pratica profilatica tinha como inconveniente o fato de seu efeito diminuir com o tempo.
Além disso, a inoculag@o constante da do produto inicialmente conhecido como vacina
em seres humanos causava a transmisséo de diversas outras doencas como a sifilis e a
tuberculose.

No século XIX, a medicina consolidou o método experimental e concebeu o
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laboratério como um espaco privilegiado para novas pesquisas. Esse periodo testemunhou
a fisiologia experimental de Claude Bernard, as pesquisas pioneiras de microbiologia de
Louis Pasteur e Robert Koch, as investigacbes de Elie Metchnikoff que respaldaram a
imunologia, bem como as inovagbes em biologia, sobretudo nas pesquisas em citologia
de Virchow, todos eles marcos significativos dessa nova concepgéo em medicina. Durante
esse periodo, a variola e a vacina antivaridlica foram incorporadas as disciplinas cientificas,
principalmente na Europa, por meio de estudos voltados para a identificagdo do agente
causador da doenca e a forma de atuacdo da vacina (12).

31 INTERAGCAO PATOGENO E HOSPEDEIRO — BREVE REVISAO

A histéria das vacinas e sua aplicacdo na prevencdo de doencas infecciosas
acumulam mais de 200 anos de dedicacdo e muito trabalho. Iniciada pela genialidade e
pelo empirismo direcionados de médicos e pesquisadores, como Edward Jenner e Louis
Pasteur, observa-se nessa area um belo exemplo do reducionismo aplicado a pratica
médica (13). Dessa forma, o desenvolvimento de vacinas é fundamentalmente dependente
do conhecimento dos mecanismos imunoloégicos que estdo envolvidos na resposta as
infeccdes, bem como dos mecanismos de patogénese dessas infecgdes.

O primeiro contato entre o patégeno e o hospedeiro ocorre ao nivel das mucosas,
que representam a barreira mecénica entre 0os meios externo e interno, dificultando a
adeséo dos virus a superficie das células epiteliais de revestimento (14). Essas células
expressam diferentes receptores, reconhecem e se ligam a patégenos, iniciam processos
de ativagao celular e sintetizam e secretam novos peptideos direcionados principalmente
contra bactérias (15). A ativacéo das células epiteliais induz a formacdo de fatores de
atracéo de células imunes, como neutréfilos, macréfagos, células killer e linfocitos, além de
células fagocitarias como macrofagos. Desta forma, gera uma resposta inflamatéria local,
com seus diversos componentes, inclusive o sistema do complemento (15).

As chamadas células dendriticas sdo hoje reconhecidas como as mais importantes
apresentadoras de antigenos para a inducdo de resposta imune tanto para as células
CD8+ (citotoxicas e capazes de destruir células infectadas com virus) como para as células
CD4+ T-helper, constituindo essas duas a base da imunidade celular. As células dendriticas
distribuidas ao longo da pele e principalmente das mucosas s@o capazes de capturar e
processar antigenos, carreando-os para nodulos linfaticos (16).

Esses conhecimentos e 0 sucesso da vacina oral contra a poliomielite levaram a
criacao de novas propostas de vacinacao através da aplicacao de vacinas diretamente na
pele e mucosas, como as vacinas experimentais contra a influenza e o sarampo por via
nasal, a utilizacdo da via vaginal na imunizagéo contra o herpes simplex e a via oral para
a Hepatites E(15).
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41 DOENCAS COMBATIDAS PELAS VACINAS

Como ja apresentado, as vacinas sdo um dos maiores avancos da medicina
moderna, capazes de prevenir uma variedade de doengas infecciosas e proteger a salde
da populagédo em geral. Existem diversas doencas tratadas com vacina, cada uma com
suas proprias caracteristicas e formas de prevengcédo(17). Uma das primeiras doencas
tratadas com vacina foi a variola, uma infec¢éo altamente contagiosa que ja foi responsavel
por milhées de mortes em todo o mundo.

A vacinacdo em massa foi fundamental para erradicar a variola, que foi declarada
oficialmente extinta em 1980. A poliomielite, conhecida como paralisia infantil, & outra
enfermidade que pode ser prevenida por meio de vacinagao. A vacina contra a poliomielite
€ altamente eficaz e desempenha um papel fundamental na erradicacdo da doenga em
muitos paises. Segundo os autores(18) . Em 1948, John Enders e sua equipe iniciaram
experiéncias que os levaram a cultivar o virus da poliomielite em outros tecidos que néo
0s nervosos. No inicio da década de 1950, cientistas concluiram que o poliovirus apenas
ocasionalmente atacava os tecidos nervosos. A poliomielite, antes classificada como doenca
neuroldgica de contagio respiratorio, passou a ser classificada como doenga entérica. A
partir desses novos conhecimentos, a possibilidade de uma vacina tornou-se real (18).

O sucesso da estratégia da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para erradicar a
polio ficou evidente pela imensa redug@o no nimero de casos da doenga em todo o0 mundo.
Em 2000, foram confirmados apenas 784 casos de paralisia pelos virus selvagens em 20
paises, mas, mostrando assim a eficiéncia da vacinagdo no mundo (19).

A mesma metodologia € importante para prevenir doengas como sarampo, rubéola
e caxumba, todas elas altamente contagiosas e potencialmente graves. A triplice viral, que
protege contra essas trés doencas, é uma das vacinas mais importantes para criangas e
adultos.

A hepatite B, uma doenca viral que afeta o figado, também pode ser prevenida por
meio de vacinacao. A vacina contra a hepatite B é segura e eficaz, e é recomendada para
todas as criangas e adultos que nao foram vacinados anteriormente. Ja em 2008 os autores
Garcia & Facchini (20) mostraram em seus estudos a importancia da vacinagao contra a
hepatite B para recém-nascidos, adolescentes até 19 anos e pessoas com risco acrescido
para adquirir a infecgéo no Brasil. A vacina é administrada em trés doses (0, 1 e 6 meses),
sendo a realizagéo do esquema vacinal completo necessaria para a imunizagéo. Contudo,
aproximadamente 10% a 20% dos individuos vacinados ndo alcangam os titulos protetores
de anticorpos 7. Para os trabalhadores da saude, o Ministério da Saude recomenda que, 30
dias apds a administracdo da ultima dose do esquema vacinal contra a hepatite B, sejam
realizados exames soroldgicos para controle dos titulos de anticorpos.

Difteria, tétano, coqueluche, meningite, febre amarela, influenza e muitas outras
doengcas podem ser tratadas com vacinas. Cada uma delas apresenta suas préprias
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caracteristicas e formas de prevencdo, mas todas podem ser prevenidas ou minimizadas
por meio da vacinagéo (21).

Torna-se importante lembrar que as vacinas séo seguras e altamente eficazes na
prevencao de doencas infecciosas. A vacinagédo em massa é fundamental para proteger a
saude da populagdo e prevenir a propagacado de doengas graves. Por isso, € importante
que todos os individuos recebam as vacinas recomendadas para sua faixa etaria e histérico
de vacinagéo, contribuindo para a saude coletiva e individual.

51 NOVAS TECNOLOGIAS PARA O PREPARO DE VACINAS

O avanco da biologia molecular permitiu reconhecer algumas mutagdes envolvidas
com a modificagéo de viruléncia de alguns virus, como o da poliomielite, sendo este o mais
bem estudado desse ponto de vista.

Novas tecnologias em saude, tais como novos medicamentos, produtos,
equipamentos e vacinas, sdo constantemente produzidas. O desenvolvimento tradicional
de novas tecnologias em saude é um processo demorado e de alto custo, incluindo as fases
de desenvolvimento pré-clinico (estudos in vitro e em modelos animais) e estudos clinicos
de fase 1, 2 e 3. Somente ap6s a conclusdo dos estudos clinicos, o registro de novas
tecnologias pode ser solicitado junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Anvisa),
que dispde de uma equipe técnica responsavel por avaliar e autorizar ou ndo a entrada da
nova tecnologia no mercado brasileiro (22).

Segundo os autores Sandoval et al. (23) a vacinagao reduziu significativamente as
doencas infecciosas. Com efeito, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) demonstrou que
as vacinas sdo mais seguras do que os medicamentos terapéuticos.

As vacinas previnem infeccbes e incapacidades, salvam vidas e representam
uma boa avaliacéo das intervencdes de saude. Vacinas com virus vivos atenuados; virus
inativados ou mortos; toxdéide, ou outro mecanismo, demonstraram seus beneficios,

erradicando doengas como poliomielite, sarampo e variola (23).

5.1 Vacinas de virus inativados:

Essa tecnologia envolve o uso de virus que foram inativados por tratamento com
produtos quimicos ou por radiacdo. Esses virus ndo sé@o capazes de causar doengas, mas
ainda podem estimular o sistema imunoldgico a produzir uma resposta protetora (24).
Tecnologias tradicionais de producdo de vacinas como as de virus vivos atenuados e
inativados vém sendo utilizadas em diversos ensaios clinicos. Desta forma, preocupagdes
com a biosseguranca de vacinas atenuadas tém dificultado os estudos com essa plataforma,
e algumas vacinas inativadas ja estdo em fase 3 de testes.

A vacina do laboratério chinés Sinovac, como por exemplo, utiliza a plataforma
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classica de virus inativado, com cultivo celular do virus em células vero com posterior
inativacéo (25). No Brasil, estabeleceu parceria com o governo do Estado de Sdo Paulo,
através do Instituto Butantan, e esta sendo testada em profissionais de saude de 12 centros
brasileiros.

O estudo de fase 1 e 2, publicado no inicio de agosto do ano de 2020 pelos autores
Lima et al. (26) testou diferentes esquemas com doses e intervalos de aplicacao variaveis,
mostrando soroconversao em 100% dos avaliados no estudo de fase 1 e nos que receberam
uma segunda dose com 21 dias nos estudos de fase 2. Segundo os mesmos autores,
ocorreu baixas taxas de efeitos adversos e a vacina foi aprovada para uso emergencial em

profissionais de saude na China.

5.2 Vacinas de virus vivos atenuados:

As vacinas atenuadas, também chamadas de vacinas de virus atenuado, sao
produzidas pela geracdo de uma versdo geneticamente enfraquecida do virus que se
replica em uma medida limitada, ndo causando nenhuma doenga, mas induzindo respostas
imunes semelhantes as induzidas por infec¢cdo natural (27). A diminuicdo da viruléncia
(atenuacé@o) pode ser alcancada adaptando o virus a condicbes desfavoraveis, por
exemplo, crescimento a temperatura mais baixa, crescimento em células ndo humanas ou
por modificagé@o racional do virus pela modificagcdo de cédons ou pela excluséo de genes
responsaveis por neutralizar o reconhecimento imunolo6gico inato (28).

Segundo os autores Biazzono et al. (29) uma vantagem importante dessas vacinas é
que elas podem ser aplicadas por via intranasal, ap6s as quais induzem respostas imunes
nas mucosas e podem proteger o trato respiratdrio superior, o principal portal de entrada do
virus. Em adi¢@o, como o virus esta se replicando no individuo vacinado, a resposta imune
serd ampla e, provavelmente, reconheceré proteinas virais estruturais e ndo estruturais
por meio de anticorpos e respostas imunes celulares. No entanto, as desvantagens dessas
vacinas incluem preocupacdes de seguranga e a necessidade de modificar o virus, o que
€ demorado se realizado por métodos tradicionais e tecnicamente desafiador quando a
genética reversa é usada (30).

5.3 Vacinas de subunidades proteicas:

As chamadas “vacinas de subunidades proteicas” (ou simplesmente “vacinas de
subunidades”) sdo constituidas de fragmentos de proteinas ou involucros de proteinas do
coronavirus que imitam a estrutura do virus. Atualmente, segundo os autores Leticia et al.
(31) a Organizacao Mundial de Saude (OMS) apresentou em 2021 184 vacinas em ensaios
pré-clinico e 91 em ensaios clinicos, e dentre estas Ultimas, 29 utilizam a tecnologia de

subunidade proteica.
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Abaixo, na tabela 1, sdo apresentados alguns exemplos de trabalhos cientificos que
utilizaram vacinas baseadas na tecnologia de subunidades proteicas para o tratamento da
COVID-19.

NOME DA EMPRESA PAiS DE REGISTRO DO ENSAIO CLiNICO
VACINA DESENVOLVEDORA ORIGEM

Nuvaxovid Novavax Australia NCT05372588

COVOVAX Serum Institute of India | Indonésia NCT05433285

(formulagao

Novavax)

subunidade Sanofi/GSK: SP/GSK Franca NCT05124171

D614 vacina

Tabela 1: Vacinas para prevenir a COVID-19 baseadas em subunidades proteicas em fase 3 dos testes
clinicos:

Fonte: Elaboragdo com base em dados obtidos em e (32) em 13/05/2023.

5.4 Vacinas de vetor viral:

Nessa tecnologia, um virus inofensivo € modificado para carregar um gene do
virus que se deseja proteger contra. Quando a vacina € administrada, o virus inofensivo
infecta as células do corpo, que entédo produzem a proteina viral e estimulam uma resposta
imunoldgica. Segundo os pesquisadores Kirk et al. (33). A tuberculose é um problema de
saude publico pensando nisso os pesquisadores buscam novas vacinas efetivas contra que
devem ter como objetivo estimular respostas robustas de células T na mucosa pulmonar
para alcancar alta eficacia protetora a um novo vetor de vacina viral baseado no virus
Pichinde recombinante (33).

As tecnologias tradicionais de produgéo de vacinas como as de virus vivos atenuados
e inativados vém sendo utilizadas em diversos ensaios clinicos. Preocupacdes com a
biosseguranga de vacinas atenuadas tém dificultado os estudos com essa plataforma, e

algumas vacinas inativadas ja estdo em fase 3 de testes.

5.5 Vacinas de RNA mensageiro:

Essa tecnologia envolve a entrega de uma molécula de RNA mensageiro que instrui
as células do corpo a produzir uma proteina viral especifica. Essa proteina estimula uma
resposta imunolégica (34).

As vacinas de RNA mensageiro tém demonstrado, em geral, um excelente perfil
de seguranga e com boas respostas imunes celular e humoral. Tem a vantagem de serem
produzidas em maior escala, por se tratar de produtos sintéticos, e a desvantagem de
serem produtos que requerem conservacao em congelamento. O RNA vacinal € envolto em

uma camada lipidica, evitando assim, sua degradacgéo. Até o ano de 2021, nenhuma vacina
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de DNA alcancou a fase 3 em ensaios clinicos (35).

A vacina produzida pelo laboratério americano Pfizer em parceria com a empresa
de biotecnologia alema BioNTech também é baseada em mRNA e demonstrou uma boa
resposta na indugéo de imunidade humoral e celular durante os estudos de fase 1 e 2. Os
resultados obtidos revelaram titulos de anticorpos neutralizadores, em média, de 1,8 a 2,8
vezes maiores do que aqueles observados em um painel de soros humanos convalescentes
da COVID-19. O estudo de fase 3 teve inicio em agosto do ano 2020 e envolve cerca de 30
mil participantes em paises como Brasil, Argentina e Alemanha, além dos Estados Unidos
(36). A figura 2 mostra os 3 passos para a criacao de uma vacina de RNAm.

Os 3 passos da criacio de uma vacina de RNAm

Proteina spike
permite ao virus se acoplar

a uma célula humana )

Cientistas identificam a
1 parte do cédigo genético

viral (RNA) que contém
instrugdes para a
fabricacao da proteina
Spike.

sequéncia de RNA mensageiro

{RNAmM) com esse codigo. ﬁ

A troca de uma molécula a wridina,
cdiminui as chances de que o corpo
identifique o RNA sintético come uma
ameaca.

2 Em laboratério, eles criam uma

nanoparticulas lipidicas para protegé-lo e
facilitar sua absorcao pelas células.
Esta pronto para ser injetado em humanos.

3 O RNAm ¢é envolvido em uma capa de

Figura 2. Etapas para a criagao da vacina de RNAm.
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5.6 Vacinas de DNA:

A vacina de DNA é uma nova tecnologia de imunizagcdo que utiliza um plasmideo
de DNA como vetor para expressar antigenos e estimular a resposta imune do organismo.
Essa abordagem difere das vacinas tradicionais, que utilizam proteinas, virus ou bactérias
inativadas como antigenos (37). Ainda segundo os mesmos autores, o plasmideo de DNA é
um pequeno fragmento de DNA circular que pode ser introduzido nas células do organismo
por meio de um processo chamado eletroporagéo; uma vez dentro das células, o plasmideo
de DNA é capaz de expressar o antigeno desejado, que € reconhecido pelo sistema imune
como um invasor estranho e estimula a producéo de anticorpos especificos para combater
essa ameaca. Uma das principais vantagens da vacina de DNA é a sua capacidade de
induzir uma resposta imune robusta e duradoura. Como o plasmideo de DNA é capaz de
expressar o antigeno de forma continua, a resposta imune € mantida por um longo periodo.
Além disso, as vacinas de DNA sdo mais estaveis e faceis de armazenar do que outras
vacinas, 0 que as torna mais acessiveis em areas remotas e de dificil acesso (38).

Apesar das vantagens potenciais, as vacinas de DNA ainda estdo em estagio inicial
de desenvolvimento e apresentam alguns desafios. Uma das principais limitages é a baixa
eficiéncia da transferéncia do plasmideo de DNA para as células do organismo, o que pode
resultar em uma resposta imune insuficiente. Além disso, a seguranca a longo prazo das
vacinas de DNA ainda precisa ser avaliada, ja que ha preocupagdes com o potencial de
integracao do DNA do plasmideo no genoma do paciente. Para tanto, essa tecnologia é
semelhante as vacinas de RNA mensageiro, mas em vez de entregar RNA mensageiro, a
vacina entrega um pedaco de DNA que instrui as células do corpo a produzir uma proteina
viral especifica (39). A figura 3 mostra os passos para a criagdo de uma vacina de DNA.
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1. Escolha da proteina antigénica

Bipyc

2. Obtencao da sequéncia do gene

3. Clonagem
o fragmento
desejado usando PCR

Amplificador

O esquema de criagio
4. Selegao do vetor de uma vacina de

Insergao do gene no DNA com base no

Rasicey exemplo da vacina

contra o virus

do Nile Ocidental
5. Introdugio de

'

Plasmideos purificados

um plasmideo em

uma bactéria

6. Cultivo de
bactérias para
clonagem de DNA

7. Alocacdo e

uma vacina
purificagdic

cromatografico . .
do plasmideo desejado

ira

Figura 3. Apresentacao da criacdo de uma vacina de DNA (40).

61 QUAL O PAPEL DO BIOMEDICO NO DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

O papel do biomédico especializado em imunologia é estudar o mecanismo de
protecdo do organismo contra doengas infecciosas causadas por micro-organismos.
Isso envolve uma compreensao aprofundada do sistema imunoldgico e dos mecanismos
pelos quais ele identifica e combate invasores estrangeiros, incluindo bactérias, virus e
outros patdgenos. Através de sua pesquisa e analise, o biomédico em imunologia ajuda
a desenvolver novas estratégias para prevenir, diagnosticar e tratar doengas infecciosas,
promovendo a saude e o bem-estar da populacdo. Por exemplo o estudo feito para a
producdo das vacinas para a COVID-19, foi preciso um tempo para se ter conhecimento do
virus, e quem faz esse processo é o imunologista (41).
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A Normativa 01/2020 do Conselho Federal de Biomedicina (CFBM) estabelece que
o biomédico habilitado em Imunologia, e devidamente registrado no Conselho Regional de
Biomedicina, pode assumir a responsabilidade técnica de servigos que realizam vacinacao
humana (42). Os biomédicos desempenham um papel de suma importancia no contexto
atual, pois possuem a capacitagdo necessaria para compreender areas como biotecnologia,
genética, biologia molecular e mecanismos da resposta imunologica, incluindo as agbes
das vacinas. Assim, gracas a essa formacgao multidisciplinar, eles sédo capazes de contribuir
significativamente para a pesquisa e desenvolvimento de novas terapias e tratamentos,
bem como para a promogéo da saude publica e prevencdo de doengas. A compreenséo
dos biomédicos nesses campos é fundamental para a identificacdo de novos avancos
e abordagens inovadoras na area da saude (43) e, por consequéncia, sdo centrais no
desenvolvimento de novas abordagens para o controle de doengas infecciosas.

A relacdo entre as tecnologias de vacinas e os biomédicos é de suma importancia
para a ciéncia, pois as vacinas sdo produtos biolégicos que requerem conhecimentos e
habilidades especializadas para seu desenvolvimento, produgao e avaliacdao. Os biomédicos
desempenham, desta forma, um papel fundamental, contribuindo com sua experiéncia em
areas como biologia molecular, imunologia e farmacologia para o desenvolvimento de
novas tecnologias de vacinas e aprimoramento das tecnologias existentes.

71 QUAL O FUTURO DAS DOENCAS NO MUNDO?

A vacinagao tem sido uma das maiores conquistas da medicina moderna, tendo
salvado milhdes de vidas e erradicado diversas doencas em todo o mundo. No entanto,
apesar dos grandes avangos, ainda ha muito a ser feito no campo da vacinagéao, e o futuro
promete trazer ainda mais inovacdes e melhorias. A pandemia da COVID-19 causada pelo
virus SARS-CoV-2 causou muitos danos a saude global. Por se tratar de um virus novo
para os humanos, e sem tratamentos ou vacinas especificas, medidas classicas, como
o isolamento social, foram tomadas para impedir sua propagacédo (44). A pandemia da
COVID-19 trouxe a tona a necessidade de desenvolver vacinas rapidamente para novos
patdégenos emergentes, e essa € uma area em que a biotecnologia pode desempenhar um
papel fundamental. Além disso, ha um esforco para expandir a imunizacdo para populagdes
que ainda ndo tém acesso as vacinas, como as populagdes rurais e pobres em paises em
desenvolvimento.

As tendéncias do futuro da vacinagao é o desenvolvimento de vacinas mais eficazes
e duradouras. A pesquisa em biotecnologia tem permitido a criacéo de vacinas que utilizam
novas tecnologias e mecanismos de a¢éo, como as vacinas de RNA mensageiro (mRNA) e
as vacinas de vetor viral (38). Essas novas tecnologias podem permitir o desenvolvimento
de vacinas mais seguras e eficazes, com maior duragédo da protecao contra as doencas.

A personalizacdo das vacinas € uma outra tendéncia futura, assim cada individuo
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tem uma resposta imunologica Unica, e as vacinas podem nao funcionar igualmente bem
para todas as pessoas (45). A pesquisa em gendmica e imunologia pode permitir a criagdo
de vacinas personalizadas, adaptadas as caracteristicas individuais de cada paciente.

A tecnologia também pode mudar a forma como as vacinas sdo administradas,
como foi 0 desenvolvimento das vacinas em spray nasal (46) ou em forma de adesivo (47),
podem tornar a vacinagdo mais conveniente e confortavel para as pessoas. Cada uma das
tecnologias apresentadas tem suas proprias vantagens e desvantagens, e a escolha da
tecnologia depende do tipo de virus ou patdgeno que se deseja proteger contra, bem como
de outros fatores, como a facilidade de producéo e a estabilidade da vacina.

A biotecnologia na produgéo de vacinas é promissora, com a possibilidade de novas
vacinas mais eficazes e duradouras, a expansédo da imunizagdo para novas doencas e
populacgdes, a personalizacédo das vacinas e a melhoria da forma como s&o administradas.
A vacinagédo continuara sendo um pilar fundamental da sadde publica global e uma das

maiores conquistas da medicina moderna.

CONCLUSAO

As vacinas s&o uma das intervencdes médicas mais eficazes para prevenir doengas
infecciosas. Novas tecnologias tém permitido o desenvolvimento de vacinas mais seguras
e eficazes, incluindo a utilizacédo de vetores virais, RNA mensageiro e DNA recombinante,
por exemplo. As vacinas séo vitais na prevengé@o de doencas infecciosas; para tanto, os
biomédicos desempenham um papel fundamental na pesquisa e desenvolvimento destes
imunizantes, desde a fase de testes em animais até aos ensaios clinicos em humanos.
Esses profissionais ajudam a garantir que as vacinas sejam seguras e eficazes por meio de
testes rigorosos e monitoramento pés-comercializagdo. A pandemia COVID-19 destacou a
importancia das vacinas e a necessidade de novas tecnologias para acdes mais rapidas e em
grande escala. Com a colaboracgéo entre cientistas, governos e organizag¢des internacionais,
observou-se o desenvolvimento de vérias vacinas eficazes contra a COVID-19 em um
curto espaco de tempo. As revisdes bibliograficas, como a apresentada neste capitulo, séo
ferramentas valiosas para os pesquisadores, permitindo que eles avaliem e interpretem
criticamente a literatura existente, fornecendo informacgdes importantes para pesquisas
futuras. Portanto, este material levantado deve ser considerado uma parte essencial do

processo de pesquisa cientifica.
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