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Em que época vivemos! A ciéncia avanca em grande velocidade. A tecnologia oferece
novos materiais, produtos, servicos, processos. Alguns em fase ainda experimental, outros
em pleno uso. Tecnologias poderosas, como a engenharia genética, que permitem mani-
pular os codigos genéticos de qualquer espécie, sao instrumentos capazes de intervir na
natureza de forma dramatica. Clonagens ja sdo possiveis em grandes animais e, possi-
velmente, em humanos. Organismos geneticamente modificados sao amplamente produ-
zidos e constituem matéria-prima para o processamento de alimentos em larga escala.
Materiais nanoparticulados apresentam propriedades fisico-quimicas completamente
diferentes das dos materiais que lhes dao origem e também ja sao amplamente utiliza-
dos, principalmente nas areas farmacéutica, cosmética e de alimentos. Células-tronco,
com poder de diferenciacao celular, trazem perspectivas de terapias inéditas para males
que ndo contam com alternativas terapéuticas, mas apresentam, além de sérios proble-
mas técnicos, questdes éticas, morais e religiosas. A biotecnologia e o armazenamento e
processamento de informagdes por meio eletrénico confirmam a nova onda tecnologica
que provoca uma verdadeira revolucao; mudam processos produtivos, profissdes, orga-
nizagoes, instituicoes, sistemas de controle, gestao de empresas e do Estado. Muitos e
grandes interesses estao em jogo.

Toda essa realidade reivindica sistemas bem estruturados e qualificados de regulacao dos
riscos por meio de instituicdes publicas. Ao contrario do que se pode pensar, é neces-
sario um Estado forte, com politicas transparentes e voltadas a protecdo da vida e do
ambiente; que tenha como missao a protecao dos setores mais expostos a fatores de risco
e os mais vulneraveis. Tais sistemas sdo incompativeis com rupturas na ordem democra-
tica e exigem o funcionamento pleno do Estado de Direito, no qual as normas e as acoes
de justica nao sejam manipuladas pelos grandes investidores.

Entretanto, em contraste com a dinamicidade dos avancos cientificos e tecnologicos e a
necessidade de aprimorar o conhecimento e o gerenciamento dos riscos ja conhecidos,
vivemos no Brasil mais uma ruptura da ordem democratica e a decadéncia do Estado de
Direito. Ahegemonia de uma narrativa que nomeia a crise econdémica como o principal pro-
blema e a austeridade fiscal como Unico remédio elide a crise politica e o questionamento
do remédio adotado, o que significa que o Estado ndo pode gastar em politicas de amplo
espectro social, como a salde puUblica, a educacéo e a previdéncia social. Os recursos para
pesquisa e inovacdo também sdo reduzidos drasticamente. Neste contexto, a estrutura
de todo o setor de regulacao sanitaria também se fragiliza. Nao ha como acompanhar as
demandas da vigilancia sanitaria e dar eficacia as medidas de protecao da salde.

A historia ja nos ensinou que cada nova tecnologia traz novos riscos e, portanto, que
devemos investir na producao de conhecimento dos efeitos nocivos da producao, uso ou
consumo destes materiais, produtos, servicos e processos. Mas a dinamica da sociedade
capitalista nao espera. O uso amplo destas novas tecnologias antecede o conhecimento
mais esclarecido sobre os potenciais danos a satde dos individuos, das coletividades e ao
ambiente. E o desafio da avaliacao e do gerenciamento dos riscos destas novas tecnologias
segue em ritmo lento, ao sabor das instabilidades politicas e econémicas. Mesmo tecno-
logias ja bastante conhecidas, como os agrotoxicos ou os medicamentos, ainda nao tém
controle sanitario razoavel. Em geral, sao abusivamente utilizadas, em especial no Bra-
sil. Embora ainda nao tenhamos avaliagdes mais precisas, sabemos que as consequéncias
desse uso abusivo e inadequado sao alarmantes. O controle sanitario destas tecnologias
que ja conhecemos ainda é um desafio.
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Esta Revista continua perseverante em sua missao de identificar
e divulgar conhecimentos sobre novas e velhas tecnologias e seus
impactos sobre a salde da coletividade. Este nimero contém
artigos de revisao relacionados aos desafios da ciéncia regulato-
ria - sistemas microfisioldgicos; novas tecnologias - emprego de
células-tronco; analise de riscos pelo método Hazop; e residuos
de antibiodticos veterinarios em produtos de origem animal. Tem
artigos sobre controle de medicamentos - interacoes farmaco-
logicas, resisténcia bacteriana e ambiente, riscos das terapias
multidrogas para HIV/TB, qualidade da heparina; dilemas da
organizacao do sistema nacional de vigilancia sanitaria - recursos

Lucchese G  Editorial

humanos; reprocessamento de materiais em servicos de salde; e
metodologia de analise de alimentos - vitamina A.

Como entendemos que nao ha sentido na existéncia de tecnolo-
gias inovadoras com risco avaliado e regulado se a populacao nao
tiver acesso a elas, trazemos o debate a respeito da dificuldade
dos sistemas de salide e da imensa maioria da populagdo mundial
em ter acesso a medicamentos novos, as vezes, as Unicas alter-
nativas farmacoldgicas para algumas doencas.

Boa leitura.

Conflito de Interesse

Os autores informam n&o haver qualquer potencial conflito de interesse com pares e instituicdes, politicos ou financeiros deste estudo.
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ABSTRACT

Pope Francis’ Encyclical Laudato Si’, albeit not explicitly, has drawn attention worldwide
to the access to medicines as a fundamental human right, as it raises awareness about the
current situation of the world and the poor. The reflections set forward by the Encyclical
Laudato Si’ bring us to the intersections between trade and health care, and how to
correctly frame the need for innovation, affordable and accessible health technologies
to those in need and how to reach the poorest of the poor. The issues of how to provide
access, promote innovation, stimulate reasonable competitive market forces and ensure
viable supply are central to the question of how to address Universal Human Rights. Also
in this context, intellectual property has gained particular significance with increased
attention to new essential medicines for the treatment of diseases of global incidence,
including communicable and non-communicable diseases. This article intends to bring
elements for a reflection on the debate on universal access to medicines.

KEYWORDS: Essential Medicines; Access to Medicines; Human Rights

RESUMO

A Enciclica Laudato Si’ do Papa Francisco, ainda que nado explicitamente, chamou a
atencao mundial para o acesso aos medicamentos como um direito humano fundamental,
quando conscientiza sobre a situacao atual do mundo e dos pobres. As reflexdes propostas
pela Enciclica Laudato Si’ nos trazem as intersecdes entre o comércio e a salde, como
enquadrar corretamente a necessidade de ter tecnologias de salde inovadoras, acessiveis
aos necessitados e como alcancar os mais pobres dos pobres. As questoes sobre maneiras
de fornecer acesso, promover inovacao, estimular forcas de mercado competitivas
razoaveis e assegurar fornecimento viavel sdo centrais para a questao de como abordar
os Direitos Humanos Universais. Também neste contexto, a propriedade intelectual
ganhou particular importancia com maior atencao a novos medicamentos essenciais
para o tratamento de doencas de incidéncia global, tanto as transmissiveis como as nao
transmissiveis. Este artigo pretende trazer elementos de reflexao para o debate sobre o
acesso universal a medicamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Medicamentos Essenciais; Acesso a Medicamentos; Direitos Humanos
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INTRODUCTION

Pope Francis’ Encyclical Laudato Si’' stands out by a critique of
consumerism and irresponsible development, besides making a
plea for change and global unification of actions to combat social
inequality and environmental degradation. While underscoring
the importance of scientific development as a way to increase
the welfare of people?, we realize that the incorporation of mod-
ern technologies has not been integrated with the enhancement
of the concepts of human rights. Rather, trade has been priority
over public health and access to medicines?.

In fact, the issues of how to provide access, promote innovation,
stimulate reasonable competitive market forces and ensure via-
ble supply are central to the question of how to address Univer-
sal Human Rights, particularly the primary goal of ensuring the
right of all to enjoy life and liberty fully. In spite of all efforts
and promising results from the Millennium Development Goals,
millions have been left behind, and the Member States have
agreed on the Sustainable Development Goals targeting the year
2030*3. Recently, the United Nations Secretary-General has con-
vened a High-Level Panel on Access to Medicines, “to review and
assess proposals and recommend solutions for remedying the
policy incoherence between the justifiable rights of inventors,
international human rights law, trade rules and public health in
the context of health technologies”*.

The HLP Report?, recently issued, clearly addresses crucial rec-
ommendations to guide research and development (R&D) of
health technologies and access, stressing that today barriers
constrain both rich and poor countries. Undue political and eco-
nomic pressure on trade agreements hampering the use of the
flexibilities belong to the World Trade Organization TRIPS Agree-
ment is strongly criticized whereas the current intellectual prop-
erty (IP) system has divergent visions on this Report. This article
aims to make a reflection on access to medicines, highlighting
synergies with Laudato Si’.

DISCUSSION

Barriers to access to medicines

Despite all progress in health care, there still are disabling
inequalities in access to medicines and health services and bil-
lions of people live without access to the necessary health prod-
ucts. There is also an awareness that access to medicines is a
broad issue that affects people and health systems worldwide®.

Barriers to access to medicines have different roots, but they are
deeply interrelated, such as global R&D and production with a
focus on potentially more profitable products; intellectual prop-
erty system plus multilateral and bilateral trade agreements
interest conflicts.

The current R&D system of new medicines does not adequately
meet the needs of the majority of the world’s population®’.
Such needs include affordable medicines for diseases with
global incidence, new treatments for neglected diseases, new

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

antimicrobials and other essential medicines for conditions that
disproportionally affect the poor.

IP has gained particular significance with increased attention to new
essential medicines for the treatment of diseases of global inci-
dence, including communicable and non-communicable diseases.

New monopoly medicines, like those for Hepatitis C or Cancer,
are being launched at unaffordable prices, bringing health systems
near collapse whenever new technologies are made available.

Effective tools for global governance are required to
generate medical R&D as a global public good, based on the
understanding that a politically and financially sustainable
system will require both fair contributions from all, and
fair benefit-sharing for allé.

Lessons from Laudato Si’ and other teachings of Pope Francis

Contemporary issues such as access to medicines, pollution, cli-
mate change or global equality are confronted with weak polit-
ical responses and submit politics to technology and finance'.
Nonetheless, Technology has remedied countless evils which
used to harm and limit human beings. How can we not feel grat-
itude and appreciation for this progress, especially in the fields
of medicine, engineering, and communications? How could we
not acknowledge the work of many scientists and engineers who
have provided alternatives to make development sustainable?".

As stated in Laudato Si’, “Politics and economy tend to blame
each other when it comes to poverty and environmental degra-
dation. It is hoped that they can acknowledge their own mistakes
and find forms of interaction directed to the common good”".

Pope Francis has drawn attention to the full exercise of human
dignity and the cruel consequences of a globalized economy.
Based on the Pope thoughts we can conclude that he is challeng-
ing us to reflect on the development of nations and of health
care, through a discussion on trade agreements and access to
medicines. The purpose of this discussion could be to claim that
certain health issues, including the elimination of specific dis-
eases, require urgent political attention, above and beyond all
other commercial or political interests®®.

The Encyclical Letter points to the “intimate relationship
between the poor and the fragility of the planet, the convic-
tion that everything in the world is connected, the critique of
new paradigms and forms of power derived from technology, the
call to seek other ways of understanding the economy and prog-
ress, the value proper to each creature, the human meaning of
ecology, the need for forthright and honest debate, the serious
responsibility of international and local policy, the throwaway
culture and the proposal of a new lifestyle”".

As known: “science and technology are not neutral”, but it is
our moral obligation to seek, fight and build a better future
for those behind us and for the generations we will deliver to.

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):3-6 | 4
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We need to recover the expectations that initiatives like these
awake in humanity. “There is also the fact that people no lon-
ger seem to believe in a happy future; they no longer have blind
trust in a better tomorrow based on the present state of the
world and our technical abilities. There is a growing awareness
that scientific and technological progress cannot be equated
with the progress of humanity and history, a growing sense that
the way to a better future lies elsewhere [...]"".

The Encyclical Laudato Si’ and other teachings of Pope Fran-
cis emphasized some main pillars to encourage a more effec-
tive global AIDS response. According to Pope Francis, “caring for
our common home, and for all people who live on this earth,
requires not just an economic and technological revolution, but
also a cultural and spiritual revolution - a profoundly different
way of living the relationship between people and the environ-
ment, a new way of ordering the global economy”.

Pope Francis insists on the urgency of changing our sense of prog-
ress, our management of the economy, and our lifestyle™.

The report of the United Nations Secretary-General’s High-Level
Panel on Access to Medicines mentions in its preface that in spite
of our scientific knowledge, many people and communities in
need are neglected due to diverse reasons. Availability, afford-
ability and adaptation to specific settings and patient categories
remain problematic. Recommendations from the Report aim to
address TRIPS Flexibilities and eliminate TRIPS-plus provisions,
to deal with publicly-funded research, with innovation, with gov-
ernance and with transparency in all the innovation chain“.

As the UN Secretary-General has stated during the transition
from the Millennium Development Goals to the Sustainable
Development Goals and 2030 Agenda, if the goal is to leave no
one behind, concrete and actionable steps must be enforced by
all stakeholders, including governments, policy-makers, business
leaders, international organizations and civil society in a world-
wide mobilization for improving health and well-being for all.

Yet, as per the Laudato Si’, “the principle of the maximization of
profits, frequently isolated from other considerations, reflects a
misunderstanding of the very concept of economy”’.

Human dignity, human rights and the way forward

Even if Pope Francis’s Encyclical does not specifically mention
medicines, it truly talks about technology and challenging situa-
tions directly related to areas of health. The reflections set for-
ward by Laudato Si’ lead us to realize the connections that exist
between trade and health. They also give us elements to cor-
rectly frame the need for having innovation in medicines afford-
able and accessible to those in need. The concern for the poorest
of the society is also a fundamental point from the Encyclical
that can guide this change in health-trade relationships.

Certainly, not with the State-assured more than 20 years of monop-
olies and prices set up by the industry with no concern for the
consequences, especially making new products unavailable for the
poor. After all, “the rich and the poor have equal dignity [...]"".

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Access to medicines is a complex and multidimensional issue
involving public health, social justice and international human
rights obligations. Access to medicines’ gap is a paradigm show-
ing how economics and trade rules conflict with human rights,
including the right to life, health and development'.

According to the Encyclical Letter Laudato Si’, “the technocratic
paradigm tends to dominate economic and political life”'. At the
same time, it is recognized that by itself, the market cannot
guarantee integral human development and social inclusion. The
discussion related to trade and health and the balance between
innovation and public health addressing the need to ensure
access to medicines as part of the human right to health has
been a long battle.

To ensure human dignity and policies having a human rights
approach at the core, we need to face and remove barriers, such
as intellectual property, monopolies and oligopolies, unafford-
ability and particularly overwhelming and unacceptable human
greed. If we are to really build a better world and a better future
for our next generations, we must remedy or correct the mis-
alignments and policy incoherence between the individual and
corporate rights of inventors, innovators or manufacturers and
the human rights of humankind, discussing trade and health in
the context of public health and access to technologies as a right
linked to health and life.

In fact, Laudato Si’ stresses “the urgent need for a radical change
in the conduct of humanity”. Based on the text, we can affirm that
it suggests an ethical foundation for the change. Then, the text
gives us a caution: “the most extraordinary scientific advances,
the most amazing technical abilities, the most astonishing eco-
nomic growth, unless they are accompanied by authentic social
and moral progress, will definitely turn against men”!.

For the reasons discussed, we urge further action and we
acknowledge Laudato Si’ as a bridge towards ensuring access to
medicines with a human rights approach at the core.

In spite of all efforts and promising results from the MDG, mil-
lions have been left behind and Member States have agreed on
the SDG targeting the year 2030*'2. This commitment has repeat-
edly been stressed by Pope Francis, when he mentions that “The
future demands of us critical and global decisions in the face of
worldwide conflicts which increase the number of the excluded
and those in need”".

CONCLUSIONS

Although not explicitly mentioning access to medicines, the scope
contained in Laudato Si’ addresses reflections that aim to crit-
icize irresponsible development, at the same time highlighting
the need for innovation and modern technologies to the bene-
fit of humankind. These possibilities can be interpreted as a very
strong message of a human rights approach while urging a pledge
for equity, universality and integrality. Therefore, the Encyclical
brings us on a link to the shift from the Millennium Development
Goals to the 2030 Agenda for Sustainable Development.

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):3-6 | 5
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Additionally, we understand that the recommendations derived
from the UNSG HLP Report, as moving to remedy the policy inco-
herence between individual rights and collective rights, eliminat-
ing barriers and pledging to leave no one behind, are completely
aligned with the progress conceived on health care worldwide.

As mentioned before, effective tools for ensuring adequate
global governance are necessary to seek the balance between
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RESUMO

Introducdo: O presente estudo descreve a aplicacdo da ferramenta de gerenciamento
de riscos Analise de Modo e Efeito de Falha (Failure Mode Effects Analysis - FMEA) a
uma pesquisa clinica que estabelecera um tratamento de individuos simultaneamente
infectados por HIV e tuberculose. Objetivo: Demonstrar a importancia da analise de riscos
associada aos protocolos de estudos clinicos na salvaguarda do participante e dos dados do
estudo, e como padrao de qualidade do estudo. Método: Os procedimentos demandados
na execucdo do protocolo clinico e os potenciais modos de falha a eles associados foram
estipulados com base na programacao de visitas do participante ao centro do estudo. Os
modos de falha foram valorados entre 1 e 10 de acordo com: Gravidade, Ocorréncia e
Detectabilidade, calculando-se o Nimero de Prioridade de Risco (NPR) pela multiplicacao
dos trés valores. Resultados: Num painel de 25 procedimentos e 60 modos de falha,
50% resultaram em NPR > 120; seis deles contendo mais de cinco modos de falha. Os
maiores riscos foram associados a estratégia DOT (NPR 294), a coleta de sangue (NPR
288), ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (NPR 270) e a coletas de dados
do participante (NPR 240). Conclusdes: Os resultados demonstraram a importancia da
FMEA como instrumento de avaliacdo de riscos em estudos clinicos, alinhando-se com
recomendacdes de 6rgaos normalizadores internacionais.

PALAVRAS-CHAVE: Pesquisa Clinica; Gerenciamento de Risco; FMEA

ABSTRACT

Introduction: This study describes the application of the Failure Mode and Effects Analysis
(FMEA) as a tool for risk management during clinical research to establish the treatment
of patients simultaneously infected with HIV and tuberculosis. Objective: To demonstrate
the importance of risk analysis associated with clinical trial protocols in safeguarding
the participant and study data, and as a study’s quality standard. Method: Procedures
demanded by the clinical protocol were detailed and then associated with failure modes
based on the programmed visits of the participant to the study center. The failure modes
were rated between 1 and 10 according to: Severity, Occurrence and Detectability, and
the Risk Priority Number (RPN) was calculated by multiplying the three values. Results:
In a panel of 25 procedures and 60 failure modes, 50% resulted in RPN > 120; six of
which contained more than five failure modes. The highest risks were associated with
the DOT strategy (RPN 294), blood collection (RPN 288), the Informed Consent Term (RPN
270) and participant data collection (RPN 240). Conclusions: The results demonstrate
the importance of FMEA as a tool to assess risks in clinical studies, in line with the
recommendations of international standardization organizations.

KEYWORDS: Clinical Research; Risk Management; FMEA
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INTRODUCAO

0O estudo clinico constitui a base da medicina baseada em
evidéncias'. Para promover um ensaio clinico com sucesso, €
necessario constituir uma equipe multidisciplinar composta
por profissionais devidamente especializados, com suas fun-
coes e deveres bem estabelecidos. Esta equipe deve integrar
médicos, farmacéuticos, enfermeiros e pessoal administra-
tivo, que sao pecas-chave para a boa condugao de um estudo
clinico*?, de acordo com as diretrizes internacionais da IV
Conferéncia Pan-Americana para Harmonizacdo da SaUde*. As
metas do estudo devem ser integradas e coordenadas para
convergir ao objetivo maior representado pelo estabeleci-
mento da nova terapia, aliado a agregacao de valor de mer-
cado ao produto ou tratamento desenvolvido®, sem negligen-
ciar aspectos éticos ligados a participacdo dos voluntarios e
aos projetos de pesquisa.

Ao se estabelecerem como pratica no Brasil, os ensaios clini-
cos atenderam as recomendacdes apresentadas na Conferéncia
Internacional de Harmonizacao de Boas Praticas Clinicas® e no
Documento das Américas’, adotando suas atualizacbes periodi-
cas. O carater técnico dos projetos de pesquisa clinica é avaliado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)®®.

Segundo o estabelecido pela normativa atualmente vigente no
pais (Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Con-
selho Nacional de Salde do Ministério da Saude e complemen-
tares), estudos clinicos envolvendo seres humanos devem ser
avaliados pelo sistema Comités de Etica em Pesquisa-Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CEP-CONEP). Neste sistema, as
avaliagoes iniciais ficam a cargo dos CEP institucionais e, con-
forme aplicavel, pela CONEP. Assim, a conduta ética é assegu-
rada pela aprovacédo prévia dos protocolos pelas autoridades
éticas™ que, ao considerar o envolvimento de seres humanos,
tém a funcdo de salvaguardar os direitos, a seguranca, e o
bem-estar dos participantes da pesquisa®. Nesta avaliacao, as
autoridades consideram, basicamente, o protocolo proposto
e documentacdo complementar para a pesquisa, cuja condu-
cao adequada esta estritamente relacionada ao sucesso do um
estudo clinico.

A equipe de pesquisadores, médicos e técnicos responsaveis
e os patrocinadores do estudo, ao lidarem direta ou indire-
tamente com os sujeitos do estudo, devem pautar suas acoes
em dois fundamentos: a protecao dos direitos dos participan-
tes e a garantia da seguranca e confidencialidade dos dados
gerados durante os processos de coleta, registro e trata-
mento estatistico. Parametros éticos regem primordialmente
a seguranca dos participantes e a confidencialidade de suas
informacdes, enquanto que a adequacgéo a critérios técnico-
-regulatorios de qualidade e validacao cientifica estdo mais
relacionados ao segundo''. Entretanto, é de suma importan-
cia destacar que as Oticas ética e regulatorias sao comple-
mentares e indissociaveis, formando um binémio fundamen-
tal para a boa conducédo de pesquisas clinicas, em todos os
seus aspectos.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Considerando-se a tendéncia de rapido crescimento da pes-
quisa clinica em paises como o Brasil'"'?, a abordagem dos
riscos aplicada aos estudos vem crescendo em importancia®.
Orgaos internacionais e pesquisadores tém chamado a atencao
para a necessidade de uma gestao efetiva deste processo', nao
apenas para evitar a exposicao a riscos, e mesmo a lesao dos
participantes da pesquisa (causados por eventual ineficiéncia
da estrutura ou mesmo das equipes), mas também para forta-
lecer a qualidade do gerenciamento do projeto®'®. Esta preocu-
pacéo esta refletida nas atualizacdes recentes do Guia de Boas
Praticas Clinicas do International Conference of Harmonisation
(ICH), alcancando os estudos realizados no Brasil, visto que o
pais passou a integrar o ICH no final de 2016. Ao fazer parte
de um complexo desenvolvimento farmacéutico, a gestao orga-
nizacional das multiplas atividades exige um gerenciamento
integrado e robusto'® que garanta a eficiéncia da aplicacdo dos
recursos financeiros no estudo. Este é também motivo impe-
rioso na demanda pela abordagem com minimas falhas e erros
de previsao.

Durante um ensaio clinico, as questdes de seguranca relativas
ao voluntario, assim como a equipe multiprofissional de salde,
podem ser transpostas ou prontamente adaptadas a partir das
rotinas supramencionadas, de atendimento médico e assis-
téncia farmacéutica ja estabelecidos nos centros, ja que, em
esséncia, nao diferem quanto a natureza das atividades. Nesses
casos, os ganhos na seguranca dos participantes das pesquisas,
proporcionados por variadas e oportunas analises de risco aplica-
das aos cuidados médicos tém sido reportados regularmente na
literatura17:18:19,

A adocdo de técnicas de monitoramento eficazes associadas a
ensaios clinicos, num cendrio de crescente preocupacao geral
com servicos médicos seguros e o bem-estar do paciente aliada
a pressao de instancias reguladoras, veem produzindo uma onda
de apoio a Monitoria Baseada em Risco (Risk Based Monitoring
- RBM)®, Esta abordagem tem como objetivo desenvolver as
melhores estratégias para a realizacdo de atividades relaciona-
das ao estudo clinico dentro do centro de pesquisa. De maneira
artificial, podem-se equacionar dois momentos relevantes para a
abordagem de riscos num estudo clinico:

» Riscos no desenho do protocolo clinico: relacionados a
capacidade de previsao e planejamento dos pesquisadores
envolvidos no estudo clinico, como: (i) previsdes impre-
cisas de eventos relacionados com a seguranga, como,
por exemplo: a toxicidade relacionada de um farmaco em
teste, que pode levar a danos graves ao participante e a
terminacao prematura dos estudos; (ii) previsdes impreci-
sas da capacidades de recrutamento, que podem acarretar
um estudo nao informativo; (iii) estimativa imprecisa da
diferenca no alcance da terapia proposta ou algum efeito
entre as intervencoes do estudo (um efeito superestimado
pode levar a uma subestimacao no tamanho da amos-
tra necessaria para se obter uma inferéncia estatistica-
mente valida?' ou um efeito subestimado pode levar ao
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recrutamento excessivo e, portanto, a exposicao desne-
cessaria dos voluntarios aos riscos)'.

« Riscos na execucao do protocolo clinico: relacionados com a
dindmica do monitoramento do estudo, demandando esfor-
¢os para mitigar riscos existentes durante a conducao dos
procedimentos clinicos. Ao balizar as atividades do estudo
mediante o referencial do protocolo de pesquisa e avaliar
a pertinéncia de agdes adicionais (por exemplo: treina-
mento de investigadores clinicos e da equipe, esclareci-
mento dos requisitos do protocolo etc.), o monitoramento
passa a constituir uma ferramenta de controle do processo.
Levando isso em especial consideracao, reforca-se a ideia
de este ser o contexto mais adequado para avaliar riscos,
ja que os seus resultados sao essenciais para garantir a pro-
tecao dos individuos e a qualidade dos dados nos locais?.

O presente estudo insere-se no contexto da gestao de riscos ao
protocolo de um estudo clinico em curso, cujo alvo é estabele-
cer uma terapia com medicamentos antirretrovirais (ARV) em
pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV) e tuberculose. Este estudo, assim como a proposta de
avaliacao de riscos associado ao seu protocolo clinico, foram
realizados no Laboratorio de Pesquisa Clinica em Micobacterio-
ses (Lapclin-TB) do Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI), Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro.
O objetivo foi aportar instrumentos para reforcar a manuten-
cdo do padrdao de qualidade durante este estudo especifico,
como meio de salvaguardar a seguranca clinica do participante
da pesquisa e, também, dos dados do estudo. Os numeros
crescentes de estudos clinicos gerenciados pelo Lapclin-TB,
assim como a complexidade envolvida na gestao da qualidade
durante os procedimentos clinicos e laboratoriais durante sua
execucdo, justificam buscar meios de minorar as possiveis
falhas e criar rotinas mais seguras. Para alcancar tal objetivo,
um conjunto de procedimentos do protocolo clinico foi modu-
lado como um processo, em cujas etapas de execucao foi apli-
cada a Analise de Modo e Efeito de Falha (Failure Mode Effects
Analysis - FMEA) para estabelecer e destacar os potenciais ris-
cos associados aos procedimentos que compdem esse processo.

METODO

O projeto de pesquisa avaliado neste estudo envolve o pro-
cesso de administracao de medicamento aos participantes da
pesquisa, e também da cadeia completa de procedimentos ao
longo das suas visitas clinicas, conforme designados no pro-
tocolo do estudo. O estudo multidisciplinar esta em curso no
Ambulatério de Tuberculose do Lapclin-TB do INI da Fiocruz no
Rio de Janeiro. Neste setor estao sendo realizadas as visitas de
um estudo para avaliar a farmacocinética de um medicamento
tuberculostatico, quando aumentadas as doses dos ARV-1/
ARV-2 (combinacao de antirretrovirais selecionada para teste)
em pacientes com HIV e tuberculose. Com seus termos protegi-
dos pela confidencialidade, o estudo em pauta atende todas as
aprovacoes ético-regulatdrias aplicaveis, sendo registrado no
site ClinicalTrials.gov.
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A ferramenta escolhida foi a FMEA, por ser esta uma ferra-
menta estruturada, com flexibilidade de utilizacao em pro-
cessos estruturados por encadeamento de etapas?. Trata-se
de uma ferramenta qualitativa de avaliacao de riscos que
fornece resultados comparaveis entre si, permitindo subsidiar
decisoes e aperfeicoar o processo em andamento, com base
na mitigacdo dos riscos**. O mapeamento dos riscos teve por
base o Documento das Américas (publicacdo da Organizacao
Pan-Americana da Saude que dispde sobre Boas Praticas Clini-
cas). O referencial tedrico foi o guia tripartite harmonizado
pelo International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) sobre
Gerenciamento de Risco ICH Q9 e sua versao atualizada (ICH
E6(R2) de 2016)'%%5.

0 desenvolvimento metodologico envolveu trés abordagens
integradas. Primeiramente, todos os processos do protocolo do
estudo envolvendo o participante da pesquisa foram estabele-
cidos dentro de um fluxograma, cujo objetivo foi demostrar o
encadeamento de etapas idealizadas como base de analise de
riscos. Para tal, foram utilizadas como evento orientador e prin-
cipal perspectiva de risco, as visitas protocolares dos participan-
tes ao ambulatorio.

Em seguida, a construcao da FMEA caracterizada para o caso
em estudo teve base nas trés matrizes de critérios de abor-
dagem das falhas: Gravidade, Ocorréncia (frequéncia) e
Detectabilidade (possibilidade de ser detectada). Dentro de
cada critério, as falhas sdao equacionadas e valoradas segundo
pontuacao entre 1 e 10. Para a Gravidade da falha, o valor
1 representa um risco indcuo e o valor 10 pode significar
lesdo ao participante ou mesmo o seu Obito. Na escala de
Ocorréncia, quanto mais o valor se aproxima de 10, maior
a possibilidade de ocorrer o modo de falha. De tendéncia
inversa, o valor 1 para Detectabilidade representa a maior
probabilidade de se detectar a causa e/ou modo de falha
antes ou durante a realizacao do procedimento e o valor 10
corresponde a impossibilidade de sua detecgdo no processo.
A caracterizacao da FMEA esta apresentada na Tabela 1. Este
processo foi realizado em sessdées de brainstorming com a
equipe de profissionais envolvida no estudo: duas coordena-
doras, uma médica, uma farmacéutica, duas enfermeiras e
uma técnica de enfermagem.

Uma vez elaboradas essas matrizes, a ferramenta foi apli-
cada a cada procedimento estabelecido inicialmente. Isto
também envolveu a dinamica de brainstorming consensual
com a equipe, quando foram exaustivamente aventadas todas
as falhas passiveis de colocar cada procedimento em risco.
Foi calculado o Nimero de Prioridade do Risco (NPR) para
classificar cada modo de falha no caso em estudo, multipli-
cando entre si os trés valores obtidos (gravidade x ocorrén-
cia x deteccao), e cujo maximo é representado pelo valor
300. Para uma perspectiva do impacto pratico dos resultados,
foram classificadas faixas de valores relacionadas a riscos
baixos (NPR < 120), intermediarios (121 < NPR > 200) e altos
(NPR = 200).
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Tabela 1. Valoracao dos modos de falha segundo os critérios de Gravidade, Ocorréncia e Detectabilidade aplicados as visitas protocolares do

participante ao Centro do Estudo.

Critérios (niveis) para Gravidade da falha

indice

A falha afeta em nada (nenhum)
Possivel atraso no procedimento (menor)

Atraso no procedimento (baixo)

Provavel perda de dados e atraso no procedimento. Pode haver algum impacto regulatorio (baixo)

Certamente havera perda de dados e atraso no procedimento (moderado)

Possivel lesdo ao paciente, perda de dados e atraso no procedimento. Ha impacto regulatorio (alto)
Provavelmente ira lesar o paciente, perda de dados e atraso no procedimento. Ha impacto regulatério (alto)
Lesao ao paciente, perda de dados e atraso no procedimento. Ha alto impacto regulatério (alto)

0 modo de falha potencial afeta a seguranca do participante na operacdo e/ou gera nao conformidades regulatorias. O procedimento
deve ser interrompido até novas acdes para eliminar os perigos. Danos sérios ao participante (alto)

Obito do paciente

1

0 N o0 U A W N

10

Escala de Ocorréncia (frequéncia) da falha

indice

Improvavel

Nao provavel, remoto

N&o comum, mas pode acontecer

Menos de uma vez em dez procedimentos
Menos de uma vez a cada quatro procedimentos
Menos de uma vez a cada dois procedimentos
Mais de uma vez a cada dois procedimentos

A maioria do tempo

Quase continuo

Constante, continuo

0 N OO0 U A W N =

-
o Y

Escala para Detectabilidade da falha

indice

Quase certeza de deteccao

Muito alta a chance de deteccao

Alta a chance de deteccao

Moderada a alta a chance de deteccao
Moderada chance de deteccao

Baixa chance de deteccao

Muito baixa a chance de deteccao
Remota a chance de deteccao

Muito remota a chance de deteccao

Nenhuma chance de deteccao

O 00 N o0 U AW N

-
o

RESULTADOS

A aplicacao da FMEA ao conjunto de procedimentos contidos no
protocolo do estudo, com referéncia as visitas do participante ao
centro de estudo, esta resumida na Tabela 2, na qual a primeira
coluna apresenta os 25 procedimentos distintos executados neste
estudo (segundo encadeamento cronologico), conforme desdo-
brados em 60 modos de falhas (numerados na segunda coluna da
Tabela 2). A abordagem dos modos de falha pela FMEA no caso do
estudo clinico em foco permitiu: (i) mapear as falhas potenciais
dentro dos processos nos quais o paciente participa, (ii) identifi-
car as possiveis causas e probabilidade de ocorréncia para cada
modo de falha, (iii) balizar a severidade no caso de ocorréncia da
falha e (iiii) avaliar o sistema de deteccao das falhas. No geral,
dos 60 modos de falhas tabelados, 10 resultaram em NPR acima
de 200 (17%) e 19 ficaram entre 120-200 (32%) (Figura).

Uma visualizacdo comparativa dos resultados esta apresentada
na Figura, que também inclui uma rapida abordagem sobre a
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distribuicao e variabilidade dos dados obtidos, representados
pelos valores dos NPR resultantes para cada modo de falha.

A distribuicao dos valores obtidos para NPR foram plotados em
um grafico Box-Plot (inserido na Figura), no qual se visualiza
a mediana (linha central) e os quartis. A metade dos modos
de falha com NPR mais altos (acima da mediana de 108) com-
preendeu a variacao mais alta do conjunto de dados, numa
razao de 2:1 comparativamente a variacao dos NPR dos pro-
cedimentos abaixo da mediana. As etapas no quartil superior
abrangem 15 modos de falha relacionados aos maiores NPR, e
que também compreendem uma maior dispersdao dos dados,
produzindo também uma variagdo mais ampla no conjunto
deles, conforme alinhados de maneira decrescente na Figura.
Neste conjunto de valores, dez procedimentos com NPR > 200
(17% do total de procedimentos) seriam merecedores de maior
atencéao durante a execucao do estudo clinico, ja que incorpo-
ram maiores riscos.
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Tabela 2. Aplicacao da Analise do Modo e Efeito de Falha (FMEA) nas visitas programados no estudo clinico para estabelecer terapia em casos

de HIV-Tuberculose.

Etapa do processo’ Modo de falha potencial? G (0] D NPR Acdo preventiva
Visita de Triagem
1. N&o assinatura pelo médico 9 2 2 36 Intensificar o treinamento da equipe no protocolo
do estudo e nas Boas Praticas Clinicas. Checagem do
2. Nao assinatura pelo participante 9 2 2 36 coordenador a cada novo consentimento do paciente.
I. Aplicac@o do Termo de A . ith sria fi
Consentimento Livre e 3. Versao obsoleta aplicada 9 3 4 108 tualizar a planilha regulatoria requentementg.
Edbrecte Checagem do coordenador a cada novo consentimento
4 . 4 1 do paciente. Manter em separado
. Versao nao aprovada 9 3 08 as versoes obsoletas.
5. Processo de consentimento Pesquisar historico do médico na condugao de outros
. 10 3 9 270
comprometido protocolos (ABAC).
I Ggrant!a Qa 6. Confidencialidade revelada 6 3 3 54 Codlﬁcar o cqntrole randomllza_do do§ ;_)ac1entes.
confidencialidade Treinar a equipe em Boas Praticas Clinicas.
7. Procedimento executado 9 3 5 135 Criar checklist e modelos-padréo para alertar
IIl. Avaliacdo da histéria  inadequadamente ou nao realizado o médico em suas aces. Treinar os médicos no
médica 8. Transcricao incompleta da protocolo e nos procedimentos
informacao no CRF 9 4 > 180 antes de iniciar o estudo.
9. Procedimento executado Atuah_zar a pl'amlha de controle 'dos equipamentos de
s inadequadamente ou nao realizado 9 3 5 135 maneira periddica (por exemplo: semanal).
IV. Afericéo de peso, Treinar e atualizar a equipe de enfermagem.
altura e sinais vitais Intensificar trei "
10. Coleta errada de informacoes 10 3 8 240 eensiicar treinamento .
nos procedimentos laboratoriais.
b BEIRHED 11. Nao realizacdo do exame fisico 10 2 2 40 Treinamento da equipe.
completo
12. Realizado de maneira incorreta 9 4 8 288
13. Registro equivocado dos 9 4 8 288
resultados
14. Quantidade errada coletada 4 2 8 192 IntenSIﬁcz_:\r.tremamento nos procedimentos
laboratoriais.
15. Paqente nao pronto para os 6 4 2 48
procedimentos
j6. Ato de coleta de maneira 9 3 8 216
incorreta
17. Material de analise bioquimica Conferir estoque periodicamente. Organizar material
. 7 3 2 42 . o e .
vencido para disponibiliza-lo segundo o prazo de validade.
18. Infeccao do participante por Treinar os técnicos responsaveis para continua
ma;terial ’néo estpéril P P 9 3 5 135 conferéncia do material estéril x validade. Elaborar
VI. Coleta de sangue POP de coleta.
Intensificar treinamento nos procedimentos
19. Troca de tubos coletores 7 3 8 168 laboratoriais. Separar tubos por reagentes. Rotular
previamente a coleta. Elaborar POP.
20. Contaminacao de tubos coletores 7 3 8 168 Ter disponivel pipeta de reserva.
Reforgar o treinamento do técnico e a equipe de
21. Erros de pipetagem 6 4 8 192 enfermagem nos procedimentos do estudo. Usar uma
pipeta para cada visita.
22. Centrifugacao incorreta 7 4 8 224
23. Transporte da amostra incorreto 6 3 4 72 Reforcar o treinamento FIo técnico e a equipe de
enfermagem nos procedimentos do estudo.
24. Armazenamento inadequado da 6 4 3 72
amostra
< - Promover checklist, modelo com todas as informacoes
icitaca 28, [z (1w soll et e 9 3 2 54 ue os médicos devem usar para evoluir no
VII. Solicitacdo para solicitagdo incompleta d b P
inclusdo ou nao do prontuario.
participante 26. Exames nao realizados pelo Promover orientacao médica cuidadosa e designar
. 7 4 3 84 ¥ L. o
participante acompanhamento do participante ao laboratorio.
27. Nao avaliacdo dos critérios 8 2 2 32 Promoverlcl?ecklrst, modelo com todas'as lnformag:logs
que os médicos devem usar para evoluir no prontuario.
Vill. Avaliacao dos 28. Interpretacdo errénea dos
critérios de inclusao e t rerpretag 9 2 6 108
exclusdo do participante  <"'teT108 Treinar regularmente a equipe médica nos
procedimentos do estudo e reforco.
29. Corrupcao conflito de interesses 10 2 8 160
IX. DOT-telefdnico 30. DOT incompleto ou nao realizado 7 3 3 63 Promover double check e/ou duas pessoas realizarem

pela equipe

esta atividade.
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X. Janelas

XI. Omisséo de
informagdes clinicas
pelo participante

Xll. Medicacao
concomitante

XIIl. Dispensacao da
medicacao

XIV. Escalonamento

XV. Realizacao dos
exames de seguranca

XVI. Janela

XVII. Eventos adversos
graves

XVIIl. Adesao aos ARV
(contabilidade dos
comprimidos no frasco)

XIX. Coleta de sangue
para farmacocinética

XX. Transporte da
amostra para o exterior

XXI. Transporte
da amostra para
o laboratoério
internacional

Visita n° 1 e Escalonamento

31. Participante nao iniciar
medicacdo com os ARV de escolha
na consulta 1

32. Participante nao escalonar a
medicacdo na data correta

33. Nao descricao de doenca
concomitante existente ou de
novos eventos adversos que tenham
ocorrido desde o inicio do estudo

34. Participante fazendo uso de
medicacao proibida pelo protocolo

35. Nao investigacao sobre
medicacdo concomitante

36. Nao dispensacdo da medicacao
para o participante

37. Orientacéo incorreta sobre
administracdo da medicacao

38. Quantitativo dispensado
erradamente, entre uma visita
e outra

39. Dispensacao de medicamento
vencido ou proximo do vencimento

4. Nao escalonamento

41. Nao realizacdo dos exames

42. Perda da janela de 1-2 semanas
apos escalonamento

43. Nao monitoramento dos eventos
adversos graves

44. Nao adesao aos ARV

45. Participante nao trazer as
medicagbes para contabilizacao; ou
trazer incompleta

46. Falta de leito hospitalar para o
dia da farmacocinética

47. Participante nao cumpriu regime
de jejumde 12 h

48. Participante nao tomou a Ultima
medicacdo 12 h antes

49. Desvio da temperatura da
amostra coletada

50. Formularios preenchidos de
maneira incorreta

51. Pessoas nao delegadas realizando
a atividade

52. Amostra ndo chega ao seu destino

53. Amostra chega ao destino com
qualidade inadequada

54. Nao disponibilidade da amostra
em tempo habil

8 3
6 4
9 3
8 4
8 3
10 2
9 4
8 3
10 3
6 4
8 3
Visita n° 2
7 3
10 2
9 5
6 5
9 3
6 4
6 4
6 3
6 3
8 3
7 2
6 3
Visita n° 3
7 3

120

120

189

96

168

60

216

72

90

144

48

84

180

225

150

135

80

80

54

54

72

98

90

147

Treinar a equipe para aspectos especificos da
medicacao (informacdo que consta em formulario
especifico no Manual Operacional)

Treinar a equipe para aspectos especificos da
medicacao (informacdo que consta em formulario
especifico no Manual Operacional).

Utilizar DOT-telefonico.

Promover o bom relacionamento médico-participante.
Alertar no diario do participante (que o mantém

como posse) uma lista de possiveis eventos adversos
causados pela medicacdo, solicitando anotagoes feitas
por ele em sua casa.

Treinar a equipe para aspectos especificos da
medicacdo (informagéo que consta em formulario
especifico no Manual Operacional)

Treinar médico e disponibilizar uma lista de
medicamentos para consulta no momento do
atendimento.

Treinar o farmacéutico.

Treinar a equipe, estabelecer POP bem definido e
adotar planilhas de controle das medicacoes.

Atualizar o formulario a cada visita.

Checar a embalagem antes de entregar o
medicamento ao paciente.

Aperfeicoar a assisténcia farmacéutica. Alertar
médico para tornar simples e faceis as explicagoes.

Treinar regularmente a equipe médica nos
procedimentos do estudo e reforco.

Atualizar a planilha de controle das visitas. Confirmar
na véspera a consulta com o participante, fornecendo
as recomendagdes necessarias.

Treinar o médico.

Acompanhar o DOT com o participante, insistindo
sobre a importancia da medicacao tomada
corretamente.

Registrar no diario (cartdao DOT) a necessidade e
importancia da medicagdo tomada corretamente.

Reservar a sala com antecedéncia.

Contatar o participante na véspera, instando sobre
necessidade do jejum.

Contatar o participante na véspera, instando sobre
necessidade da medicacdo 12 h antes da consulta.

Criar formulario para registro de saida, chegada,
centrifugacdo e armazenamento da amostra.

Intensificar o treinamento nos procedimentos
laboratoriais.

Verificar continuamente o formulario de delegacoes e
as atividades atribuidas a cada profissional.

Preparar com antecedéncia a documentacao da
transportadora e do pesquisador. Aplicar checklist na
documentacao. Escolher transportadora idonea.

Aplicar checklist na documentacao do patrocinador
e do centro de estudo. Usar termometro de
monitoracdo preventiva junto com amostra.

Promover a rastreabilidade da amostra com a
transportadora.
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Visita n° 4
Atualizar a planilha de controle das visitas. Confirmar
XXII. Janela 55. Perda da janela de 3-5 semanas 7 3 4 84 na véspera a consulta com o participante, fornecendo
as recomendacdes necessarias.
56. Registro incorreto da tomada das - . .
e . Utilizar novos meios de se comunicar com o
medicacoes pelo Participante ou a 7 6 7 294 . A
_ > . participante (por exemplo: WhatsApp).
XXIIl. Adesao ao pessoa por ele escolhida
DOT-Plus .. . c = .
57. Participante informa erradamente Melhorar a comunicagao e a empatia com o
A 7 6 7 294 .
a farmacéutica ou durante a consulta participante.
XXIV. Adesao ao 58. Nio adesdo 9 5 4 180 Acompanhar o DOT, }nstando regularmente o
tratamento participante se medicar corretamente.
5 s = . < Manter constantemente a garantia da qualidade para
59. Néo inclusdo ou inclusao de . - .
. maneira incorreta 8 4 3 96 cumprir os prazos comprometidos para liberar os
?(XV' Incltisao das. dados para o patrocinador.
informacodes na ficha
clinica no CRF 60. Atraso na inclusio das 7 4 3 g4 Registrar na agenda (Google) a data limite para a

informagées na CRF

inclusao das informacoes.

' As etapas representam textualmente o fluxograma de procedimentos desenhado para as visitas durante o estudo clinico. O termo “janela” refere-se ao
intervalo entre as visitas. “Escalonamento” refere-se as transposicoes de doses de medicamentos previstas no protocolo do estudo. Durante as visitas 2,
3 e 4, diversas etapas sao repeticoes de procedimentos da visita 1 ou da visita anterior imediata; essas foram aqui suprimidas para evitar redundancia,
ja que nao influenciam o objetivo final, que é uma classificacao de riscos por procedimentos.

ZNa pratica, os modos de falhas foram desdobrados quanto as causas potenciais e mecanismo de ocorréncia de cada falha considerada individualmente

(dados nao mostrados).

G: gravidade; O: ocorréncia; D: deteccao; NPR: Nimero de Prioridade de Risco (G x O x D); CRF: Case Report Form; ARV: antirretrovirais; *ABAC: Anti-Bribery Anti-
Corruption (agao usual na indUstria farmacéutica para eliminar este risco especifico); POP: procedimento operacional padrao; DOT: Directly Observed Therapy.

Fonte: Elaboragao propria.

DISCUSSAO

No computo geral, as atividades com maiores riscos potenciais
comparativos (NPR > 200) e, portanto, destacadas como merece-
doras de maior atencao durante o estudo clinico foram: a adesao
pelo paciente aos medicamentos e a terapia pelo DOT-Plus, a
correcao no processo do TCLE, os registros adequados durante as
coletas de sangue e a afericao de peso e sinais vitais. O potencial
comprometimento no processo de aplicacao do TCLE resultou em
NPR 270, demonstrando a importancia de se efetuar este pro-
cedimento de maneira adequada. Essa preocupacao exarada da
analise da FMEA esta alinhada com as preocupacbes das Boas
Praticas Clinicas em torno da qualidade do processo de consen-
timento dos voluntarios para participagdo em uma pesquisa. O
comprometimento deste processo pode gerar impactos relevan-
tes no ambito da ética na conducao de tais pesquisas.

Os maiores potenciais de riscos resultaram para a etapa de ade-
sdo a estratégia DOT-Plus (procedimento da etapa XXIIl), que
envolve a participacdo direta de um membro da familia ou
voluntario encarregado de monitorar e registrar cada dose de
medicamento tomada pelo paciente. Os dois modos de falha
associados a esse procedimento resultaram em NPR 294: anotar
corretamente as tomadas da medicacao e o repasse de informa-
cao falsa ou errada ao responsavel. A estratégia DOT (Directly
Observed Therapy) é recomendada pela Organizacdo Mundial de
Saude? para melhorar a adesdo a terapia, sendo o DOT-Plus?’
adaptado para o presente estudo, porque permite a participacao
de familiares na supervisao do tratamento.

As etapas envolvendo coleta de sangue na visita de triagem (pro-
cedimento da etapa VI) e durante os testes farmacocinéticos
(procedimento da etapa XIX) possuem 13 e 6 modos de falhas,

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

respectivamente. No primeiro caso, os valores de NPR variam
entre 42 e 288, e no segundo caso, entre 54 e 135, revelando
diferencas qualitativas relevantes. Assim, multiplas origens de
potenciais falhas, associadas a uma mesma etapa, podem repre-
sentar diferentes potenciais de riscos, a depender do consenso
dos especialistas durante o processo de valoracao e geracao do
NPR. Adicionalmente, algumas operacées se repetem durante
diferentes visitas do participante, podendo gerar diferentes
valores de NPR. Por exemplo: a falha associada ao registro equi-
vocado dos resultados da coleta de sangue acarreta um alto risco
no inicio do estudo (NPR maximo = 288, falhas VI.12 e VI.13), mas
apenas moderado no estagio da farmacocinética (NPR maximo =
180, falha XIX.46). Ainda, o menor numero de modos de falhas
nao implica simplesmente em menor ou maior risco para deter-
minada etapa. Por exemplo: no processo estruturado por visitas,
existem seis etapas com apenas 1 modo de falha apontado (ll.6,
IX.30, XVI.42, XXII.55, XVII.43, XXI.55 e XXIV.58 na Tabela 2),
com NPR variando entre 54 e 180, representando riscos relati-
vamente baixo e médio. Na pratica, é importante considerar os
riscos intermediarios mais proximos de NPR 200 (utilizado como
numero de corte para efeito de analise) também como geradores
de falhas relevantes.

O uso da FMEA em atividades e servicos hospitalares em geral
ja repousa em um histérico mais extenso. Desde 2001, a organi-
zacao canadense de acreditacao Joint Commission on Accredi-
tation of Health Care Organization - JCAHO (nome atualmente
simplificado para Joint Commission International - JCI), con-
siderada uma das mais importantes do mundo, tem recomen-
dado a FMEA nas atividades emergenciais dos hospitais com o
intuito de reduzir o nimero de erros médicos?. Por exemplo: a
aplicacao da FMEA na administracao da medicacao em Centros
Médicos tem permitido regular janelas de dosagens e melhorar

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):7-17 | 13
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Procedimentos NPR

XXI1.56
XXI1.57
VI.12
VI.13
1.5
IV.10
XVIIl.44
VI.22
VI.16
XI.37
VI.14 ]
VI.21 ]
XI.33 ]
1.8 ]
XVII.43 ]
XXIV.58 ]
VI.19 ]
VI.20 ]
VI.35 ]
VI.29 |
XVIII.45 ]
XXI.54 |
XIV.40 ]
1.7
IV.9
VI.18
XIX.46
X.31 ]
X.32 1
1.3
1.4
VIII.28
XX.52
XIl.34
XXV.59
XI1.39
XX.53 300 294
VII.26
XVI.42
XXII.55 250
XXV.60
XIX.47 ]
XIX.48
VI.23
VI.24 J
XI11.38
XIX.51
1X.30
1.6 100 4
VII.25
XIX.49 1 72
XIX.50 50| 1
VI.15
XV.41 E
VI.17
V.11
.1 NPR
1.2
VIII.27
0 50 100 150 200 250 300

200

180

1504

Valores

32

Figura. Classificacdo do Nimero de Prioridade de Risco (NPR) utilizando Analise do Modo e Efeito de Falha (FMEA) dos modos de falha (algarismos
arabicos) associados a cadeia de procedimentos (etapas) do estudo clinico (algarismos romanos). Grupo superior: NPR > 200. Grupo intermediario: 120 <
NPR < 200. Inserido em destaque: grafico Box-Plot da distribuicao dos valores de NPR associados aos procedimentos envolvidos no estudo em questao,
destacando os valores da mediana, minimo, maximo e entre quartis. O teste de Grubbs indicou nao haver outlier (P > 0,05) no conjunto total de dados.
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o gerenciamento do sistema de distribuicao de medicamentos?,
assim como estabelecer prescricao, administracdao e adesao
como etapas basicas para estruturar a analise dos riscos®.

Em um estudo clinico que visa gerar dados para colaborar para
o desenvolvimento e aprimoramento de terapias, € de alta rele-
vancia a minimizac&o de erros nos registros da tomada dos medi-
camentos. Tao importante quanto a correta adesao a terapia €
a acuracia dos registros gerais de um projeto. Nao basta apenas
garantir que os voluntarios da pesquisa estejam fazendo o uso
adequado dos produtos da investigacao; se os dados nao forem
precisos, a validade da conducao da pesquisa pode ser colocada
em cheque. Neste sentido, um gerenciamento apropriado dos
riscos inerentes a documentacgao é de grande valia.

Além de questdes técnicas, é fundamental a preocupacao com
os impactos éticos da ocorréncia de erros que, eventualmente,
podem ser evitados. Além dos procedimentos ligados a adesao,
a terapia e aos registros apropriados de dados, um fator impor-
tante destacado na presente analise foi a aplicacdo do TCLE.
Desvios de conduta no que tange ao processo de consentimento
para participacao em estudos clinicos ferem principios basicos
das boas praticas clinicas e, mais importante, impactam negati-
vamente os direitos dos participantes de pesquisa.

Apesar de recomendada desde 2001%', a gestdo de riscos como
atividade agregada aos estudos clinicos apenas recentemente foi
incorporada ao guia de Boas Praticas Clinicas do ICH por um Termo
Aditivo em seus itens 4.2.5 e 4.2.6 (ICH E6(R2) 2016)%. Este guia
preconiza que a garantia da protecao dos participantes e a habili-
tacdo dos resultados num estudo clinico iniciam-se com o mapea-
mento dos processos criticos e identificacao de dados, aos quais a
identificacéo de riscos deve estar associada ja durante o desenvol-
vimento do protocolo. Neste sentido, a FMEA é bastante adequada,
como demonstram os resultados obtidos no presente estudo.

O presente estudo demonstra, ainda, que tanto procedimentos
clinicos quanto cuidados éticos e praticas de gerenciamento
médico sdo fontes de modos de falhas importantes. Algumas
abordagens sugerem uma categorizacdo prévia dos riscos envol-
vidos nas pesquisas clinicas, de acordo com variaveis associadas
a diferentes estagios do desenvolvimento farmacéutico, como
forma de facilitar o gerenciamento pelos pesquisadores e demais
stakeholders, visando a producao de resultados mais acurados.

A visibilidade oferecida pelos procedimentos estruturados e a
aplicacao da FMEA permitiu escalonar os riscos a eles associados,
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RESUMO

Introducgdo: Efluentes hospitalares representam riscos a satde publica e ambiental devido
a presenca de microrganismos patogénicos, drogas e produtos quimicos. Pseudomonas
aeruginosa é um patogeno oportunista frequentemente encontrado no ambiente hospitalar.
Objetivo: Avaliar o resistoma de isolados de P. aeruginosa da estacao de tratamento de
esgoto hospitalar (ETEH) de um complexo hospitalar na cidade do Rio de Janeiro. Método:
Vinte isolados dos cinco estagios da ETEH foram identificados como P aeruginosa pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA. A suscetibilidade aos antibioticos foi determinada
segundo o CLSI e os genes qacEA1 e sul 1 foram detectados pela PCR. Residuos de sulfonamidas
foram pesquisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial. Resultados: Foi demonstrada a presenca de sulfametoxazol em nivel
inferior a 50 ng-L™", resisténcia as sulfonamidas (80%) seguida pelas quinolonas (50%) e
13 perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos. Os genes qacEA1-sul1 foram detectados
em 100% dos isolados, sugerindo a presenca de integrons de classe 1 em toda a ETEH.
Conclusées: Os resultados sinalizaram limitagdes no tratamento e a propagacao de genes
de resisténcia nas etapas da ETEH. Esses dados contribuem com 6rgaos competentes no
desenho de acdes preventivas frente aos impactos negativos a satde publica.

PALAVRAS-CHAVE: Efluente Hospitalar; Pseudomonas aeruginosa; Bactérias Multirresistentes;
Integron de Classe 1

ABSTRACT

Introduction: Hospital effluents may pose great environmental risk due to the presence of
pathogenic microorganisms, drugs and chemical components. Pseudomonas aeruginosa is an
opportunistic pathogen frequently found in hospital environment. Objective: To evaluate
the resistome of P aeruginosa from the hospital wastewater treatment plant (HWTP) in a
hospital complex of Rio de Janeiro city. Method: Twenty isolates from the five stages of the
HWTP were identified as P aeruginosa by 16S rRNA gene sequencing analysis. Susceptibility to
antibiotics was determined according to CLSI and qacEAT and sul1 genes were detected by PCR.
Sulphonamide residues were investigated by high performance liquid chromatography coupled
to sequential mass spectrometry. Results: The sulfamethoxazole has been demonstrated at
a level below 50 ng L-1. Sulfonamide resistance (80%) has been demonstrated followed by
quinolone class (50%) and 13 susceptibility patterns to antimicrobials. The gqacEA1-sul1 genes
were detected in 100% of isolates suggesting the presence of class 1 integrons in the whole
HWTP. Conclusions: The results signalized limitations of HWTP and propagation of resistance
genes in all stages of the HWTP. These data also contribute to the environmental sanitary
surveillance in the design of prevention actions against negative impact on the public health.

KEYWORDS: Hospital Sewage; Pseudomonas aeruginosa; Multidrug-Resistant Bacteria;
Class 1 Integrons
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INTRODUCAO

0 desenvolvimento e a propagacdo da resisténcia aos antibioti-
cos entre bactérias sdo considerados uma ameaca para a salde
humana e ambiental. Muitos estudos tém demonstrado a impor-
tancia de cenarios ambientais, como por exemplo, agua e solo,
no ciclo da resisténcia aos antibioticos na natureza'?.

As aguas residuais provenientes de hospitais e encaminhadas para
a estacdo de tratamento de efluente hospitalar (ETEH) contém
em sua composicdo altas concentracdes de bactérias, nutrien-
tes, oxigénio, produtos quimicos, metais pesados, agentes anti-
microbianos e outras drogas nao metabolizadas®. Esse ambiente
proporciona o aumento da pressao seletiva e, com isso, a trans-
feréncia horizontal e a disseminacdo de genes de resisténcia e de
organismos resistentes para o meio ambiente*>.

Dentre as bactérias encontradas em efluentes hospitalares, a
Pseudomonas aeruginosa se destaca como um patégeno noso-
comial oportunista geralmente envolvido em infeccées hospita-
lares’. E conhecido nio s por seu metabolismo versatil, mas
também por sua excepcional capacidade de se adaptar e colo-
nizar uma ampla variedade de ambientes (aguas, solo, rizos-
fera, animais). Além disso, sua resisténcia natural (intrinseca) e
adquirida a uma ampla gama de agentes antimicrobianos resulta
no surgimento de cepas resistentes a multiplos farmacos®’. Essa
multirresisténcia tem sido extensivamente descrita e envolve
diferentes mecanismos, tais como sistemas bombas de efluxo,
baixa permeabilidade da membrana, alteracao do alvo do agente
antimicrobiano, alteracdo de proteinas da membrana externa,
producéo de B-lactamases e outras enzimas®°.

No Brasil, estudos referentes a avaliacdo de perfis de suscetibilidade
aos antimicrobianos em isolados bacterianos de efluentes hospita-
lares revelaram a presenca de linhagens multidroga resistentes em
todas as etapas do sistema e até mesmo apos o tratamento’®'"12,
Além disso, outro estudo revelou a presenca de cepas produtoras
de enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL), Klebsiella
pneumoniae carbapenemases (KPC) e metalo B-lactamases (MBL)".
Miranda et al."" detectaram os genes blaSHV, blaCTX-M-1, blaC-
TX-M-2 e blaTEM, blaVIM, blaSPM e blaKPC em isolados clinicos e na
ETEH de um mesmo hospital. O gene blaSPM-1 é o mais prevalente
no Brasil, sua disseminagdo epidemioldgica em amostras ambientais
no sul do Brasil foi confirmada em isolados de P aeruginosa de um
efluente hospitalar e em agua superficial do rio receptor'.

Problemas associados a baixa suscetibilidade microbiana aos
antibidticos datam de longo tempo. A resisténcia as sulfonamidas
surgiu logo apos sua introducédo na pratica clinica (1930) e pode
ter sido resultado de mutacoes no sitio-alvo ou por aquisicao
de genes de resisténcia a antissintetase (sul)'>'. Essa resistén-
cia é primariamente mediada pelos genes sul1, sul2 e sul3 que
codificam a dihydropteroate synthetase (DHPS) e que apresenta
baixa afinidade as sulfonamidas'”*®. Diversas espécies bacteria-
nas abrigam esses genes, localizados em transposons ou em plas-
mideos autotransfetiveis ou mobilizaveis com ampla gama de
hospedeiros; eles apresentam resisténcia antibiotica mdltipla,
que é cosselecionada por sulfonamidas'®°.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

O gene sul1 faz parte do segmento 3" conservado do integron
de classe 1, enquanto o gene sul2 aparece associado com genes
que conferem resisténcia a estreptomicina. Em alguns estudos,
70% da resisténcia a sulfonamida poderiam ser conferidas a esses
genes?'. Posteriormente, a disseminacao de sul3, detectado em
uma cepa de Escherichia coli na Suica, parece estar relacio-
nado com transposons?. O sistema integron/cassete é tido como
um dos melhores exemplos de captura e expressao de novos
genes??4, ocupando lugar de destaque na pesquisa de resisténcia
aos antibidticos e biocidas?>2.

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é um problema global
e vem progressivamente aumentando com o uso indiscriminado
e crescente de substancias com acao antimicrobiana. Em con-
trapartida, a resisténcia aos biocidas é uma questao emergente,
uma vez que essas substancias sdo amplamente utilizadas na
descontaminacao, desinfeccao e esterilizacao visando o controle
da disseminacao de microrganismos?’:2,

Dentre essas substancias, os compostos quaternarios de amo-
nio (QAC) sao utilizados rotineiramente como antissépticos e
desinfetantes em ambientes domésticos, veterinarios, indus-
triais e hospitalares?**°. Esses compostos sdo biodegradaveis em
condicdes aerdbicas e, assim, suas concentragbes nos diversos
ambientes podem flutuar continuamente. No esgoto, efluentes
de estacdo de tratamento de esgoto, aguas superficiais e sedi-
mentos geralmente encontram-se em concentracdes subinibito-
rias, tornando esses ambientes seletivos, o que pode resultar
na emergéncia e disseminacdo de microrganismos com susceti-
bilidade diminuida a esses compostos entre diferentes géneros
microbianos, incluindo patogenos de interesse médico?'.

Dentre os mecanismos de resisténcia aos QAC, a expressao de
bombas de efluxo por P. aeruginosa pode abranger sistemas de
efluxo multidroga, incluindo as proteinas QacE e QacEA1. O gene
qgacEA1 esta incluido no segmento conservado 3’ do integron de
classe |, inicialmente descrito como uma variante do gene gacE®.

Até o momento, diversos genes gac foram descritos, como gacA,
gacB, smr (antigos gacC e qacD), qacE, qacF, qacG, qacH, qacJ
e gacZ. Em bactérias Gram-negativas, como enterobactérias e P
aeruginosa, o gene gackE (incluindo a variante atenuada qacEAT)
é amplamente difundido. Esses genes também podem ser encon-
trados em outras espécies, como Aeromonas spp., Vibrio spp.
e Acinetobacter spp®. Isto se deve a alta prevaléncia de inte-
grons de classe |, que em bactérias Gram-negativas geralmente
incluem o gene gacEA1*4. Desta forma, existe a preocupacao
de que a exposicdo de microrganismos a compostos quaterna-
rios de amonio pode selecionar isolados resistentes a diversos
antimicrobianos, favorecendo o surgimento de cepas multirre-
sistentes?”:%. Publicacdes recentes descrevem o aumento nos
niveis de resisténcia associados aos genes gac, demonstrando a
diminuicao do poder de eficacia de compostos como cloreto de
benzalcénio e clorhexidina®®?’. Além disto, os genes gacEAT e
qacE tém sido detectados em aguas superficiais®® e em ambientes
poluidos com QAC*.
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Este estudo teve como objetivo avaliar os perfis de resisténcia
aos antibidticos em P. aeruginosa isoladas de uma ETEH e inves-
tigar a presenca de genes de resisténcia aos compostos quater-
narios de amonio e sulfonamidas (gacE, qacEA1 e qacEA1-sult)
associados ao cassete de genes do integron de classe I.

METODO

Local de estudo e obtencao de amostras

O estudo foi realizado na ETEH que atende um complexo hos-
pitalar localizado na Barra da Tijuca, no Rio de Janeiro, Brasil
(22°59°42.36"’S 43°21°49.62”0). Este complexo é formado por
duas unidades de salde que possuem um total de 322 leitos e
realizam 30 mil atendimentos mensais. A estacao de tratamento
deste complexo tem capacidade para tratar 220 m* de esgoto por
dia. A coleta foi realizada em dezembro de 2010, quando foram
retiradas aliquotas (500 mL de cada ponto) dos cinco pontos cor-
respondentes as etapas do tratamento do efluente (Figura 1).
As aliquotas foram coletadas em frascos estéreis de polietileno,
refrigeradas a 4°C e transportadas para o laboratorio.

Dosagens dos parametros fisicos e quimicos

Os parametros fisicos e quimicos, temperatura, pH, condutivi-
dade, oxigénio dissolvido (OD), turbidez, salinidade e cloro das
amostras foram analisados utilizando os equipamentos porta-
teis Water Quality Checker U-10 (Horiba) e medidor de cloro
(Homis), respectivamente.

Deteccdo de antimicrobianos por cromatografia

Ametodologia de extracao das sulfonamidas foi baseada no método
oficial da United States - Environmental Protection Agency (U.S.
EPA) - Método 1694% e no método descrito por Monteiro et al.*'.
Uma aliquota de 25 mL de amostra filtrada foi acidificada com HCL
concentrado para ajuste do pH a 2,5. Em seguida foram adiciona-
dos 25 mg de Na,EDTA e prosseguiu-se para a etapa de extracao
por fase sélida, empregando-se cartuchos Oasis HLB 500 mg/6 mL
(Waters, Millford, MA), previamente condicionados com 5 mL de
metanol, 5 mL de agua ultrapura e 5 mL de agua acidificada com
HCl concentrado a pH 2,5. Apds uma lavagem com duas porcdes de
2,5 mL de agua ultrapura para eliminacdo de interferentes, apli-
cou-se vacuo por 2 minutos para secar o cartucho na pressao de
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aproximadamente 35 kPa e, em seguida, os analitos foram eluidos
com duas porcoes de 3 mL de metanol e em seguida com duas por-
¢oes de 2 mL de solucao de metanol:acetona (1:1, v/v). Cinco mL
do eluato foram separados para analise das sulfonamidas e evapo-
rados a secura com N, a temperatura de, no méaximo, 47,5°C. O
extrato seco contido no tubo de centrifuga foi reconstituido com
1 mL do solvente de reconstituicao (80:20 [v/v] de 0,1% v/v de
acido férmico em agua e metanol). Em seguida, foi agitado em
vortex, filtrado em filtro de fibra de vidro/nylon 0,2 pm e transfe-
rido para vial, para injecdo no sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia Acoplado a Espectrometria de Massas Sequencial
(LC-MS/MS)*. O sistema de LC-MS/MS é composto de cromato-
grafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu Prominence (com os
seguintes modulos: bomba quaternaria LC-20AD, desgaseificador
de membrana DGU-20A5, autoamostrador SIL-20AC, forno de
coluna CTO-20AC e controladora CBM-20A) e detector API5000
Applied Biosystems/MDS Sciex com fonte Turbo V® e sonda Tur-
bolonSpray®, controlado pelo software Analyst versao 1.4.2 do
mesmo fabricante. Os antimicrobianos foram separados a 25°C em
coluna C18 (Pursuit™RS, 2,0 mm x 100 mm x 3 pm - Agilent), com
coluna de guarda do mesmo tipo (2,0 mm x 3 pm). As fases moveis
utilizadas no programa de eluicao gradiente foram 0,1% v/v de
acido féormico em agua (fase maével A), 0,1% v/v de acido férmico
em acetonitrila (fase moével B) e 0,1% v/v de acido formico em
metanol (fase mével C). A programacéo de eluicdo gradiente, bem
como os parametros do espectrometro de massas encontram-se
descritos em Monteiro et al.*.

Isolamento e identificacdo bioquimica de P. aeruginosa

Apos homogeneizacéo, aliquotas de 2 mL, de cada ponto da ETEH
foram inoculadas em 5 mL de caldo nutriente e incubadas por
24 h a 37°C. A aliquota da etapa ETEH 1 também foi inoculada
em meio de cultura liquido Letheen (DIFCO™) e incubada por 72 h
a 37°C. Em seguida, as culturas bacterianas foram semeadas por
esgotamento em agar nutriente e agar cetrimide (DIFCO™), e
incubadas nas mesmas condicoes. A coloracao de Gram e pro-
vas bioquimicas convencionais foram realizadas para identifica-
cdo das cepas, de acordo com o Manual Bergey’s*. Bastonetes
Gram-negativos (BGN) foram submetidos as seguintes provas bio-
quimicas: Sulfureto, Indol e Motilidade (SIM), catalase, oxidase,
OF-glicose, xilose, manitol, lactose, lisina, arginina, ornitina
descarboxilase, gelatina e incubacao a 42°C.

Estacdo de Tratamento de Esgoto Hospitalar

Tratamento
primario

Gradeamento| | ngg:ggge

Tratamento
secundario

Tanque de
decantacao

Tratamento
terciario

Efluente
tratado

Rede fluvial

DDQ

| [ Cloragao | |

Figura 1. Esquema da estacao de tratamento de esgoto do complexo hospitalar (Hospital Municipal Lourenco Jorge e Maternidade Leila Diniz).
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Extracdo de DNA e identificacdo molecular

Os isolados, previamente identificados fenotipicamente foram cer-
tificados por metodologia molecular. A extracdo do DNA gendmico
foi realizada utilizando o kit Dnaeasy® Bloodé&Tissue (Qiagen GmgH,
Hilden, Germany), de acordo com as instrucées do fabricante. Aiden-
tificacao de isolados foi confirmada pela amplificacao do gene que
codifica a subunidade 16S do rRNA especifico de P aeruginosa. As
reacoes foram realizadas com 50 pL de mistura de Reacao em Cadeia
da Polimerase (PCR) nas seguintes condicoes: 50 ng de DNA molde,
50 pmol de cada iniciador (PA-SS-F e PA-SS-R) descritos por Spilker et
al.®, 0,2 mmol.l" de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dNTPs),
1X PCR buffer (pH 9,0), 2,5 mmol.l" MgCL, e 2U de Taq Platinum
DNA Polymerase (Invitrogen) (Tabela 1). Foram utilizadas como con-
trole das PCR as cepas de referéncia P. aeruginosa INCQS 0024 (ATCC
29336) e E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922). Os produtos da PCR foram
analisados apos eletroforese por 1 h a 50 V em gel de agarose 1% no
tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X, que foi corado com brometo
de etidio (3 mg/mL). Utilizou-se o 100 bp DNA ladder (Invitrogen)
como padrao de peso molecular. Apos a eletroforese, a imagem do
gel foi visualizada pelo software de video documentacéo ImageQuant
300 (GE Healthcare). A especificidade dos iniciadores e da PCR foi
estabelecida anteriormente com cepas de referéncia. O fragmento
foi purificado com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) e sequen-
ciado com o kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing Standard Ver-
sion 3.1 (Applied Biosystems™), por eletroforese capilar em aparelho
ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems™), na Plataforma do Pro-
grama de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Salde da
Fundacdo Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz). A analise de similaridade
das sequéncias foi realizada pelo programa BLASTn (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), no GenBank.

Suscetibilidade aos antibiéticos

0 perfil de suscetibilidade aos antibidticos foi determinado pela
técnica de disco-difusdo (método de Kirby-Bauer), segundo os

Tabela 1. Iniciadores e programas de amplificacao utilizados.
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critérios estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI)*. A turvacao das suspensoes utilizadas para testes de
sensibilidade foi ajustada em solucéo salina estéril (NaCl 0,85%)
para a obtencao do padrao de turbidez 0,5 na escala de McFar-
land e foram inoculadas em meio agar Mueller-Hinton (DIFCO).
Os isolados obtidos foram testados quanto a resisténcia frente a
13 antimicrobianos (CEFAR®). Os antibioticos empregados foram
os seguintes: Piperacilina/tazobactam (PPT-110 pg), ticarcilina/
acido clavulanico (TIC-85 pg), ceftazidima (CAZ-30 pg), cefepime
(CPM-30 pg), imipenem (IPM-10 pg), meropem (MER-10 pg),
aztreonam (ATM-30 pg), gentamicina (GEN-10 pg), tobramicina
(TOB-10 pg), sulfonamida (SUL-300 pg), ciprofloxacina (CIP-5 pg),
norfloxacina (NOR-10 pg) e polimixina B (POL-300 Ul). O controle
de qualidade dos discos de antibidticos foi realizado usando-se
as cepas de referéncia P aeruginosa INCQS 00099 (ATCC 853),
Staphylococcus aureus INCQS 00015 (ATCC 25923) e E. coli INCQS
00033 (ATCC 25922). Foram estabelecidos trés padroes de resis-
téncia (Sensivel - S, Resistente - R e Multidroga resistente - MDR)
para os isolados analisados®.

Deteccao dos genes gacE, qacEA1 e qacEA1-sul1

Amistura da PCR teve o volume final de 50 pL contendo os seguin-
tes reagentes: 50 ng de DNA molde, 50 pmol de cada iniciador
(Tabela 1), 0,2 mmol.l"" de cada dNTP, 1X PCR buffer (pH 9,0),
1,5 mmol.l" MgCl, e 1U de Taq Platinum DNA Polymerase (Invi-
trogen). Os programas utilizados para cada iniciador estao des-
critos na Tabela 1. Foi utilizada como controle positivo do gene
qacEA1, P aeruginosa 531-95%(Genbank GU182337). O produto
da PCR foi analisado em gel de eletroforese por 1 h a 50 V em
gel de agarose 1% no tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X, que foi
corado com brometo de etidio (3 mg/mL). Utilizou-se o 100 bp
DNA ladder (Invitrogen) como padrao de peso molecular. Apos a
eletroforese, a imagem do gel foi realizada usando-se o software
de video documentacao ImageQuant 300 (GE Healthcare).

Gene alvo Iniciadores Sequéncia

Tamanho do

Fragmento Referéncia

Programa

16S rRNA PA-SS_F 5’-GGGGATCTTCGACCTCA-3’

P. aeruginosa PA-SS_R 5’-TCCTTAGAGTGCCCACCG-3’
FIN 5’-GCCCTACACAAATTGGGAGA-3’
qacE

R2B 5’-TACTACACCACTAACTATGA-3’

FQ1 5’-CCCGAATTCATGAAAGGTGG-3’
qacEA1
FQ2 5’-TATAAGCTTTCACCTGGCG-3’
P1_Qdeltat 5’-TAGCGAGGGCTTTACTAAGC-3’
gacEAT e sult

Sult R 5’-GCCGATCGCGTAAGTTCCG-3’

95°C-2’
94°C - 20”
55°C- 1’ 25X
72°C- 1’
72°C-7

956 pb 43

94°C -3’

94°C - 30”

57°C-90” 30X 319 pb
72°C- 1’

72°C - 10’ 2

46

94°C-3’
94°C - 30”
57°C-90” 35X
72°C- 1
72°C- 10’

94°C -5’
94°C - 30”
60°C -1’ 35X
72°C-2’
72°C-7

350 pb 35

Este estudo
800 pb
47

Pb: pares de bases
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Tabela 2. Parametros fisico-quimicos.

Novaes RMP et al.

Prevaléncia de gacEAT e sul1 em efluente hospitalar

Pontos de Coleta da Estacdo de Tratamento de Esgoto Hospitalar

Parametro Resolugdo Conama n° 430/2011 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
pH 5,0a9,0 7,6 7,9 8,2 8,4 8,4
Condutividade (mS/cm) 0,82 0,38 0,38 0,48 0,35
Turbidez (UNT?) <100 10 99 6 4 7
Oxigénio Dissolvido (mg/L) - 4,5 9,2 9,3 9,2 3,7
Temperatura (°C) <40 29 29 29 29 29
Salinidade (%) 0 0 0 0 0
Cloro (ppm) 1,0 1,0 1,0 >10 0,01

2Unidades Nefelométricas de Turbidez; Conama: Conselho Nacional do Meio Ambiente; ppm: partes por milhao.

Amostra HE016 - SMZ/156.1 (Unknown) 254.2/156.1 amu - sample 31 of 47 from Analise.

Area: 2.34e + 005 counts Height: 4.89e + 003 cps RT: 10.5 min

7000+
6000
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40004
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2000+
1000

Intensity, cps

5 10 15 20 25 30
Time, min

Amostra HE017 - SMZ/156.1 (Unknown) 254.2/156.1 amu - sample 33 of 47 from Analise.
Area: 6.96e + 006 counts Height: 1.46e + 005 cps RT: 10.5 min

10.53
1.4e5
1.2e54
1.0e5+
8.0e4
6.0e4
4.0e4
2.0e4+

0.0 T T T
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Time, min

Intensity, cps

Figura 2a. Deteccao de sulfametoxazol no afluente da ETEH (Amostra HE016) e no efluente tratado (Amostra HS017).

RESULTADOS

Dosagem dos parametros fisico-quimicos

O pH das amostras apresentou variacao entre 7,6 e 8,4. A condutivi-
dade variou entre 0,82 mS/cm e 0,35 mS/cm. O indice de turbidez
apresentou maior indice no ponto 2 (99 UNT) em face da injecao
de 0, e o indice de oxigénio dissolvido (DO) iniciou em 4,5 mg/L,
posteriormente manteve indices entre 9,2-9,3 mg/L e reduziu para
3,7 mg/L no efluente tratado. A concentracao de cloro ativo iniciou
em 1,0 ppm, e teve um aumento significativo no ponto onde houve
a adicdo do composto quimico. A temperatura e o nivel de salini-
dade permaneceram iguais em todos os pontos (Tabela 2).

Deteccdo de antimicrobianos por cromatografia

O antimicrobiano sulfametoxazol foi identificado em duas amos-
tras, uma do afluente hospitalar da ETEH e outra do efluente
tratado, ambas em concentracao inferior a 50 ng-L™ (limite de
quantificacdo do método) (Figura 2a). A Figura 2b apresenta a
injecao de uma solucao padrao contendo o sulfametoxazol que
também foi injetada no LC-MS/MS, para fins de comparacgao.

Isolamento de P. aeruginosa

Foram isoladas 21 cepas de BGN, moveis; H,S, indol e lactose
negativas; xilose variaveis; oxidativas; manitol, lisina, arginina,
ornitina, gelatina, catalase e crescimento a 42°C positivas.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

I P5006 - SMZ/156.1 (Unknown) 254.2/156.1 amu - sample 6 of 47 from Analise.
Area: 1.02e + 007 counts Height: 2.14e + 005 cps RT: 10.5 min

10.53
2.0e54
A 1.5e54
)
=
5 1.0e5
=
5.0e4
0'0 T T T T T
5 10 15 20 25 30

Time, min

Figura 2b. Deteccao de Sulfametoxazol em solucao padrao.

A PCR das cepas de P. aeruginosa resultou na amplificacao de um
fragmento de 956 pb em 95% (20/21) das cepas.

Suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antibioticos apresentou maiores percentuais
de resisténcia as sulfonamidas e as quinolonas, seguido pelas outras
trés classes analisadas (Figura 3). A analise dos dados do antibio-
grama revelou 13 perfis de resisténcia distintos entre os isolados
(Tabela 3). Quarenta e cinco por cento apresentaram o fenotipo
MDR, destes 44% foram da etapa de cloracao da estacao (Figura 4).
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Figura 3. Suscetibilidade as classes de antibiéticos nas cepas de P. aeruginosa.

Tabela 3. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas de P. aeruginosa de acordo com o ponto de coleta das cepas.

Perfil Resisténcia N° de isolados Origem
| SUSCETIVEL A TODOS 2 ETEH 2, 3,5
1l SuL 6 ETEH 2, 5
1l TOB, CIP 1 ETEH 3
v CAZ, CPM 1 ETEH 5
\% GEN, NOR, SUL 1 ETEH 2
Vi TOB, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 1
Vil TIC, ATM, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 1
Vil CPM, GEN, TOB, ATM, CIP, NOR, SUL 2 ETEH 5
IX TIC, CAZ, CPM, ATM, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 1
X CAZ, GEN, TOB, IPM, MER, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 4
Xl PPT, TIC, CAZ, CPM, GEN, TOB, IPM, MER, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 4
Xl PPT, TIC, CAZ, CPM, GEN, TOB, ATM, IPM, MER, CIP, NOR, SUL 1 ETEH 4
Xl PPT, TIC, CAZ, CPM, GEN, TOB, ATM, IPM, MER, CIP, NOR, SUL, POL 1 ETEH 4

PPT: Piperacilina+Tazobactam; TIC: Ticarcilina + Acido Clavulanico; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ATM:
Aztreonam; IPM: Imipenem; MER: Meropenem; CIP: Ciprofloxacina; NOR: Norfloxacina; SUL: Sulfonamida; POL: Polimixina. ETEH: Estacao de tratamento de
esgoto hospitalar; ETEH 1: entrada do esgoto; ETEH 2: tanque de aeracao; ETEH 3: tanque de decantacao; ETEH 4: cloracao; ETEH 5: efluente tratado.

22% [l ETEH1
[l ETEH2
[l ETEH3
] ETEH 4
22% [] ETEHS5
B Sensivel B Resistente O Multirresistente

ETEH 1: entrada do esgoto; ETEH 2: tanque de aeracao; ETEH 3: tanque de decantacdo; ETEH 4: cloracao; ETEH 5: efluente tratado.

Figura 4. Fendtipos de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de P. aeruginosa.

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/ Vigil. sanit. debate 2018;6(2):18-28 | 23



R

Deteccdo dos genes gacE, qacEA1 e qacEA1-sul1

As 20 cepas de P. aeruginosa foram submetidos a PCR para veri-
ficar a presenca dos genes gacE, qacEA1 e gqacEA1-sul1. O gene
gacE nao foi detectado em nenhum dos isolados. No entanto,
o gene gacEA1 foi verificado em 90% (18/20) dos isolados ana-
lisados apresentando um fragmento de 400 pb. Enquanto os
genes gacEA1-sul1 amplificados em conjunto, apresentaram
um fragmento Unico de aproximadamente 800 pb em 100%
(20/20) das cepas. O fragmento da cepa P. aeruginosa P5520,
utilizada como controle positivo da PCR, foi sequenciado e
demonstrou identidade de 96%-98% com sequéncias do banco
de dados. Esta sequéncia foi depositada no GenBank sob o
numero de acesso MF801598.

DISCUSSAO

Os hospitais sao considerados nichos ecolodgicos para bactérias
resistentes aos antibioticos e desempenham um papel impor-
tante no surgimento e disseminacao de resisténcia. Essas bacté-
rias deixam hospitais por meio de pacientes colonizados e tam-
bém através dos sistemas de tratamento de aguas residuais®.

No presente estudo, foram isoladas cepas de P. aeruginosa em
todos os pontos de coleta da estacao de tratamento de esgoto
hospitalar, inclusive na etapa final na qual o efluente ja se encon-
tra tratado e apto a ser liberado para os corpos hidricos. Um fato
intrigante foi a auséncia de células viaveis de P. aeruginosa, na
12 etapa da estacdo (chegada do afluente). Porém, a presenca
de crescimento bacteriano apos cultivo em meio de cultura con-
tendo inibidores de alguns principios ativos de antissépticos e
desinfetantes, nos permitiu constatar que os microrganismos
estavam sob acdo bacteriostatica desses produtos e de outros
antimicrobianos. Os QAC sao um dos surfactantes mais utilizados
na desinfeccao do ambiente hospitalar e que quando liberados
nos ambientes aquaticos apresentam acao antimicrobiana em
concentracdes relativamente baixas**°. Além da atividade bac-
tericida e/ou bacteriostatica, esses produtos podem aumentar
a pressao seletiva e a resisténcia aos antibioticos e biocidas®'.

Nossos resultados revelaram alta diversidade nos perfis de resis-
téncia e alta frequéncia de cepas MDR nas diferentes etapas do
tratamento do esgoto hospitalar. O maior indice de cepas com
fenotipo MDR no ponto da cloracdo, provavelmente esta rela-
cionado ao favorecimento da transferéncia de plasmideos de
resisténcia durante o processo de cloracao, etapa critica do tra-
tamento. Desde a década de 1970, estudos sobre o efeito da
cloracao em bactérias resistentes aos antibioticos descrevem um
aumento consideravel de bactérias resistentes a multiplos anti-
bibticos na agua e no esgoto®°>%, Além de apresentar o maior
numero de cepas MDR, no ponto ETEH 4 foi encontrado um iso-
lado resistente a todos os antibioticos testados, inclusive a poli-
mixina B, que é considerada altamente eficaz frente a cepas de
P. aeruginosa, segundo o Programa de Vigilancia Epidemiologica
(SENTRY - 2001 a 2004)%.

Apresenca de cepas MDR na etapa onde o efluente ja se encontra
tratado demonstra certa limitacao do tratamento na eliminacao
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desses patogenos. Essa limitacdo pode estar associada ao tama-
nho da populacao microbiana inicial, aos diferentes estagios de
desenvolvimento do microrganismo, a concentracao do desinfe-
tante, ao potencial hidrogenidnico do efluente (pH) e ao tempo
de exposicao ao desinfetante®. A avaliacao da suscetibilidade
aos antibioticos de Pseudomonas spp. em afluentes e efluentes
de uma estacao de tratamento de esgoto demonstrou a presenca
de cepas resistentes aos antibioticos carbapenémicos somente
no efluente tratado.

Nossos resultados demonstraram claramente que as condicoes
fisico-quimicas do ambiente e a presenca de antimicrobianos
provavelmente afetaram os fenotipos de suscetibilidade aos anti-
bioticos dessas bactérias. Além disso, sabe-se que os antibidticos
funcoes celulares e alterar a expressdo de fatores de viruléncia
ou a transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos®.

Por outro lado, a baixa suscetibilidade observada frente as
sulfonamidas (80%), seguida pela ciprofloxacina e norfloxacina
(50%), merece destaque. Embora nao tivéssemos informacoes
sobre as prescricées terapéuticas nesses hospitais, a presenca
de uma sulfonamida, a sulfametoxazol, tanto no esgoto bruto
quanto no tratado, observada em nossos dados nos permite
sugerir que a utilizacao de altas concentracoes desses antimi-
crobianos pode interferir na inducdo de mutagdes na enzima
DNA girase ou na superexpressao do sistema de efluxo, contri-
buindo para essa resisténcia'*’. As sulfonamidas também podem
resistir fortemente a biodegradacéao natural, como refletido na
alta frequéncia de sua deteccdo em ambientes aquaticos. Pes-
quisadores do U. S. Geological Service (USGS) demonstraram a
deteccéo de sulfametoxazol em rios e corregos com frequéncias
de até 27%%. Além disso, sua baixa tendéncia para particdo em
sedimentos permite que eles sejam transportados por longas dis-
tancias em aguas correntes. Perez et al.¢' realizaram a avaliacao
da degradabilidade da sulfamethazine, sulfametoxazol e sulfa-
tiazol em amostras de aguas superficiais. Ap6s mais de um més,
as sulfonamidas nao foram degradadas por microrganismos de
aguas superficiais em um reator de batelada.

Considerando a composicao do esgoto hospitalar e a baixa susce-
tibilidade encontrada as sulfonamidas em nossos isolados (60%),
resolvemos investigar a presenca dos genes sul1, gqacE e qacEA1,
que conferem resisténcia a sulfonamida e aos QAC, respecti-
vamente. Verificamos entao que a deteccao do gene sulf nao
coincidiu com os resultados revelados pelo fenotipo, nos quais
80% dos isolados apresentaram resisténcia a sulfonamida e 100%
deles apresentaram o gene sul1. Esse percentual de resisténcia
pode ter ocorrido devido a auséncia de expressao do gene sul1.
Grape et al.®2 demonstraram que dentre 105 isolados clinicos da
familia Enterobacteriaceae, 64 foram resistentes as sulfonami-
das. O gene sul1 foi encontrado em 14 isolados, o gene sul2 em
23 isolados, os genes sul1 e sul2 foram simultaneamente detec-
tados em 25 isolados e o gene sul3 foi encontrado somente em
dois isolados.

A distribuicao dos genes qacE e qacEA1 foi avaliada em isolados
Gram-negativos de origem clinica e ambiental por Kazama et al.*
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O percentual de cepas positivas para esses dois genes em isolados
clinicos de P aeruginosa (n = 63) foi 65% para gacEA1 e 24% para
qgacE. Ja em cepas ambientais de P aeruginosa (n = 5) a distribuicéo
foi de 40% para gacEA1 e nenhum para gacE. Outro estudo tam-
bém detectou a presenca de gacEA1 em 48% dos isolados clinicos
de P, aeruginosa (n = 60), sendo encontrado em 88% das cepas MDR
e em 35% das nao multirresistentes, o que reforca a associacao da
presenca deste gene com a multirresisténcia aos antimicrobianos?’.

O presente estudo demonstrou a presenca dos genes qacEAT-sul1
em 100% dos isolados do esgoto hospitalar (45% MDR, 40% R e
15% S) e a auséncia do gene gacE. Essa auséncia, muito pro-
vavelmente, se deve a insercdo do segmento contendo o gene
de resisténcia a sulfonamida (sul1) proximo a regido 3" do gene
gacE, transformando-o em qacEA1%2.

Os genes qacEAT1 e sul1 estao frequentemente associados a inte-
grons classe 163465, A associacdo desses genes em integron classe 1
foi detectada em 97% de isolados de bactérias do género Salmonella
em Portugal®. Assumindo que a presenca desses genes sugere for-
temente a presenca de um integron de classe 1, podemos concluir
que estes elementos estdao amplamente distribuidos nas diferentes
etapas do sistema de tratamento desse esgoto hospitalar.

Compostos a base de QAC estdo frequentemente presentes em
formulacdes de biocidas cationicos. Assim sendo, o uso desses
produtos pode ter um papel importante, porém indireto, na
selecdo de bactérias resistentes aos antibioticos®’. Genes de
resisténcia aos QAC, especialmente relacionados as bombas de
efluxo, sdao amplamente encontrados em estabelecimentos de
assisténcia a salde humana e animal. Bombas de efluxo espe-
cificas ou multidroga sdo importantes determinantes de resis-
téncia intrinseca e/ou adquirida aos antimicrobianos. Alguns
desses elementos acomodam resisténcia a ambos antibidticos e
biocidas. Este fato, ainda nao bem compreendido, pode condu-
zir a selecao de organismos antibiotico-resistentes via selecdo
por biocidas3'"-8.

A exposicao a antibiéticos, biocidas ou metais pesados e muitos
outros fatores ambientais diferentes resulta em um aumento
de células contendo integrons®*¢*7°. Além disso, a exposicao a
diferentes antibioticos (aminoglicosideos, B-lactamicos, flu-
oroquinolonas, entre outros) facilita a recombinacao de cas-
sete de genes; envolvendo ocasionalmente a superexpressao
da integrase Intl1 desencadeada pelo sistema SOS que induz a
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desativacdo de LexA”""2, A tendéncia atual, de uso mais amplo
e indiscriminado de biocidas, pode conduzir a emergéncia de
novos elementos genéticos, com consequéncias imprevisiveis
para o bem-estar humano?.

E evidente que, embora exista uma compreensdo geral sobre
as origens, os mecanismos de aquisicdo e a disseminacao de
genes de resisténcia aos antibioticos nas populagdes microbia-
nas, ainda faltam muitos detalhes a serem esclarecidos a esse
respeito. Esses aspectos pouco esclarecidos, em grande parte,
ocorrem porque os estudos se concentram principalmente nas
propriedades de patogenos de origem clinica e pouco esforco
tem sido despendido para estabelecer o comportamento de
cepas ambientais.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados foi possivel concluir
que a presenca de P aeruginosa resistente aos antibioticos em
todas as etapas da ETEH do complexo hospitalar estudado tem
carater relevante na avaliacao da eficiéncia do tratamento biolo-
gico de efluentes hospitalares. A deteccao do maior percentual de
cepas MDR na etapa de cloracdo sugere aumento da transferéncia
horizontal e a disseminacédo de genes e organismos de resisténcia.

A presenca de cepas de P. aeruginosa resistentes e de MDR no
efluente tratado indica que o tratamento apresentou limitacoes
na eliminacgdo desses patogenos e alerta para os riscos a comuni-
dade local, uma vez que o destino final desse efluente é um com-
plexo lagunar utilizado como recreacéo e pesca de subsisténcia.

Embora com limitacdes em funcdo do nimero reduzido de cepas
estudadas, os resultados obtidos sao altamente impactantes,
pois foram detectadas cepas microbianas resistentes a antibi-
oticos utilizados no tratamento de infeccdes graves, como as
cefalosporinas de quarta geracédo, drogas carbapenémicas e até
resisténcia a polimixina, um dos Ultimos recursos no arsenal
terapéutico antimicrobiano.

Os dados obtidos no presente estudo colaboram com a interpre-
tacdo da eficiéncia do tratamento do residuo liquido hospitalar.
Além disso, poderdo contribuir com a Vigilancia Ambiental em
Salde no que se refere ao desenho de agbes preventivas aos
impactos negativos desses efluentes nos sistemas aquaticos e na
saude publica.
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RESUMO

Introducgédo: Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTl) sao submetidos a
tratamentos com multiplos farmacos, visto a gravidade dos problemas que séo tratados. A
interacdo medicamentosa é definida como um evento causado pela modificacdo do efeito
ou aproveitamento de um farmaco no organismo em virtude de outro. A avaliacdo das
potenciais interacées medicamentosas pode auxiliar a equipe multiprofissional a promover
um tratamento de qualidade, evitando que estas interacoes sejam danosas ao paciente,
diminuindo o tempo de internacao e consequentemente auxiliando na reducdo de custos.
Objetivo: Avaliar as principais interacées medicamentosas observadas nas UTI de um hospital
privado na cidade de Macapa (Amapa, AP) através da analise das prescrigdes e das consequentes
intervencoes adotadas a fim de minimizar seus riscos. Método: Foram avaliadas prescricoes
de pacientes internados em UTI quanto a presenca de potenciais interacées medicamentosas
e sua respectiva classificacao, segundo seu risco e mecanismo. As principais interacoes foram
destacadas a fim de destacar seu mecanismo e medidas adotadas pela equipe multidisciplinar.
Resultados: Observou-se que a maioria das interacdes, tanto na UTI adulto quanto na UTI
neonatal, foram consideradas de risco moderado. As interacdes farmacocinéticas foram
mais comuns na UTI adulto, enquanto as farmacodinamicas predominaram na UTI neonatal.
0 manejo no horario de administracdo dos medicamentos foi a intervencdo mais adequada
para a maioria dos casos das interacoes medicamentosas. Conclusdées: o monitoramento
das potenciais interagdes em pacientes criticos procura garantir a seguranca do paciente,
buscando diminuir os riscos potenciais aos quais estes estao expostos.

PALAVRAS-CHAVE:
Assisténcia Farmacéutica

Servico de Farmacia Hospitalar; Interacdes Medicamentosas;

ABSTRACT

Introduction: Patients admitted to Intensive Care Units (ICU) are submitted to multiple
drug treatments, considering the severity of their problems. Drug interaction is defined
as an event caused by the modification of the effect or use of a drug in the body. The
evaluation of potential drug interactions can help the multiprofessional team to promote a
quality treatment, avoiding harmful interactions, reducing the length of hospitalization and
consequently reducing costs. Objective: To evaluate the main drug interactions observed
in the ICUs of a private hospital in the city of Macapa, Brazil, through the analysis of the
prescriptions and the consequent interventions adopted in order to minimize their risks.
Method: Prescriptions of patients admitted to the ICU were evaluated for the presence
of potential drug interactions and their respective classification according to their risk
and mechanism. A brief bibliographic study about the main interactions was carried out
in order to highlight its mechanism and the measures adopted by the multidisciplinary
team. Results: We observed that the majority of the interactions, both in the adult ICU

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):29-37 | 29



R

Silva UDA et al .

Interacoes medicamentosas em UTI de hospital no AP

and in the neonatal ICU, were considered of moderate risk. Pharmacokinetic interactions were more common in the adult ICU, while
pharmacodynamics predominated in the neonatal intensive care unit. Management during the administration of medications was the most
appropriate intervention for most cases of drug interactions. Conclusions: Monitoring of potential interactions in critically ill patients
seeks to ensure patient safety in order to reduce the potential risks to which they are exposed.

KEYWORDS: Pharmacy Service Hospital; Drug Interactions; Pharmaceutical Services

INTRODUCAO

O paciente internado em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) é
submetido a tratamentos com diversos medicamentos, o que é
justificado pelo préprio quadro clinico. No entanto, estes farma-
cos podem interagir entre si, podendo causar reacoes adversas
indesejadas, aumentando o tempo e o custo do tratamento.

Interacées medicamentosas sao definidas como Reacoes Adversas
a Medicamentos (RAM), que ocorrem quando o efeito de uma
droga é alterado na presenca de outra, resultando no aumento
da toxicidade ou reducéo do efeito terapéutico’.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) adota o mesmo
conceito de Farmacovigilancia preconizado pela Organizacao Mun-
dial de Satide (OMS) como: a “ciéncia e atividade relativa a identi-
ficacdo, avaliacao, compreensao e prevencao de efeitos adversos
ou quaisquer problemas relacionados ao uso de medicamentos”, o
que abrange, portanto, os eventos adversos relacionados a desvios
de qualidade, inefetividade terapéutica, erro de medicacao, uso
abusivo, intoxicacoes e interacbes medicamentosas?.

As interagées medicamentosas sao causas significantes das
admissoes hospitalares e visitas médicas, sendo responsaveis
por até 22,2% das reacdes adversas que levam a internacao
dos pacientes?. Por este motivo, o monitoramento do desen-
volvimento de RAM provenientes de interacbes medicamen-
tosas deve ser feito em pacientes polimedicados. Portanto, é
importante avaliar quais sao as principais potenciais intera-
coes medicamentosas evidenciadas e de que maneira evitar
seus riscos associados.

Além disso, existem poucos estudos farmacoepidemiologicos,
que visem a seguranca do paciente, desenvolvidos na regido
norte do pais, que possam retratar esta realidade particular e
que possam servir de base para a pratica e pesquisa.

Dadas as circunstancias acima, o objetivo desta pesquisa foi
identificar e classificar as principais potenciais interagées medi-
camentosas e intervencdes farmacéuticas observadas nas UTI de
um hospital privado em Macapa (AP).

METODO

Foi realizado um estudo retrospectivo em hospital do setor pri-
vado, de grande porte, com 180 leitos. O hospital dispde de uma
UTI adulta e uma neonatal, com dez e nove leitos, respectiva-
mente. Foram analisadas as prescricoes emitidas entre janeiro
e abril de 2014 em ambas as UTI. No entanto, apenas pacientes
que se enquadravam nos seguintes critérios tiveram suas prescri-
coes avaliadas no estudo:

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

1. Pacientes que faziam uso de Medicamento via sonda;
2. Pacientes submetidos a insulinoterapia;
3. Pacientes em uso de trés ou mais antibioticos;

4. Pacientes que faziam uso de Medicamentos Potencialmente
Perigosos (MPP);

5. Pacientes com sepse;
6. Pacientes com dor toracica;
7. Pacientes em uso de nutricao parenteral.

A justificativa para a escolha desses critérios se deu por serem
os utilizados pelo hospital para o acompanhamento do farmacéu-
tico, sinalizando os pacientes que devem receber um seguimento
mais proximo.

Para tracar o perfil das prescricoes dos pacientes inclusos no
estudo, avaliou-se o sexo, idade, motivo da internacao, niUmero
de medicamentos prescritos e nUmero de potenciais interacoes
medicamentosas. As variaveis sexo e idade ndo foram avaliadas
nos pacientes da UTI neonatal.

Estudo e classificacdo das interacées

As prescricoes analisadas foram avaliadas quanto a presenca de
interacbes medicamentosas através da utilizacdo das bases de
dados Medscape® e Micromedex Healthcare Series®.

As interacoes farmaco-farmaco foram contabilizadas por pacien-
tes, e classificadas quanto a gravidade, seguindo o critério ado-
tado por Cruciol-Souza e Thomson?, sendo assim divididas em
graves, moderadas ou leves.

As interaces também foram classificadas, segundo a classifica-
cao do Formulario Terapéutico Nacional® em:

» Interagdes farmacocinéticas;
+ Interacdes farmacodinamicas;
« InteragOes farmacéuticas.

Para este estudo, foram eleitas as cinco interacées medicamen-
tosas mais prevalentes, que foram avaliadas através de revisao
literaria em artigos publicados nas bases de dados PubMed,
MEDLINE e SciELO.

Este trabalho possui aprovagao do comité de ética da Universi-
dade Federal do Amapa (Unifap), CAAE n° 38712014.4.0000.0003.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram avaliadas 388 prescricoes (Tabela 1), das quais
235 eram da UTI adulto, pertencentes a 70 pacientes com idade
média de 61,14 anos, sendo 56% do sexo masculino. As demais
153 prescricdes da UTl neonatal pertenciam a 33 pacientes
acompanhados pelo servico de farmacia clinica.

Os principais motivos de internacao estavam relacionados a
doencas cardiacas e circulatérias na UTI adulto (68,57%) e a
transtornos respiratorios e cardiovasculares especificos do peri-
odo perinatal na UTI neonatal (58,38%).

Em estudo semelhante sobre interacoes medicamentosas poten-
ciais na UTI de um hospital universitario do Ceara desenvolvido
por Lima e Cassiani®, obteve-se resultado semelhante no que se
refere aos pacientes estudados durante a pesquisa, na qual, dos
102 pacientes, 64,7% eram do sexo masculino com idade média
de 60 anos. As classes diagnosticas mais frequentes foram as
doencas do aparelho circulatério em 24,9% dos casos.

Ao se avaliar o nUmero de medicamentos prescritos e o nUmero
de potenciais interacdes em cada prescricao, observou-se um
maior nimero de interagdes nos pacientes da UTI adulto em rela-
cao aos da UTI neonatal.

Gastelurrutia et al.” estudaram o impacto do farmacéutico na
equipe multidisciplinar de uma clinica de pacientes com insuficién-
cia cardiaca e detectaram uma significante relacao entre o nimero
de medicamentos administrados a cada paciente (10,2 + 3,2) e
o numero de Resultados Negativos Relacionados a Medicamentos
(RNM) e potenciais Resultados Negativos associados a Medicamentos
(PRM), de acordo com o Comité Terceiro Consenso de Granada®.

E possivel inferir que, quanto maior o nimero de medicamentos
prescritos para um paciente, maior a probabilidade de ocorre-
rem interagées medicamentosas. Em estudo realizado por Ham-
mes et al.’, no qual se avaliou a prevaléncia de potenciais inte-
racoes droga-droga, a média de medicamentos diferentes por
paciente ao final da observacao foi de 13,10 + 5,95 e o nUmero
de prescricoes, 7,64 + 6,66 para cada paciente. Neste mesmo
estudo foram avaliadas 1.069 prescricoes de 24 h, contendo 159
farmacos, dos quais 775 (72,5%) apresentaram alguma interacao.

Para este estudo, elegeram-se as cinco principais interacoes de
cada unidade, sendo descritas na Tabela 2.

Tabela 1. Nimero de prescricoes, nimero de medicamentos e nimero
de interacdes medicamentosas nas UTI adulto e neonatal.

i < N° de

UTI adulto Prescrigoes Farmacos X ~
interacdes

Média por paciente 3,35 + 3,66 17,22 + 4,80 4,01 + 2,40
Total 219 52 74
UTI neonatal
Média por paciente 4,63 + 4,20 9,30 + 6,21 1,90 + 1,58
Total 153 17 22

UTI: Unidade de Terapia Intensiva.
Fonte: Proprio autor.
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Tabela 2. Interacoes medicamentosas mais frequentes por unidade.

Farmacos envolvidos N° %
UTI adulto

Metoclopramida + Tramadol 31 14,16
Furosemida + Insulina 27 12,33
Acido Acetilsalicilico + Clopidogrel 17 7,76
Acido Acetilsalicilico + Enoxaparina 16 7,31
KCl + Espironolactona 7 3,20
QOutras 121 55,24
Total 219 100,00
UTI neonatal

Gentamicina + Penicilina 27 40,91
Piperacilina/Tazobactam + Amicacina 4 6,06
Captopril + Furosemida 4 6,06
Fenobarbital + Omeprazol 4 6,06
Omeprazol + Midazolam 3 4,55
QOutras 24 36,36
Total 66 100,00

UTI: Unidade de Terapia Intensiva.
Fonte: Proprio autor.

Na UTI adulto, a interacao mais comum foi entre a metoclopra-
mida, indicada para distUrbios gastrintestinais e muito utilizada
em UTI a fim de evitar eventos como o refluxo gastroesofagico,
e o tramadol, um analgésico opioide. Na UTI neonatal, a intera-
cao mais comum ocorreu entre a gentamicina, um antibiotico da
classe dos aminoglicosideos, e a penicilina.

Metoclopramida e tramadol

A metoclopramida (ou 4-amino-5-cloro-2-metoxi-n-(2-dietil-a-
minoetil) benzamida) possui propriedades colinomiméticos e de
antagonista da dopamina e ganha utilidade no tratamento de
desordens gastrintestinais e no tratamento e prevencao de nau-
seas e vOomitos™.

O tramadol é um analgésico opioide sintético de acdo central,
que parece atuar, pelo menos parcialmente, através da ligacdo
aos receptores opioides p, causando a inibicao da via ascendente
da dor'.

De acordo com a pesquisa realizada na base de dados Microme-
dex', o uso do tramadol com certas drogas aumenta o risco de
convulsdes. A metoclopramida ndo é recomendada em pacientes
epilépticos ou em pacientes tratados com drogas que possam
causar efeitos extrapiramidais uma vez que a frequéncia e a gra-
vidade das convulsdes podem ser agravadas.

A Micromedex, no entanto, apresenta esta interacao classificada
como “documentacao fraca”, ou seja, a documentacao dispo-
nivel é insatisfatoria, porém, as consideracdes farmacoldgicas
levam os clinicos a suspeitar da existéncia da interacao.

Apesar disso, ambos os farmacos sdo necessarios na terapia do
paciente, portanto, sua suspensao ou substituicdo pode nao ser
a solucao mais adequada. Por este motivo, a equipe de farmacia
clinica interveio no horario de administragcao dos medicamentos,
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para que assim nao fossem administrados no mesmo horario, de
acordo com a farmacocinética de cada um, de modo que o pico
de concentracao de cada droga nao coincidisse, diminuindo os
riscos associados a esta interacao.

Ainda de acordo com a Micromedex', a metoclopramida apre-
senta um pico de concentracao de 15 min apds a administracao,
e um tempo de meia-vida de 5 a 6 h. O tramadol, por sua vez,
possui um pico de concentracao de 1 h 30 min, com meia vida
de 6 a 8 h. Portanto, a intervencao adotada pela equipe nesses
casos da-se no reaprazamento dos medicamentos.

Furosemida e insulina

Afurosemida é um diurético de alca que atua inibindo os ions Na*,
K*e Cl' das membranas apicais de células renais no ramo ascen-
dente da alca de Henle. Esta inibicao resulta em um aumento da
excrecao de sodio e cloro e, indiretamente, de calcio e magné-
sio, diminuindo a reabsorcao de agua no tubulo coletor e aumen-
tando a sua excrecao devido a queda da concentracdo de solutos
no intersticio medular'.

Ainsulina é um horménio produzido pelas células B do pancreas,
e tem funcao de auxiliar a passagem da glicose do sangue para
as células. O diabetes tipo | ocorre quando ha a destruicdo des-
tas células por processos autoimunes, o corpo deixa de produzir
insulina, devendo ser imediatamente administrada insulina exo-
gena. O diabetes tipo Il ocorre quando o corpo produz a insulina,
mas esta € insuficiente ou deficiente™.

Em hospitalizacées, alguns pacientes podem necessitar do con-
trole glicémico com auxilio da insulina por diversos fatores, que
podem variar desde o proprio diabetes ja pré-existente até o uso
de outros medicamentos que podem causar hiperglicemia, como
os corticoides.

Os pacientes de UTI sao constantemente acompanhados em rela-
¢ao ao seu nivel glicémico. Este trabalho é geralmente feito pela
equipe de enfermagem. O farmacéutico é responsavel principal-
mente em verificar a seguranca do uso de insulina nos pacientes de
acordo com seu quadro clinico e os outros medicamentos utilizados.

Segundo dados da Micromedex e da Medscape, a furosemida nao
interage diretamente com o uso de insulina, porém, este medica-
mento causa o aumento da glicemia, necessitando fazer um ajuste
da dose da insulina. Este ajuste da dose é feito em conjunto com
a equipe de farmacia clinica, considerando a glicemia, a dose da
furosemida e o tipo de alimentacao ao qual o paciente esta rece-
bendo. Além disso, os niveis glicémicos sdo acompanhados diaria-
mente pelo farmacéutico e pela equipe de enfermagem.

Acido acetilsalicilico, clopidogrel e enoxaparina

As interacdes entre o acido acetilsalicilico (AAS), o clopidogrel
e a enoxaparina foram a terceira e a quarta interacoes mais
observadas na UTI adulto. Em somente um dos casos no qual
estes medicamentos foram prescritos, a enoxaparina nao estava
inclusa na receita, motivo pelo qual resolveu-se considerar as
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interacoes separadamente no momento da contagem das intera-
coes, porém, serao aqui discutidas em conjunto.

0 AAS, também conhecido como aspirina, € o anti-inflamato-
rio nao esteroidal (AINE) mais antigo e amplamente estudado,
entretanto é considerado separadamente dos demais, por seu
uso predominante no tratamento das doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares, em doses baixas'.

0 mecanismo de acdo do AAS se da pela inibicdo nao seletiva da
enzima ciclo-oxigenase em suas duas isoformas. A isoforma COX-1
é expressa de forma constitutiva na maioria dos tecidos; enquanto
a COX-2 é induzida nas inflamagdes por varios estimulos's.

Em UTI e em pacientes com problemas cardiovasculares, o uso
do AAS justifica-se pela reducao da producdo plaquetaria de
tromboxano A,, devido ao bloqueio da COX-1, prevenindo a trom-
bose arterial.

O clopidogrel, cujo mecanismo de acdo é baseado na inibicdo
da agregacao plaquetaria induzida pelo ADP, é utilizado a fim
de prevenir eventos tromboticos em pacientes com problemas
cardiovasculares e em UTI. Esta inibicdo é dose dependente e
pode ser detectada 2 h apo6s a ingestao de 400 mg, mantendo-se
estavel por 48 h'’.

A enoxaparina sodica é um antitrombotico capaz de inibir o Fator
Xa na cascata de coagulacdo sanguinea e geralmente sem inter-
ferir nos testes de tempo de protrombina e tempo de trombo-
plastina parcial ativada'.

Geralmente estas trés drogas sao usadas em associacao para evi-
tar eventos tromboticos em pacientes internados em UTI, prin-
cipalmente nos casos em que ha comprometimento das funcdes
cardiovasculares. A ampla utilizacao destes medicamentos no
hospital relaciona-se com a alta taxa de pacientes diagnostica-
dos com disturbios cardiovasculares.

Segundo Oliveira', a adicao de baixas doses de AAS e clopidogrel
na prevencao de pacientes de alto risco pode diminuir o risco de
morte cardiovascular associada ao infarto agudo do miocardio
e ao acidente vascular encefalico em até 1/5 dos pacientes e
angina refrataria em 1/6 dos pacientes. Ha também a diminuicao
de revascularizacoes recentes, isquemia severa e insuficiéncia
cardiaca em 1/4 a 1/5 dos casos. Entretanto, € observado um
aumento no nimero de sangramentos.

0 uso destes trés medicamentos em conjunto, apesar de muitas
vezes ser proposital a fim de evitar maiores complicacées, pode
causar sangramentos e hemorragias graves aos pacientes de UTI,
e deve ser utilizada somente quando os beneficios se sobrepo-
rem aos riscos.

Nestes casos, o hospital realiza exames de coagulograma cons-
tantemente em pacientes que necessitam utilizar estas drogas.
Estes exames sdo sempre acompanhados pelo farmacéutico cli-
nico, pela equipe de enfermagem e pelo médico responsavel da
unidade. Quando alteracoes sao observadas nestes exames ao
ponto de serem prejudiciais ao paciente, o farmacéutico clinico
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propoe o ajuste da dose de um dos medicamentos ou a suspensao
de pelo menos um deles. Esta interacao é importante, sobretudo
nos pacientes que foram ou que serao submetidos a qualquer
tipo de procedimento cirlrgico.

Cloreto de potassio e espironolactona

O cloreto de potassio € um dos principais constituintes eletro-
liticos do espaco intracelular, desempenhando um importante
papel na manutencao do volume intracelular devido ao equilibrio
hidroeletrolitico e a estabilidade de membrana celular. E ativa-
dor de ATPases de membranas em transporte ativo'.

Segundo pesquisa realizada na Medscape e na Micromedex, a
espironolactona é um antagonista especifico da aldosterona,
atuando através da ligacdo competitiva nos receptores de troca
de sodio e potassio aldosterona-dependentes, no tUbulo renal
distal. E um diurético poupador de potassio causando aumento
na quantidade de agua e sodio excretados.

Estes dois medicamentos, por suas proprias caracteristicas far-
macodinamicas, aumentam o nivel sérico de potassio, o que
pode resultar em hipercalemia (ou hiperpotassemia), se nao
houver o devido monitoramento.

Ahipercalemia acarreta transtornos metabélicos, principalmente
para o sistema neuromuscular e coracdo. Frequentemente causa
arritmias e leva a morte por parada cardiaca sempre que niveis
superiores a 9 mEq/L sdo atingidos'®.

Nem sempre é possivel evitar esta combinac&o dependendo do qua-
dro clinico do paciente, por este motivo, faz-se necessario o acom-
panhamento rigoroso dos niveis de potassio dos pacientes, sobre-
tudo quando esta interacdo é detectada. Nestes casos, um ajuste
de dose ou outro diurético ndo poupador de potassio é sugerido.

Gentamicina e penicilina

A gentamicina € um antibiotico da classe dos aminoglicosideos
muito utilizado em infecgdes por bactérias Gram-negativas em
neonatos. Interfere com a sintese proteica bacteriana através
da ligacdo as subunidades ribossomais 30s e 50s. A penicilina
interfere na sintese da parede celular mucopeptidica durante a
multiplicacao ativa, resultando em atividade bactericida contra
0s micro-organismos susceptiveis'’'2,

A associacdo entre estes dois antimicrobianos € muito comum
e utilizada no hospital como tratamento de escolha em casos e
infeccoes tipicas do recém-nascido e como paliativo destas.

0 uso de penicilinas concomitante ao uso de aminoglicosideos
pode diminuir a eficacia destes Gltimos por um mecanismo des-
conhecido®. Assim como a interacao entre a metoclopramida e
o tramadol, esta é documentada pela Micromedex como “fraca”
em publicacdes, porém as evidéncias clinicas existentes levam a
crer na sua existéncia e relevancia.

Além disso, os aminoglicosideos em geral sdao sabidamente
ototdxicos e nefrotoxicos e devem ser usados com cuidado
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em pacientes com insuficiéncia renal, sobretudo em neonatos.
Quando administrados em conjunto com a penicilina, os rins,
além de sofrerem a toxicidade dos aminoglicosideos, ainda
devem ser responsaveis por eliminar a penicilina, o que pode
causar um estresse maior ao 6rgao, aumentando o potencial
nefrotoxico dos medicamentos.

Em estudo realizado por Martins et al.?°, foram detectadas seme-
lhangas com a presente pesquisa, no que se diz respeito as prin-
cipais interacdes, uma vez que 60% dos pacientes pediatricos foi
exposto a coadministracdo de antimicrobianos, em sua maioria
pela combinacao de oxacilina (pertencente ao grupo das peni-
cilinas) com um aminoglicosideo e associados ao aprazamento
simultaneo, aumentando o potencial de interacéo.

Queiroz et al.?' também detectaram a associacao de ampicilina,
outro medicamento da classe das penicilinas, em associacao com
a gentamicina, representando a interacao mais comum (19,1%
dos casos) na UTI neonatal de um hospital de Mato Grosso (MT).

Sendo assim, a acao do farmacéutico clinico neste caso foi infor-
mar a equipe de enfermagem acerca da interacdo, para que,
assim, os medicamentos ndao sejam administrados no mesmo
horario. Separando o horario de administracao destes antimicro-
bianos por suas caracteristicas farmacocinéticas, é possivel evi-
tar que o pico de concentracdo de cada medicamento seja pro-
ximo um ao outro, o que diminuiria a possibilidade de interacao.

Piperacilina/tazobactam e amicacina

A piperacilina é uma penicilina semissintética que demonstra,
portanto, o mesmo mecanismo de acao ja descrito. O tazobactam
€ um potente inibidor de muitas B-lactamases, incluindo as enzi-
mas mediadas por plasmideos ou por cromossomos que frequen-
temente causam resisténcias as penicilinas e as cefalosporinas?.

A amicacina é um aminoglicosideo que atua de forma seme-
lhante a gentamicina.

Na pesquisa realizada na base de dados na Medscape, a pipera-
cilina pode aumentar o efeito da amicacina por sinergismo far-
macodinamico, podendo potencializar seus efeitos ototdxicos e
nefrotoxicos. Entretanto, Lacy et al." referem a interacéo entre
estes medicamentos como similar a interacao descrita entre a
gentamicina e a penicilina, uma vez que os medicamentos sao
das mesmas classes farmacoldgicas.

De qualquer forma, semelhante a interacdo anterior, o0 manejo
clinico se deu pela nao administracdo dos medicamentos no
mesmo horario, evitando assim a possivel interacéo.

Captopril e furosemida

0 sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona é responsavel pela
manutencao da pressao sanguinea a longo prazo. A enzima renina
é produzida nos rins pelo aparelho justaglomerular pela acéo
de barorreceptores conhecidos como células de Polkissen e pela
acao de quimiorreceptores que constituem a regidao conhecida
como macula densa. Além disso, ha um mecanismo extra-renal
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sistémico de producao de renina, através de barorreceptores do
seio carotido, localizado na bifurcacdo da artéria carotida, e
consequente estimulagao simpatica para a liberacao da enzima?®.

Arenina, por sua vez, converte uma proteina chamada angioten-
sinogénio produzida pelo figado, em angiotensina I. Os pulmées
produzem a enzima conversora de angiotensina (ECA), respon-
savel pela conversao de angiotensina | em angiotensina Il. Além
disso, a ECA tem como fun¢ao a quebra da bradicinina, um vaso-
dilatador enddgeno. A angiotensina Il tem como funcdes princi-
pais a vasoconstricao e a liberacdo de aldosterona pelo cortex
das glandulas adrenais. A aldosterona aumenta a reabsorcdo de
sodio e agua elevando a pressao arterial?.

Uma das classes mais utilizadas para o controle da pressao arte-
rial € a dos Inibidores da ECA, como o captopril, que inibem
a conversao de angiotensina | para Il, reduzindo os efeitos da
angiotensina Il como vasoconstricao, liberacao de aldosterona,
lesao endotelial e sintese proteica vascular e miocardica?.

Pacientes que utilizam captopril associado a furosemida tem
sua pressdo arterial monitorada constantemente, uma vez que a
associacao destes medicamentos pode causar hipotensao aguda
devido a um sinergismo farmacodinamico.

Fenobarbital, midazolam e omeprazol

O fenobarbital é um barbitrico anticonvulsivante que possui
baixa toxicidade quando comparado a outros farmacos da mesma
classe, sendo um dos mais utilizados para tal finalidade. Inibe as
convulsdes provavelmente por potencializar a inibicao sinaptica
através da acdo no receptor GABAAZ,

0 omeprazol é um agente utilizado para supressao da liberacdo
de acido gastrico através da inibicao da bomba de prétons. Tam-
bém inibe a anidrase carbonica da mucosa gastrica, o que pode
contribuir para as suas propriedades de supressao acida®.

Ha indicios de que o metabolismo do fenobarbital pode ser diminu-
ido pela agéo do omeprazol como indutor enzimatico do citocromo
P4503A4. Esta inducdo também afeta o metabolismo do midazolam,
aumentando o seu tempo de ac&o no individuo™. Este aumento no
tempo de acdo pode resultar em exacerbacdo dos efeitos toxicos.

0 midazolam é um benzodiazepinico indutor do sono que pro-
move o aumento na frequéncia de abertura do canal idnico a
uma mesma concentracao de GABAA, potencializando seu efeito
inibitério e aumentando o periodo refratario da membrana celu-
lar a um novo potencial de acao?. Com a diminuicdo do meta-
bolismo, o efeito depressor do sistema nervoso central é exa-
cerbado, podendo causar uma sedacao exagerada no paciente.

A interacdo entre estes medicamentos, no entanto, apesar de ja
reportada pela equipe de farmacia clinica, é muitas vezes dese-
jada pela equipe médica e/ou equipe de enfermagem, uma vez que
pacientes em UTI sdao normalmente sedados. Esta diminuicao do
metabolismo evita que haja um aumento da dose ou da frequéncia
da administracao do medicamento. Ainda assim, os pacientes sao
cuidadosamente monitorados em relacao ao grau de sedacao.
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Quanto a gravidade das interacdes, utilizou-se os parametros
descritos por Cruciol-Souza e Thomson®. Os resultados estao
expressos na Figura 1.

Tanto na UTI adulto como na neonatal se observou maior inci-
déncia de interagbes consideradas como moderadas, ou seja,
que podem resultar em exacerbacao da condicao do paciente
e/ou alteracao na terapia. Por este motivo, o acompanhamento
pelo farmacéutico clinico para o manejo destas interacdes, jun-
tamente com o acompanhamento clinico com a equipe multipro-
fissional, se faz necessario.

Apesar de as interacdes consideradas como graves estarem em
menor nimero em ambas as unidades, elas representam um perigo
maior para o paciente, podendo resultar em complicacéo clinica
ou, inclusive, levar a morte, sendo assim, devem ser evitadas.

As interacoes graves mais comuns na UTI adulto foram: metoclo-
pramida e tramadol, ja discutidos anteriormente, com 31 casos;
dopamina e fenitoina, na qual pode resultar num aumento exa-
cerbado do efeito hipotensor da fenitoina por sinergismo farma-
codinamico e amiodarona e ondansentrona, com quatro casos
cada. Esta ultima interacdo pode ocasionar em prolongamento
do intervalo QT. Considerando que a maioria dos pacientes da
UTI possuem problemas cardiacos, o uso destes medicamentos
em conjunto pode acarretar em danos sérios aos pacientes.

A porcentagem de 52,70% (39) de interacées moderadas pode
corroborar com o estudo realizado por Carvalho et al.?, no qual
50,1% das interacoes foram assim classificadas. De modo seme-
lhante, Lima e Cassiani® detectaram que 54,7% das potenciais
interacdes medicamentosas em pacientes de UTI, também foram
consideradas de gravidade moderada. Em outro estudo realizado
por Hammes et al.’, foi encontrado nimero aproximado de inte-
racoes potenciais moderadas, representando 50,4% do total.

Em todos os estudos citados anteriormente, a porcentagem de intera-
coes leves e graves foi condizente com o encontrado nesta pesquisa.

Na presente pesquisa, 72,80% (16) dos casos foram conside-
rados como risco “moderado” presente na UTI neonatal. Em
outro estudo conduzido por Queiroz et al.?', 57% das interacoes

I UTI Adulto @ UTI Neonatal

wv
3
S 39
fo
1]
£
<
L
b=l
€
¢ 20
S 16 15
o
3
£
e 3 3
o I I
(]
E Leve Moderada Grave
=z
Intensidade

Figura 1. Classificacao das interagdes farmacologicas quanto a gravidade
nas unidades avaliadas. UTI: Unidade de Terapia Intensiva.
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descritas foram classificadas como “risco a ser avaliado”, quando
ha interacdo medicamentosa, mas os beneficios sdo maiores que
os riscos. Porém, o referido estudo utilizou diferentes critérios
de classificacao, o que enquadraria grande parte das interacoes
citadas no estudo como risco “moderado” caso fossem utilizados
0s mesmos critérios aqui adotados.

As interacées medicamentosas também foram classificadas
quanto ao seu mecanismo segundo o Formulario Terapéutico
Nacional®. Nao foram detectadas interacoes do tipo “farma-
céuticas” durante a pesquisa. Os resultados estdo expressos na
Figura 2.

Observou-se que na UTl adulto as interaces farmacocinéticas foram
as mais frequentes, ao contrario da UTI neonatal, na qual 59,00%
(13) das interacdes foram classificadas como farmacodinamicas.

As interaces farmacocinéticas também constituiram a maioria
das interacdes no estudo realizado por Carvalho et al.?, represen-
tando 42,7% do total. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que
88,5% das interagdes farmacocinéticas ocorrem pela interferéncia
de um farmaco no metabolismo do outro. Um dos exemplos mais
comuns neste estudo foi a coadministracao de omeprazol e diaze-
pam. Como ja citado anteriormente, o omeprazol é um forte indu-
tor enzimatico e pode afetar o metabolismo de diversas drogas,
inclusive dos benzodiazepinicos como o diazepam.

As interacdes farmacodinamicas foram a maioria na UTI adulto.
Tal fato corrobora com o encontrado por Queiroz et al.”, das
quais 77,58% das interacoes foram assim classificadas.

As principais formas de monitoramento das interacées farmacolo-
gicas e de suas medidas profilaticas e/ou corretivas no hospital se
dao pelo acompanhamento dos dados clinicos e laboratoriais dos
pacientes. Um exemplo que pode ser tomado como base é o acom-
panhamento do nivel glicémico no caso da administracdo conjunta
de furosemida e insulina, para possivel ajuste de dose. Outro caso
comum é o acompanhamento dos niveis dos eletrolitos nos casos
em que ha administracao de cloreto de potassio e espironolactona.

A coexisténcia de outras doencas e a tentativa de evitar efeitos
adversos dos farmacos podem predispor a um elevado nimero
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Figura 2. Classificacao das interacoes medicamentosas quanto ao seu
mecanismo nas UTI adulto e neonatal.
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de medicamentos, que, por sua vez, podera ocasionar um maior
nimero de interacdes medicamentosas. Um exemplo disto € a
administracao de um inibidor da bomba de prétons a fim de evitar
os efeitos gastrintestinais causados pelo uso continuo de AINE.

O bloqueio da COX-1 no trato gastrintestinal pelo AAS, por exem-
plo, tem como consequéncia a inibicdo da protecdo da mucosa
gastrica e o aumento da secrecao acida, que podem levar a ero-
sao, ulceracao, perfuracao e hemorragia. A probabilidade desta
ocorréncia pode aumentar com administracdo concomitante de
corticoides, anticoagulantes e idade avancada®. A fim de minimi-
zar estes efeitos, medicamentos como omeprazol, lanzoprazol e
ranitidina sao prescritos. Estes, como potentes indutores ou ini-
bidores enzimaticos, podem interagir com outros medicamentos.

Cabe ao farmacéutico, juntamente com o médico e a equipe
de enfermagem, avaliar a necessidade dos medicamentos para
cada caso, considerando se a interacao medicamentosa, quando
houver, apresenta riscos que possam sobrepor aos beneficios na
terapia do paciente.

0 aprazamento seguro e preciso de medicamentos € uma impor-
tante responsabilidade do profissional de enfermagem que mui-
tas vezes o realiza de forma manual, seguindo uma rotina de
horarios fixos que poucas vezes considera as caracteristicas do
medicamento prescrito e/ou a clinica do paciente. Através do
aprazamento é possivel organizar o plano terapéutico instituido
aos pacientes, entretanto, na maioria dos hospitais, o padrao
de intervalos de horarios esta intimamente associado a rotina
de cuidados da enfermagem, de médicos e do servico da far-
macia. A distribuicdo de horarios em momentos padronizados,
fixos, contribui para que varios medicamentos sejam dados no
mesmo momento para o mesmo paciente, podendo causar inte-
racoes medicamentosas?.

No hospital estudado, observou-se que grande parte das inter-
vencdes farmacéuticas foi em relacdo ao aprazamento, de
maneira que os farmacos que apresentem interacdo, nao sejam
administrados no mesmo horario, evitando assim, a possibilidade
de a interacao ocorrer e causar efeitos adversos graves.

Uma proposta para facilitar o acompanhamento de pacientes de
UTI é a adogao do conceito de FAST HUG, ou abrago rapido, uma
forma mnemoénica de identificar e verificar alguns dos aspectos
fundamentais no cuidado geral de pacientes criticos.

O FAST HUG foi proposto por Vincent? e é hoje utilizado por
diversos hospitais do Brasil e do mundo. Este método consiste na
avaliacao de sete fatores fundamentais:

» F (feeding ou alimentacao): O paciente pode ser nutrido
oralmente? Caso negativo, pode ser alimentado por via ente-
ral? Caso negativo, é possivel iniciar a nutricdo parenteral?;

« A (analgesia): O paciente nao deve sofrer dor, porém a anal-
gesia ndao pode ser excessiva;

» S (sedacao): O paciente nao deve sentir desconforto, mas a
sedacao excessiva deve ser evitada;
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e T (thromboembolic prophylaxis ou profilaxia de trombose
venosa profunda [TVP]): A TVP esta associada a alta mor-
bimortalidade, sendo assim, todos os pacientes devem ser
avaliados quando ao risco-beneficio da terapia;

e H (head of the bed elevated ou elevacao da cabeceira): a
elevacao da cabeceira entre 30° e 45° reduz a incidéncia de
refluxo gastroesofagico em pacientes ventilados mecanica-
mente. Pode ser contraindicada em alguns pacientes, como
a ameaca de perfusao cerebral;

o U (stress ulcer prophylaxis): prevencao de Ulcera de estresse;

e G (glucose control ou controle glicémico): deve-se sempre man-
ter a glicemia dos individuos dentro dos padroes de estabilidade.

Outra proposta seria a avaliacdo da concentracdo plasmatica de
alguns farmacos, para o possivel ajuste de dose. Pacientes com dis-
funcdes renais podem ter a taxa de eliminagao destes farmacos com-
prometida, o que pode aumentar o tempo de acao da droga no corpo.

0 valor de depuracéo renal da penicilina, por exemplo, é con-
sideravelmente menor em recém-nascidos e lactentes. Conse-
quentemente, o farmaco persiste no sangue por mais tempo,
principalmente em prematuros devido ao desenvolvimento
incompleto da funcao renal. Em pacientes com funcao renal
comprometida, a meia vida da penicilina de aproximadamente
30 min, pode chegar a 10 h. Nestas situacoes, cerca de 7% a 10%
do farmaco é inativado pelo figado a cada hora®.

Deste modo, a avaliacdo da taxa de excrecao destes medica-
mentos associados com a funcao renal do paciente pode ser uma
importante ferramenta de intervencao farmacéutica, a fim de
evitar maiores danos aos pacientes.

CONCLUSOES

Observou-se que a maioria das intera¢ées, tanto na UTI adulto
quanto na UTI neonatal, foi considerada de risco moderado.
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RESUMO

Introdugdo: Existem lacunas acerca do processamento de produtos em servicos de
atencao primaria da saude. Objetivo: Analisar o processamento de produtos para a salde
em Unidades Basicas de Salvador, BA. Método: Pesquisa de casos multiplos, realizada
em Unidades Basicas de Saude (UBS) de Salvador. A busca de dados foi feita por meio
de entrevista e observacao in loco. As categorias analiticas foram: gerenciamento das
praticas de processamento de produtos para a salde; estrutura fisica dos Centros de
Material e Esterilizacao (CME); protocolos de processamento de produtos; monitoramento
dos processos e rastreabilidade de produtos. Resultados: Foram analisadas 11 UBS
(84,6%). Dessas, as atividades de processamento de produtos sao desempenhadas pelo
auxiliar de satde bucal em 81,8%. Ha auséncia de climatizacdo em 100,0% dos CME.
Existem protocolos em 36,3% dos CME. O monitoramento fisico e quimico do processo de
esterilizacdo é ausente em 100,0% dos casos e o monitoramento biologico é realizado em
45,4% dos casos. Em nenhum CME é realizada qualificacdo térmica anual do equipamento
esterilizador, nem existe rastreabilidade dos produtos esterilizados. Conclusées:
As praticas ora identificadas configuram risco potencial para os usuarios de produtos
processados e urge um controle sanitario efetivo desses servicos a fim de prevenir os
danos relacionados com o reuso de produtos para a saude.

PALAVRAS-CHAVE: Esterilizacdo; Equipamentos e Provisdes; Gestao de Risco; Centros de Salde

ABSTRACT

Introduction: There are gaps in the reprocessing of products in primary health care
services. Objective: To analyze the reprocessing of medical products in Basic Units of
Salvador, BA. Method: Multiple case study, carried out in Basic Health Units (UBS) of
Salvador. The search for data was by interview and observation in loco. The analytical
categories: management of the reprocessing practices of medical products; Physical
structure of the Material and Sterilization Centers (CME); Product reprocessing protocols;
Monitoring of processes and traceability of products. Results: 11 UBS (84.6%) were
analyzed. Of these, the reprocessing activities of products are carried out by the auxiliary
of oral health in 81.8%. Absence of air conditioning in 100.0% of CME. Protocols exist in
36.3% of CME. Physical and chemical monitoring of the sterilization process is absent in
100.0% of the cases and biological monitoring is performed in 45.4% of the cases. In no
CME is performed annual thermal qualification of the sterilizing equipment, nor is there
traceability of the sterilized products. Conclusions: The practices identified herein pose
a potential risk to users of reprocessed products and urges an effective sanitary control
of these services in order to prevent damages related to the reuse of medical products.

KEYWORDS: Sterilization; Equipment and Supplies; Risk Management; Health Centers
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INTRODUCAO

Os produtos para salde ou dispositivos, equipamentos, materiais,
instrumentos, utilizados nos procedimentos assistenciais sao
definidos pelo fabricante como artigos reusaveis ou de uso Unico.
Esses ultimos, intencionados para serem usados em um Unico
paciente, num Unico procedimento. A reutilizacao dos produtos
ditos reusaveis requer a acdo do processamento, que consiste
em converter um produto contaminado em um dispositivo pronto
para uso, incluindo nao apenas a limpeza, desinfeccao e esteri-
lizagdo do produto, mas também a seguranca técnico-funcional
por meio de testes de integridade e de funcionalidade"?3.

E consenso na literatura que a pratica de processamento de pro-
dutos para salde é questdao complexa pelos riscos relacionados
ao potencial de transmissdo de patdgenos e problemas da inte-
gridade e desempenho dos produtos reusados*>%7:%,

Sabe-se que todo produto para salde, usado na pratica assis-
tencial, porta certo grau de risco e que pode causar problemas
em determinadas situacdes, neste sentido, nao existe seguranca
absoluta quando do uso desses materiais® %',

O risco de transmissao de agentes infecciosos por meio do uso
de instrumentos e equipamentos depende de alguns fatores,
como a presenca de micro-organismos (tipo, quantitativo e
viruléncia), o tipo de procedimento a ser realizado (se inva-
sivo ou nao), o sitio do corpo onde o produto sera inserido'.
Ademais, a utilizacao de qualquer dispositivo requer a intera-
cao entre o profissional de salde e o paciente que incorpore
o risco relacionado com a performance/habilidade/qualidade
desse ator-cuidador no momento da utilizacao do produto para
a saude no procedimento assistencial®'®".

Essas assertivas de risco decorrente do uso de produtos sao
potencializadas quando da condicdo de reGso e de processa-
mento dos produtos, uma vez que os multiplos passos desse
processo, quando executados de forma inapropriada, geram
riscos adicionais para pacientes usuarios, profissionais de salde
e meio ambiente’-23.

Entre os riscos associados ao processamento e ao reliso de produ-
tos para saude, sao reportados na literatura, infeccao, presenca
de endotoxinas, biofilmes, perda da integridade do material,
bioincompatibilidade, entre outros!345678,

A maioria dos dados publicados acerca dessas praticas origina-se
de servicos hospitalares. Existe uma lacuna referente as praticas
brasileiras de processamento de produtos em servicos de aten-
cdo primaria da salde, com poucos estudos publicados' ™1,
0 que gera a necessidade, portanto, de maior conhecimento des-
ses processos de trabalho.

Neste sentido, este estudo prioriza o risco decorrente da con-
dicdo de relso de produtos para salde em servicos de atencdo
primaria da salde e tem por objetivo analisar o processamento
de produtos para a salde em Unidades Basicas de Salvador, Bahia
(BA), tendo em vista a seguranca sanitaria e a protecao da salde
da populacao usuaria de produtos processados.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

METODO

Trata-se de uma pesquisa avaliativa, cuja estratégia metodologica
¢ a de estudo descritivo de casos multiplos holisticos. Um estudo de
caso é uma investigagdo empirica que analisa um fendmeno contem-
poraneo dentro do seu contexto da vida real, especialmente quando
os limites entre o fendmeno e o contexto néo estdo claramente defi-
nidos, tendo lugar de destaque na pesquisa de avaliacao. Inclui tanto
estudos de caso Unico (uma unidade sob avaliacdo), quanto de casos
multiplos (varias unidades sob avaliacdo). Eles sao classificados como
holisticos se possuirem apenas uma unidade de analise'.

A unidade de andlise deste estudo ¢ a condicdo técnica de proces-
samento de produtos para a saude em Unidades Basicas de Saide
(UBS) do Distrito Sanitario do Cabula-Beiru localizado na cidade de
Salvador, BA, que serao chamados, nesta metodologia, de “casos”.

A escolha desse distrito sanitario deveu-se ao fato dele ser um
distrito de grande densidade geografica e populacional, que
abriga muitas UBS e onde se localiza a Universidade do Estado
da Bahia (UNEB), sede desse projeto de Iniciagao Cientifica, que
foi aprovado pelo Comité de Etica da instituicdo com protocolo
nimero 15277713.0.0000.0057.

Participaram do estudo UBS localizadas no distrito sanitario
eleito e que possuiam Centro de Material e Esterilizacao (CME),
identificadas por meio do Cadastrado Nacional de Estabeleci-
mentos de Saude (CNES).

As estratégias utilizadas para a busca de evidéncias empiricas foram
entrevistas por meio de um formulario com perguntas semiestru-
turadas com profissionais dos CME estudados e observacao in loco.

As UBS selecionadas foram contatadas por telefone, quando se
agendou visita para coleta de dados. A coleta de dados trans-
correu durante os meses de outubro a dezembro de 2016 e foi
realizada por duas discentes do 7° semestre do curso de Enfer-
magem, devidamente treinadas para esse fim, sob supervisao da
coordenadora do projeto. Foram entrevistados os profissionais
que estavam trabalhando nos CME no dia da coleta.

Foram estudadas as seguintes variaveis independentes que
influenciam as condicées do processamento de produtos para a
salde: 1) Gerenciamento das praticas de processamento de pro-
dutos; 2) Estrutura fisica dos CME; 3) Protocolos de processamento
de produtos; 4) Monitoramento dos processos de desinfeccao e
esterilizagdo e rastreabilidade de produtos apés esterilizacdo.

O formulario da coleta de dados foi elaborado de modo a con-
templar as variaveis a serem analisadas, tendo como padrao-ouro
a normativa da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
que trata de boas praticas em CME'” e recomendacdes de drgéos
nacionais e internacionais'® %2,

Neste estudo foi utilizado o termo “produto para saide” como
sindnimo de produtos médicos, materiais, equipamentos, artigos
e dispositivos em sintonia com a Anvisa.
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RESULTADOS

O Distrito Sanitario Cabula-Beiru possui 25 UBS, destas, nove
nao dispdem de CME, duas sdao UBS nao oficiais e sem contato
telefonico, uma localiza-se dentro de um complexo penitenci-
ario e, portanto, inacessivel a pesquisa, duas unidades recu-
saram participar desse estudo, resultando num total de 11
(84,6%) UBS analisadas.

A descricdo dos resultados dos dados empiricos deste estudo
foi iniciada pela caracterizagao da estrutura fisica dos CME dos
casos multiplos, conforme Tabela 1.

Os dados apresentados na Tabela 1 revelam que a maioria dos
CME das UBS estudadas possuem adequacoes relacionadas a estru-
tura fisica: 72,7% (oito casos) apresentam barreira fisica entre
as atividades de descontaminacao de produtos e atividades de
desinfeccao ou esterilizacao; em 81,8% (nove casos), existe sala
de recepcao dos produtos destinados a limpeza e sala de preparo
e esterilizacdo; os ambientes de oito CME (72,7%) sao passiveis
de limpeza (possuem materiais resistentes a acao da agua, deter-
gente e desinfetante) e tém iluminacao artificial em 90,9% (dez
casos). As inadequacdes de estrutura fisica identificadas foram:
auséncia de climatizacao central em todas as CME (100,0%) e ine-
xisténcia da sala de desinfeccdo quimica em nove casos (81,8%).

A Tabela 2 apresenta as praticas de gerenciamento do processa-
mento de produtos para a salde nas UBS estudadas.

Segundo os dados da Tabela 2, dos 11 casos analisadas, sete
(63,6%) centralizam todas as atividades de limpeza, desinfeccao
e esterilizacao nos seus CME e essas atividades sao desempenha-
das pelo auxiliar de saude bucal em nove casos (81,8%).

Os produtos para salde utilizados nos CME estudados possuem
registro na Anvisa em 90,9% dos casos (dez). Os profissionais res-
ponsaveis pelas atividades relacionadas ao processamento de
produtos estdo imunizados contra o virus da Hepatite B, Difteria
e Tétano em 90,9% dos casos (dez CME), apesar de que, em ape-
nas quatro desses casos (36,3%), ha protocolos para prevencao
da exposicao bioldgica durante atividades laborais.

Nenhum CME estudado reutiliza produtos considerados de uso Unico
e proscritos de processamento segundo normativa da Anvisa?'.

Tabela 1. Estrutura fisica dos Centros de Material e Esterilizacdo das
Unidades Basicas de Salde estudadas. Salvador, 2016.

Costa EAM et al.

Sim Nao

n° (%) n° (%)
Barreira fisica entre as atividades 8 (72,7%) 3 (27,2%)
Existéncia de sala de recep¢ao/limpeza 9 (81,8%) 2 (18,1%)
Existéncia de sala de preparo e esterilizacao 9 (81,8%) 2 (18,1%)
Sala de desinfeccao 3 (27,2%) 8 (72,7%)
Ambientes passiveis de limpeza 8 (72,7%) 3(27,2%)
Illuminacao artificial 10 (90,9%) 1(9,0%)
Climatizagao central 0 11 (100,0%)

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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A Vigilancia Sanitaria fiscaliza no minimo anualmente 72,7% dos
casos pesquisados (oito CME).

As etapas dos protocolos de processamento de produtos das UBS
estudadas sao apresentadas na Tabela 3.

Pelos dados presentes na Tabela 3, é observada em apenas qua-
tro CME estudadas (36,3%) a existéncia de protocolos escritos
acerca das etapas que constituem o processamento de produtos
e, em nenhum caso (100,0%), a definicdo de critérios para avaliar
se o produto é passivel de limpeza e, consequentemente, de
processamento. O processo de limpeza em todas os CME (100,0%)
é realizado pelo método manual e o enxague com agua potavel

Tabela 2. Caracterizacao dos Centros de Material e Esterilizacao das
Unidades Basicas de Saude segundo o gerenciamento das praticas de
processamento de produtos para saide. Salvador, 2016.

Auxiliar de Técnico de
saude bucal Enfermagem

n° (%) n° (%)
Profissional responsavel pelo RPM 9 (81,8%) 2 (18,1%)

Sim N&o

n° (%) n° (%)
Centralizacao das atividades no CME 7 (63,6%) 4 (36,3%)
Fiscalizacao do CME pela VISA 8 (72,7%) 3 (27,2%)
Produtos com registro Anvisa 10 (90,9%) 1(9%)
Existéncia de Protocolo Bioldgico 4 (36,3%) 7 (63,6%)
Imunizacao dos profissionais (HBV, Dif, Tet) 10 (90,9%) 1 (9%)
Relso de produtos Lista Anvisa RDC n° 2.606/2006 0 11 (100,0%)

HBV: Hepatite B; Dif: Difteria e Tet: Tétano.
RPM: Reprocessamento de produtos médicos.

Tabela 3. Caracterizacao dos Centros de Material e Esterilizacao das
Unidades Basicas de Salde segundo os protocolos de processamento de
produtos para saude. Salvador, 2016.

Sim Nao
Dt depotoos e s 7 6360
Critério_s para avaliar se os PPS sao 0 11 (100,0%)
passiveis de limpeza
Limpeza manual 11 (100,0%) 0
Enxague com agua potavel e sem filtro 10 (90,9%) 1(9,0%)
Secagem com pano limpo e seco 7 (63,6%) 4 (36,3%)
Secagem com papel toalha 4 (36,3%) 7 (63,6%)
Avaliacao do processo de limpeza 0 11 (100,0%)
Existéncia de autoclave gravitacional 5 (45,4%) 6 (54,5%)
Papel crepado como embalagem 10 (90,9%) 1(9,0%)
enifiachodoprodts exénl Coneld g sq5) 5 4
Validade da esterilizacao baseada no tempo 11 (100,0%) 0

PPS: Produtos para a saude.
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e sem filtro antimicrobiano em dez casos (90,9%). A secagem dos
produtos é realizada com pano limpo e seco em sete CME (63,6%)
e com papel toalha em quatro CME (36,3%). Nao existe avaliacao
do processo de limpeza em nenhum caso (100,0%). O processo de
esterilizacdo é realizado pelo método fisico de vapor saturado
sob pressao com autoclave gravitacional em cinco casos (45,5%)
e 0 equipamento esterilizador nao é identificado em seis (54,5%).
A embalagem utilizada para a esterilizacdo dos produtos é o
papel crepado em dez CME (90,9%) e os pacotes esterilizados sao
identificados com o contelido do material e a data do processa-
mento em seis casos (54,5%). A data de validade da esterilizacao
é baseada segundo o tempo de utilizacdo dos produtos em todos
os CME (100,0%).

0O monitoramento dos parametros fisicos, quimicos e biologicos
do processo de esterilizacdo das UBS esta descrito na Tabela 4.

Inexistem monitoramentos fisico e quimico do processo de esteri-
lizacdo em todos os casos e 0 monitoramento bioldgico é realizado
semanalmente em cinco CME (45,4%). Em nenhum CME estudada é
realizada a qualificacdo térmica anual do equipamento esteriliza-
dor, nem existe rastreabilidade dos produtos esterilizados.

DISCUSSAO

Os dados obtidos acerca das praticas de processamento dos pro-
dutos para a salde dos CME avaliados revelaram inadequagdes em
todas as variaveis independentes estudadas, descritas a seguir.

Em relacdo a estrutura fisica, a maioria dos CME (72,7%) pos-
sui barreira fisica entre as atividades de limpeza e secagem dos
artigos contaminados (sala cujas atividades sao consideradas
“sujas”) e atividades de preparo, desinfeccao e esterilizacao de
produtos (salas com atividades “limpas”).

Existe sala de recepcdo dos produtos destinados a limpeza e
sala de preparo e esterilizacao em 81,8% dos servicos, requisi-
tos fisicos desnecessarios para CME existentes em unidades de
atencao primaria a salde (APS), servicos esses que nao repro-
cessam produtos complexos (aqueles com limens, fundo cego,
tubulares). Portanto, seus CME sao classificados pela RDC n° 15,
de 15 de marco de 2012 da Anvisa'’, como de classe |, cuja exi-
géncia é de “barreira técnica” e nao “barreira fisica” entre essas

Tabela 4. Caracterizacao dos Centros de Material e Esterilizacao das
Unidades Basicas de Saude segundo o monitoramento dos processos de
esterilizacao e rastreabilidade dos produtos processados. Salvador, 2016.

Sim Nao

Momt'o'ram~ento fisico do processo de 0 11 (100,0%)
esterilizacao

Momt‘o‘ram‘ento quimico do processo de 0 11 (100,0%)
esterilizacao

Momt_o_ram_ento biologico do processo de 5 (45,4%) 6 (54,5%)
esterilizacao

Qualificagao térmica anual das autoclaves 0 11 (100,0%)

Rastreabilidade dos produtos esterilizados 0 11 (100,0%)
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atividades. Identificou-se também auséncia de climatizacao cen-
tral em todas os CME (100,0%) e inexisténcia da sala de desinfec-
cado quimica em nove casos (81,8%), requisitos obrigatorios e de
grande importéncia para a prevencao da exposicao ocupacional
dos trabalhadores durante as atividades de processamento de
produtos. Observa-se, portanto, falha do projeto da estrutura
fisica desses CME, com destinac&o inadequada tanto de espagos
fisicos, quanto de alocagdo de recursos materiais.

As atividades de limpeza, desinfeccao e esterilizacao de produtos
sao centralizadas nos CME das UBS estudadas em 73,7% dos casos
e essas atividades sdo desempenhadas pelo “auxiliar de saude
bucal” na grande maioria (81,8%). Isso aponta para possiveis pro-
blemas técnicos, uma vez que esse profissional nao possui quali-
ficacdo para o desenvolvimento dessas atividades, podendo con-
tribuir para praticas inadequadas de processamento de produtos.
Ademais, essa situacao pode ser caracterizada como um desvio de
funcao e em desacordo com a Resolucao do Conselho Federal de
Enfermagem (Cofen) n° 424, de 19 de abril de 2012, que formaliza
a competéncia do enfermeiro e sua equipe no processamento de
produtos no nosso pais?. Importante ressaltar que o Cofen é Unico
Conselho Profissional a definir funcdes e responsabilidades técni-
cas acerca das atividades relacionadas com o processamento de
produtos para a salde e, portanto, consideramos que esse exerci-
cio é privativo da area da Enfermagem brasileira até ent&o.

Os profissionais responsaveis pelo processamento de produtos
estdo imunizados contra Hepatite B, Difteria e Tétano em 90,9%
dos casos, a despeito da auséncia de protocolos para prevencao
da exposicao bioldgica durante as atividades laborais na maioria
dos CME pesquisados (63,6%), sugerindo que essas imunizacoes
originam de iniciativas individuais e nao institucionalizadas,
apontando falhas na politica de biosseguranca desses servicos.

A padronizacao dos protocolos das etapas do processamento de
produtos foi identificada em apenas quatro CME (36,3%), o que
denota a falta de planejamento das atividades nucleares para a
reutilizacao de produtos na maioria desses servicos avaliados.
O processo de limpeza, essencial para o sucesso das etapas pos-
teriores do processamento de materiais, é bastante deficiente,
dada a auséncia de avaliacdo desse processo em todos os CME
pesquisados, além da inexisténcia de critérios para avaliagcao
do produto quanto a possibilidade de limpeza e, consequente-
mente, de processamento. A secagem dos materiais apos lim-
peza é realizada com papel toalha em 36,3% dos servicos, pra-
tica inadequada e que pode gerar residuos no produto limpo e
comprometer o processo posterior de esterilizacao nesses casos.

O processo de esterilizacao dos produtos das UBS estudadas tam-
bém apresenta fragilidades, a despeito de que, em todos os CME
(100,0%), o método de esterilizacdo para artigos criticos termor-
resistentes € o vapor saturado sob pressdo, método considerado
padrao-ouro para esterilizacao desses produtos. Entretanto, o tipo
do equipamento esterilizador ndo é identificado em 54,5% dos
CME, o que lanca duvidas acerca de como esse processo € reali-
zado, uma vez que ha um desconhecimento de como funciona o
esterilizador, se por gravidade ou a alto-vacuo e quais seus con-
troles especificos. Ademais, em nenhum CME estudado é realizada
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a qualificacao térmica anual da autoclave utilizada nos servicos,
processo indispensavel para o conhecimento da performance da
maquina e do alcance eficaz dos parametros essenciais do pro-
cesso de esterilizacdo a vapor, além de crucial para a padronizacao
dos ciclos de esterilizacdo em relacao ao tempo, a temperatura e
a pressao a serem ajustados conforme resultado da qualificacao.
A auséncia desse controle, portanto, significa que as autoclaves
das UBS estudadas estao funcionando de modo empirico, sem con-
trole dos parametros essenciais para o seu funcionamento.

A embalagem utilizada para a esterilizacdo dos produtos é ade-
quada em 90,9% dos casos, entretanto, a identificacao dos pro-
dutos esterilizados é deficiente em 54,5%, com registro apenas
do conteldo do material e da data do processamento. A data de
validade da esterilizagao é baseada segundo o tempo de utiliza-
cao dos produtos em todos os CME (100,0%), configurando uma
pratica obsoleta, uma vez que a validade da esterilizagao esta
condicionada a um evento que pode contaminar a embalagem
e, consequentemente, o produto esterilizado, e nao relacionada
com tempos definidos de esterilizacao'".

Outro elemento a agravar negativamente o processo de esterili-
zacdo dos CME estudados é a auséncia de monitoramento fisico
(controles de tempo, temperatura e pressao de cada ciclo reali-
zado) e quimico do processo de esterilizacdo em 100,0% dos casos.
0O monitoramento bioldgico é realizado uma vez por semana em
apenas 45,4% dos CME, em total desacordo com a recomendacao
vigente que preconiza que esse controle deve ser diario. A ausén-
cia dos monitores fisicos, quimicos e bioldgicos da esterilizagao
de produtos lanca inseguranca em relacéo a eficacia do processo
esterilizador e consequentemente, desqualifica esse processo.
Como utilizar um produto que requer a condicao de esterilidade,
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RESUMO

Introdugdo: Criancas geralmente rejeitam medicamentos nao palataveis. Formulacoes
pediatricas contém edulcorantes e flavorizantes para mascarar o sabor desagradavel
e evitar problemas na administracdo e adesdo. A avaliacdo do sabor é parte essencial
do desenvolvimento de medicamentos liquidos orais. Objetivo: Este trabalho visa
contextualizar a palatabilidade, sua avaliacao e influéncia na aceitacdo de medicamentos
pediatricos. Método: Revisao narrativa da literatura através das bases eletrénicas PubMed e
Google Académico. Excluiram-se artigos relacionados ao desenvolvimento de formulacdes,
uso de lingua eletronica e resumos sem acesso ao trabalho completo. Resultados: O sabor
é considerado um dos principais determinantes para a adesao em pediatria. O acesso a
formulacdes pediatricas palataveis e seguras pode ter um efeito substancial sobre a
morbidade infantil. Adultos e criancas apreciam gostos de formas diferentes, entao testes
sensoriais em criancas sao 0 método mais confiavel para a avaliagcao do sabor de formulagées
para esse publico. Estudos da percepcao sensorial e aceitacdo de medicamentos ja
utilizados pelas criancas podem ser eticamente viaveis, dadas as preocupacdes acerca de
pesquisas com criancas. Conclusées: Analises sensoriais devem ser realizadas sempre que
se deseje introduzir no mercado uma nova formulacédo, destinada a diferentes faixas etarias
e contextos culturais, a fim de avaliar a aceitabilidade do produto.

PALAVRAS-CHAVE: Preparacdes Farmacéuticas; Adesdo a Medicacdo; Crianca; Analise
Sensorial; Aceitabilidade do Sabor

ABSTRACT

Introduction: Children often reject non-palatable medications. Pediatric formulations con-
tain sweeteners and flavorings to mask the unpleasant taste and avoid problems in admi-
nistration and adherence. Taste assessment is an essential part of the development of oral
liquid medicines. Objective: This paper aims to contextualize assessment and influence
of palatability on the acceptance of pediatric medicines. Method: Narrative review of the
literature through the electronic databases PubMed and Google Scholar. Articles related to
the development of formulations, use of electronic tongue, and abstracts without access
to the complete work were not considered. Results: Flavor is considered one of the main
determinants for medications’ adhesion in pediatrics. Access to palatable and safe pediatric
formulations can have a substantial effect on infant morbidity. Adults and children appre-
ciate flavors in different ways, so sensory testing with children is the most reliable method
regarding formulations for this population. Studies of sensory perception and acceptance of
medications already used by children may be ethically feasible, given the concerns about
research with children. Conclusions: Sensory analyzes should be carried out whenever
there is a new formulation to be introduced on the market, addressed to different age bra-
ckets and cultural contexts, in order to assess the product’s acceptability.

KEYWORDS: Pharmaceutical Preparations; Medication Adherence; Children; Sensory
Analysis; Taste Acceptability
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide, um medicamento ideal
para criancas € aquele apropriado para a idade, condicoes fisio-
logicas e peso corporal da crianga, e que esta disponivel em uma
forma farmacéutica oral flexivel, ou seja, que possa ser ingerida
facilmente inteira, dissolvida em liquido ou misturada a comida',
de maneira que se adapte as necessidades clinicas e capacida-
des ou preferéncias relativas as diferentes faixas etarias com-
preendidas entre a infancia e a adolescéncia®?. Deve também
ser facilmente produzido, utilizando quantidades minimas de
excipientes nao toxicos, resultando em uma formulagao estavel,
comercialmente viavel, de baixo custo e com sabor agradavel.
Ademais, é necessario causar minimo impacto sobre o estilo de
vida da crianca e ter dados cientificos que respaldem o preparo
e a determinacgéo do prazo de validade, além de ter estabilidade
quimica, fisica e microbioldgica comprovadas®.

A administracdo de um medicamento pediatrico é otimizada
quando a formulacao nao demanda tempo no preparo da dose
e é de facil degluticdo pela crianca, como é o caso da maioria
das preparacodes liquidas*®. Quando disponiveis, as formulacoes
liquidas sao quase sempre escolhidas para criancast. Com o uso
de dispositivos de medicao adequados, como seringas para admi-
nistracao oral, por exemplo, é possivel o ajuste de diferentes
doses para administracao em criancas com diferentes idades e
pesos. Dessa forma, pode-se obter flexibilidade e precisao na
medicao da dose a partir de uma Unica formulacao?’.

0 termo “palatabilidade” significa qualidade do que é palatavel,
ou seja, agradavel ao paladar’?. Substancias de gosto amargo
provocam determinados reflexos de rejeicao inatos nos seres
humanos®. Poucas horas apds o nascimento, os bebés ja perce-
bem as diferencas de sabor das substancias®. As papilas gustati-
vas e receptores olfativos ja estdo bem desenvolvidos na infan-
cia'®, havendo uma tendéncia natural nas criancas de preferir
alimentos doces e rejeitar alimentos amargos. Ou seja, as crian-
cas, de maneira geral, recusam qualquer coisa que para elas nao
tenha gosto ou cheiro bom, podendo ser extremamente dificil
e desgastante administrar medicamentos a criancas, principal-
mente nos casos de doencas crénicas, quando precisam utilizar
medicamentos diariamente por longos periodos. Isso explica, em
parte, por que os pais muitas vezes utilizam aclcar ou mel para
mascarar o sabor dos medicamentos e torna-los atrativos'.

Muitos farmacos tém intrinsicamente um gosto desagradavel'".
Um medicamento palatavel é aquele em que os atributos senso-
riais aversivos foram minimizados, mascarados ou eliminados na
sua formulacao™. O gosto amargo do principio ativo é mais dificil
de mascarar, pois deixa um gosto residual, aquele que perma-
nece no paladar apds a ingestao do medicamento’.

Um flavorizante é uma substancia natural ou artificial que se
adiciona a formulagao para dar ou realcar o sabor e o aroma, ja o
edulcorante confere gosto doce a preparacao™. O uso de edulco-
rantes e flavorizantes é de importancia fundamental para melho-
rar a palatabilidade, pois geralmente ajudam a mascarar o sabor
desagradavel de um produto. Frequentemente, as propriedades
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quimicas e o sabor de um farmaco ditam a escolha do flavori-
zante, de tal forma que seja eficaz em mascarar o sabor sem
afetar negativamente a sua estabilidade ou biodisponibilidade®.

A Analise Sensorial é definida como uma disciplina usada para
provocar, medir, analisar e interpretar as reagdes produzidas
pelas caracteristicas de produtos de consumo como alimentos,
cosmeéticos e medicamentos, e o modo como elas sdo percebidas
pelos 6rgaos da visao, olfato, gosto, tato e audicdo'. Principios
do planejamento experimental e da analise estatistica sdo apli-
cados para preparar as provas (sensoriais) e analisar os resul-
tados da utilizacao dos sentidos nas avaliacdes dos produtos'.

0 presente artigo visa contextualizar a importancia da palatabili-
dade e da realizacao de analise sensorial de formulages de medi-
camentos destinados a populacdo pediatrica, tendo em vista a
aceitacao, facilidade de administracao e adesao aos tratamentos.

METODO

Foi realizada uma pesquisa bibliografica do tipo revisao narrativa
da literatura, apropriada para descrever e discutir o desenvol-
vimento ou o estado da arte de um determinado assunto, sob
ponto de vista teorico ou contextual, sem, contudo, possuir sis-
tematizacdo que permita a reproducdo do método. Consiste na
busca de estudos na literatura publicada e analise critica dos
trabalhos encontrados®.

Os estudos foram buscados por meio das bases de dados eletroni-
cas PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e Google
Académico (https://scholar.google.com.br/), sem delimitacdo
temporal, restringindo-se aos idiomas inglés, espanhol, francés
e portugués.

Foram feitas buscas de outubro de 2016 até abril de 2017, utili-
zando-se as palavras-chave: Sensory analysis or Taste assessment
or Palatability or Taste acceptability and Pediatric formulations
or Children or Drug, em inglés e em portugués.

Em um primeiro momento, os textos foram selecionados pelos
titulos e resumos. Foram lidos integralmente apenas os artigos
que abordavam a palatabilidade de formulacées medicamen-
tosas. Excluiram-se os artigos relacionados exclusivamente ao
desenvolvimento de formulagbes, os artigos relatando o uso de
lingua eletronica e os artigos aos quais nao se teve acesso ao
texto completo. Atencao especial foi dada as publicacdées que
abordavam medicamentos pediatricos e estudos brasileiros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das buscas foram encontradas 91 publicacées, das quais
48 foram incluidos no presente artigo, nas linguas inglesa, por-
tuguesa e francesa, sendo sete publicacoes realizados no Brasil.
Por ndo haver delimitacdo temporal, foi possivel resgatar estu-
dos de 1984 a 2017, de modo a podermos perceber a discussao
dessa problematica no decorrer das Ultimas trés décadas.
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A partir da analise dos achados, de acordo com as tematicas que
abordavam predominantemente, as publicacées foram agrupa-
das, podendo um artigo abordar mais de uma tematica. Dessa
forma, foram obtidas quatro categorias, que abrangem a relacao
da palatabilidade na selecdo e adesao de medicamentos, a ana-
lise sensorial de medicamentos, como a industria se relaciona
com essa pratica e como ela é realizada com criancas, corres-
pondendo as subseccoes a seguir.

Selecdo, adesdo e palatabilidade de medicamentos

Quando ha alternativas similares de eficacia e seguranca, outros
fatores podem entrar em jogo para determinar qual o melhor
medicamento em um dado contexto. Alguns desses fatores sao a
inclusdo do medicamento em formularios terapéuticos, custo e
fatores que influenciam na facilidade de administracao, aceita-
cao e adesao ao tratamento, como a duracao do tratamento, o
numero de doses diarias necessarias e os atributos sensoriais do
medicamento, tanto em criancas como em adultos!®20:21,:22:23,24,

A adesdo em criancas ¢ influenciada por diversos fatores, como
eventos adversos e toxicidade, esquema posologico, duracdo e
frequéncia do tratamento, caracteristicas individuais, emocionais
e cognitivas, estabilidade familiar, motivacao dos cuidadores, ins-
trucdes verbais e escritas detalhadas, apoio social, custo dos medi-
camentos, qualidade do sistema de salde e a propria doenga?%.
Contudo, um sabor aceitavel é especialmente critico em pacientes
pediatricos”?. Para que as criancas cumpram com um esquema de
tratamento, além do empenho dos cuidadores, é importante que
o sabor do medicamento seja aceitavel, diminuindo, assim, a luta
que enfrentam no momento da administracao’>%.%,

Lin et al.? realizaram um trabalho em que médicos canadenses,
que atendem criancas e adolescentes (de zero a 18 anos) com o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que responderam a um
questionario com perguntas acerca da palatabilidade dos medi-
camentos que prescreviam, referindo-se a principios ativos e nao
marca comercial. Todos os médicos responderam que as criancas
detestavam ritonavir liquido. Apesar disso, houve uma tendén-
cia maior de prescrever ritonavir liquido como tratamento de
primeira linha em comparagdo com outras formulagées liqui-
das. Nelfinavir e amprenavir liquidos também foram classifica-
dos como nédo agradaveis para as criancas. O ritonavir liquido
gerou a necessidade de mudanca de tratamento devido a sua
baixa palatabilidade em mais de 50% das vezes. Nesse estudo, o
conhecimento e a percepgao dos médicos sobre as preferéncias
dos pacientes e a baixa palatabilidade de certos medicamentos
raramente os impediu de prescrevé-los para as criancas, apesar
de a palatabilidade ser um dos fatores de diferenciacao que mais
influenciam na adesao de criangas aos tratamentos medicamen-
tosos, gerando melhores resultados e menos estresse familiar? 2.

Em outra investigacao, Gee et al." reuniram estudantes de medi-
cina e farmacia, residentes de medicina e pediatras para prova-
rem 24 formulagdes de antimicrobianos e avaliaram as caracteris-
ticas sensoriais de cada um dos produtos. Na ocasiao, foi discutido
o sabor dos antibioticos e os efeitos que ele pode ter sobre o
cumprimento dos tratamentos. Apés um més, foi realizada uma
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entrevista com os participantes sobre como essas atividades afe-
taram seus habitos de prescricdo e aconselhamento, e 42% dos
respondentes disseram ter percebido que seus habitos haviam
mudado. Entre as mudancas relatadas estavam: consideracao do
sabor e da textura da formulacao na hora de prescrever, nao pres-
crever medicamentos de reconhecido gosto ruim e prescricao de
comprimidos triturados ao invés da formulacao liquida com sabor
desagradavel. Embora a prescrigdo de comprimidos triturados seja
desaconselhada quando existe alternativa adequada, essa atitude
demonstra que os prescritores consideraram a importancia da
palatabilidade para o sucesso do tratamento. No entanto, mui-
tos entrevistados relataram que seus habitos de prescricdo néo
tinham mudado, pois nao havia outras opcoes equivalentes para
alguns medicamentos, como a clindamicina e o metronidazol.

Um dos fatores mais importantes a serem considerados na sele-
cao de medicamentos para criancas é o quanto as doses podem
ser facilmente engolidas e retidas. Medicamentos com gostos
ruins associados a doses de grande volume geram recusa e até
vomito no momento da medicacdo®. A palatabilidade mostrou
ser um fator preponderante na preferéncia de medicamentos,
seja no uso de antibioticos em servicos de base comunitaria com
atencao basica a satde'?, no tratamento de crises agudas de
asma®?', ou, principalmente, nos tratamentos cronicos, como,
por exemplo, nas nefropatias?.

No estudo de Wollner et al.*, os dois fatores que mais aumenta-
ram a adesdo foram o menor nimero de doses diarias e a aceita-
¢ao do sabor. O sabor de uma formulacéo pediatrica é considerado
por varios autores um dos principais determinantes para a ade-
sao em pediatria’®2131,32,33,34.35,36,37,38,39.40 Fstudos tém demonstrado
que as estratégias utilizadas para melhorar a adesao do paciente,
tais como folhetos informativos sobre os medicamentos, calen-
darios de automonitorizacdo e lembretes por telefone ndo tém
tanta influéncia sobre o cumprimento dos tratamentos em crian-
cas quanto o sabor da formulacao™“'. Atencao especial deve ser
dada aos casos em que os farmacos nao estao disponiveis em for-
mulacdes apropriadas para criancas, sendo necessario modificar
a forma farmacéutica ou concentracdo do medicamento na for-
mulacdo para adultos, o que, além de problemas de dosagem e
estabilidade, gera dificuldades em relacao a palatabilidade**'.

A resisténcia a tomar formulacdes liquidas amargas ou de sabor
ruim pode motivar os pais a tentar, como alternativa, medica-
mentos em outras formas farmacéuticas, como, por exemplo, em
comprimidos, que sao muitas vezes triturados e misturados com
alimentos?. Recorrer a combinacdo com alimentos, como suco de
frutas e iogurtes, embora possa mascarar o gosto do medicamento,
pode ter um efeito negativo sobre a biodisponibilidade, seja por
interacdo medicamento-alimento ou por dosagens inexatas®.

A literatura relata dificuldades de administracao de medicamen-
tos em criancas devido ao sabor. McCrindle et al.*® relataram que
uma das primeiras formulacées disponiveis de resinas sequestra-
doras de acidos biliares para tratamento de hipercolesterolemia
era em forma de um po para ser misturado com um volume de
liquido da escolha do paciente. A palatabilidade dessa prepara-
¢do nao era boa, de modo que pacientes adultos e pediatricos
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tinham problemas para cumprir o esquema posologico, levando a
falha na adesao ao tratamento. Posteriormente, foram desenvol-
vidos comprimidos desses medicamentos para superar tais pro-
blemas. Contudo, os comprimidos eram relativamente grandes e
pacientes pediatricos, com dificuldades para engolir esses com-
primidos, continuavam com problemas de adesao ao tratamento.

Lucas-Bouwman et al.*, em uma comparacao do tratamento
da asma aguda em criancas com prednisolona em duas formu-
lagdes (solucao oral ou comprimidos triturados), constataram
que a solucéo oral foi melhor tolerada. Vomitos foram obser-
vados em 23% dos pacientes que utilizavam os comprimidos, e
em nenhum dos pacientes utilizando a solucao, provavelmente
porque a solucao apresenta excipientes como edulcorantes
e flavorizantes que ajudam a mascarar o gosto do farmaco.
Antes da disponibilidade de solucdes orais de corticosteroides,
os médicos recorriam aos comprimidos triturados, que mui-
tas vezes nao eram tolerados pelas criancas, o que os deixava
com apenas uma alternativa, a administracao parenteral do
medicamento para tratamento da asma aguda grave®. Gries
et al.**, em uma avaliacdo dos tratamentos de criancas com
exacerbacoes leves a moderadas da asma com dose Unica de
acetato de dexametasona via intramuscular ou com cinco dias
com prednisona oral (suspensao ou comprimidos, conforme
escolha do paciente), relataram que muitos pais preferiram a
via intramuscular devido a luta que enfrentavam para adminis-
trar o medicamento oral durante cinco dias, apesar de criancas
muitas vezes terem aversao a injecoes.

Reconhecer a importancia da palatabilidade no momento da
prescricao faz parte da atencao centrada no paciente e pode
melhorar a adesdo, influenciando a evolucéo clinica?. Segundo
Gee e Hagemann', é importante que os profissionais de salde
tenham conhecimento sobre as questdes relacionadas com a
adeséo a terapia medicamentosa em pacientes pediatricos, das
quais a palatabilidade desempenha um papel importante.

Andlise Sensorial de medicamentos

A palatabilidade de medicamentos é assunto de muitos artigos
publicados em periddicos cientificos ao redor do mundo, abor-
dados a seguir.

Em 1984, quando poucos estudos nessa area haviam sido publi-
cados, Sjovall et al.* lancaram uma investigacdo na qual com-
parou-se dois métodos de avaliacdo da preferéncia em relacao
ao gosto de trés formulacées de bacampicilina em pacientes
pediatricos. Observou-se que a utilizagao de escala hedonica foi
o método mais adequado. Uhari, Eskelinen e Jokisalo* pesquisa-
ram a aceitacao de pacientes pediatricos a pares de formulagoes
de fenoximetilpenicilina e eritromicina farmacologicamente
idénticas, diferindo apenas quanto ao sabor e o fabricante,
porém sem citar marcas. Utilizou-se o tempo necessario para
a administracdo como critério para a avaliacdo da aceitacao.
Observou-se que uma das formulacoes de fenoximetilpenicilina
tendeu a ser mais aceita, porém sem diferenca significativa
entre as duas, e que uma das formulacées de eritromicina foi
significativamente mais aceita que a outra.
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Avaliacoes dos atributos sensoriais de medicamentos corticoste-
roides tém sido publicadas com diferentes populagdes de partici-
pantes. Gerson et al.“ avaliaram trés corticosteroides nasais em
adultos. Diversos atributos sensoriais relacionados ao tipo de for-
mulacoes em questao, spray nasal, foram avaliados, como odor,
gosto, umidade, irritacao e conforto, mostrando que, nos atribu-
tos odor e sabor, a triancinolona foi preferida sobre beclometa-
sona e fluticasona. O estudo de Meltzer et al.?, realizado por pes-
quisadores de uma indlstria farmacéutica, analisou a preferéncia
de pacientes adultos entre sprays nasais de fluticasona propionato
e o0 mais recente, fluticasona furoato, produzidos pela indistria.
Foram avaliados atributos sensoriais como odor, gosto, gosto resi-
dual, irritacdo, entre outros, além da preferéncia geral entre os
dois medicamentos. O medicamento mais novo foi preferido.

Estudos que comparam medicamentos genéricos com os medica-
mentos de referéncia também tém sido publicados. Uma vez que
os testes exigidos para que um medicamento genérico seja regis-
trado e lancado no mercado nao incluem aspectos sensoriais, a
palatabilidade de um medicamento genérico pode ser bastante
diferente do medicamento original, afetando drasticamente a
adesao ao tratamento?#%, Samulak, El-Chaar e Rubin®* compa-
raram o sabor de formulacoes pediatricas orais de antibioticos de
referéncia com os seus genéricos em voluntarios adultos. Para dois
dos medicamentos estudados, as formulagdes de referéncia foram
significativamente classificadas com melhor sabor do que os outros
produtos testados, todavia, para outros trés medicamentos, pelo
menos uma apresentacado genérica nao apresentou diferenca sig-
nificativa no sabor com relagdo ao seu produto de referéncia.

Estudo semelhante foi realizado por El-Chaar et al.>°, com crian-
cas de 3 a 14 anos em tratamento com os antibioticos, con-
cluindo que as apresentacdes de referéncia nao sao necessaria-
mente melhores do que os seus equivalentes genéricos. Apesar
da preferéncia pelo sabor da apresentacao de referéncia de tri-
metoprim-sulfametoxazol, as criancas neste estudo nao fizeram
distincdo em relacdo a preferéncia dos demais medicamentos
comparando-se apresentacoes de referéncia e seus genéricos.
Ishizaka et al.*®, no Japao, compararam o sabor, a granulosidade
e a uniformidade da dose de 11 formulacdes genéricas de clari-
tromicina com a de referéncia, e encontraram variagoes consi-
deraveis na granulosidade entre varios produtos. Na Franca, em
2009, Cohen et al.* observaram criancas em uso de formulagoes
liquidas de antibioticos, genéricos e de referéncia, em casa, ava-
liando através dos pais, entre outros aspectos do tratamento,
a aceitacao e a palatabilidade. Foram encontradas diferencas
na palatabilidade entre formulacdes genéricas e de referéncia
de amoxicilina + clavulanato, mas nao em formulacées de amo-
xicilina somente. Os autores acreditam que essa diferenca se
da devido ao gosto ruim intrinseco do clavulanato, que torna o
gosto do medicamento dificil de ser melhorado®.

Portanto, se o medicamento genérico for mais palatavel, a sua
escolha se torna ainda mais vantajosa. Se a adesao é significa-
tivamente maior com o medicamento de referéncia do que com
formulacdes genéricas, a prescricao de produtos de referéncia
mais caros pode ser justificada. No entanto, se a adesao é seme-
lhante, o produto menos dispendioso deve ser utilizado*»>'.
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Em 2013, foi publicada uma revisao sistematica da literatura®
que avaliou as ferramentas utilizadas no estudo da palatabili-
dade e facilidade de degluticdo em ensaios clinicos com for-
mulagbes pediatricas orais durante os anos de 2008 a 2013, na
qual foram incluidos 27 artigos na analise final. Os autores des-
tacaram as multiplas abordagens que sao utilizadas para ava-
liar palatabilidade em populacdes pediatricas. Concluiram que
a palatabilidade de formulagdes é frequentemente avaliada em
ensaios clinicos de formulacbes pediatricas através da utiliza-
cdo de escalas visuais, sem que haja uma metodologia estatis-
tica padrao para analisar os resultados. Contudo, essas escalas
tém sido amplamente aceitas pela comunidade cientifica. Um
exemplo de escala visual é a escala hedonica facial, adequada
a criangas, na qual o provador expressa sua aceitacdo do pro-
duto seguindo categorias previamente estabelecidas que variam
gradativamente, descritas por uma série de desenhos de expres-
soes faciais ordenadas em uma sequéncia que mostra desde um
sorriso, indicando a aprovacao do produto, até uma face triste,
que indica a reprovacédo do produto. Outro exemplo é a escala
visual analogica, que consiste em uma linha continua, ancorada
nos extremos por termos que correspondem a intensidade baixa
de algum atributo a esquerda, e a direita por termos que corres-
pondem a intensidade alta do mesmo atributo, na qual o prova-
dor marca sua percepcao em qualquer ponto da linha. Apesar da
importancia relatada da palatabilidade para a adesdo terapéu-
tica, nesse estudo foram identificadas evidéncias limitadas sobre
a correlacdo entre ambas em pacientes pediatricos®.

Em 2017, outra revisdo de literatura foi publicada®, dessa vez
voltada para a aceitabilidade dos medicamentos pediatricos em
diversas formas farmacéuticas, incluindo comprimidos, compri-
midos dispersiveis e mastigaveis, minicomprimidos, capsulas,
minicapsulas, liquidos orais, pastilhas, entre outras. Foram iden-
tificadas 19 publicacoes focando especificamente a avaliacao da
palatabilidade de formulacdes orais para crianca. Esse estudo
destaca que mais informagdes sdo necessarias com respeito a
influéncia de atributos sensoriais além do sabor (forma, tamanho
e volume) na palatabilidade de formas farmacéuticas diferentes
de liquidos orais (como minicomprimidos e pastilhas)®'.

No Brasil, poucos foram os estudos encontrados na literatura
relatando analise sensorial de produtos farmacéuticos, asso-
ciados ao desenvolvimento de novas formulacoes. Fregonezi-
-Nery et al.> avaliaram trés formulacées de albendazol sujeitas
a diferentes condicées de armazenamento com 24 provadores
treinados e encontraram diferencas entre amostras controle e
de armazenamento, concluindo que a analise sensorial é uma
importante ferramenta no controle de qualidade de um pro-
duto farmacéutico. No estudo de Leite> foram desenvolvidas
quatro formulagbes de enxaguatorio bucal com microemulsdes
contendo extrato e 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia,
que, entre outras analises fisico-quimicas, foram submetidas a
analise sensorial por teste de preferéncia e uma delas foi pre-
ferida entre as demais. Batista e Siqueira® avaliaram a eficacia
de associacdes de flavorizantes e edulcorantes em mascarar o
sabor amargo da ranitidina em 20 usuarios voluntarios. Verifi-
cou-se que, em formulacées com sacarose, o flavorizante que
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apresentou melhores resultados foi framboesa, mas frutose em
associacdo com sacarina é mais eficaz para mascarar o sabor
amargo da ranitidina, independentemente do flavorizante utili-
zado. Goncalves, Srebernich e Souza, em 2011%, desenvolveram
e avaliaram uma formulagdo dermocosmética (uso topico) a base
de extrato de propolis quanto a estabilidade e as caracteristicas
sensoriais. Nesse estudo, conclui-se que a associacao de extrato
de propolis e acetato de tocoferila mostrou ser promissora,
devido a preferéncia dos provadores e ao estudo de estabilidade.

Em 2012, Isaac et al.” apresentaram uma revisao critica sobre a
analise sensorial em cosméticos, bem como resultados de testes
sensoriais obtidos pelo grupo de pesquisa, na qual consideraram
que a analise sensorial é uma ferramenta Util no sentido de se
obter produtos ndo so6 seguros e eficazes, mas também aceitaveis
pelos consumidores.

Fonseca et al.®, no desenvolvimento de formulacdo de prazi-
quantel nanoencapsulado, realizaram analise sensorial com
equipe treinada em dois momentos: imediatamente apo6s a
reconstituicdo e apds 10 min de reconstituicdo. Na avaliagao
sensorial ndo foi percebido o sabor amargo do farmaco imedia-
tamente apos a reconstituicdo, devido ao encapsulamento e ao
alto teor de edulcorantes. No entanto, o sabor amargo foi per-
cebido 10 min apds a dispersao do solido liofilizado em agua,
o que indica a liberacdo rapida do medicamento. Os autores
ponderaram a possibilidade de prolongar o tempo de liberacao
para evitar o desenvolvimento de sabor amargo na boca apds a
exposicao ao medicamento.

Em 2016, Medeiros et al.> analisaram a aceitacao de formulacoes
extemporaneas de captopril e furosemida, flavorizadas em trés
sabores e edulcoradas, em criancas cardiopatas usuarias desses
medicamentos. A avaliacao foi realizada por duas abordagens:
através das respostas dadas pelos cuidadores e da observacéo
direta dos pesquisadores as reagdes das criancas, com o uso de
uma escala hedonica. As suspensdes nos sabores neutro e morango
foram consideradas aceitas para ambos os medicamentos. Os
resultados obtidos a partir das duas abordagens foram comparados
por meio do coeficiente linear de Pearson, que mostrou correlacao
moderada entre os dois métodos para formulagdes de captopril,
mas nao mostrou correlacao nos resultados das formulacoes de
furosemida. Os resultados relativos ao sabor neutro mostraram
que a adicao de flavorizantes nao influenciou na aceitacao das
suspensoes, podendo ser evitada, nesse caso, uma vantagem em
termos de seguranca para bebés e neonatos. A avaliacdo através
do responsavel, com escala hedonica foi considerada o método
mais discriminativo da aceitacao em criancas pequenas.

Aindustria farmacéutica e a Analise Sensorial

O desenvolvimento de formulacdes pediatricas palataveis é um
desafio consideravel que a industria farmacéutica ainda enfrenta
para que preparacoes adequadas estejam disponiveis para todas
as faixas etarias e acessiveis a toda a populacdo?. As indUstrias
farmacéuticas investem tempo e recursos adotando varias téc-
nicas de mascaramento de sabor para desenvolver produtos
palataveis®®. Para se alcancar esse objetivo, é essencial avaliar
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o sabor da formulagcao no processo de desenvolvimento de uma
nova formulagéo oral**. No entanto, a analise sensorial de farma-
cos em fases precoces de seus desenvolvimentos é muito com-
plexa, pois novas moléculas ndo podem ser experimentadas por
seres humanos, devido a falta de dados toxicologicos adequados.

Informacoes sobre o sabor do produto podem surgir a partir de
varios métodos, como a lingua eletrénica, os modelos baseados
em células ou animais e os ensaios com painel humano*-¢. Com o
avanco das indUstrias farmacéuticas e de alimentos nas técnicas
de modificacdo do sabor, a importancia da avaliacdo sensorial
esta aumentando continuamente?'. E importante avaliar e classi-
ficar o sabor dos produtos de uma maneira cientificamente confi-
avel®. Certas técnicas de predicao do gosto in vitro e em in vivo,
como a tecnologia da lingua eletronica e modelos animais, mos-
tram avancos, contudo, precisam ser eficientes e de baixo custo.
Anand et al., em 2007%°, descreveram o status da época em rela-
¢ao aos métodos in vitro e in vivo para medir as caracteristicas
sensoriais de produtos farmacéuticos. Os autores afirmaram que
a analise sensorial em humanos constitui a técnica mais utilizada
para avaliar o sabor de medicamentos ou formulages em desen-
volvimento, mas seu uso é limitado devido a subjetividade dos
provadores, toxicidade potencial dos novos farmacos e questoes
éticas relacionadas ao recrutamento de provadores, principal-
mente criancas, uma tarefa particularmente dificil quando se
trabalha com farmacos®. Apesar disso, testes com consumidores
sao realizados rotineiramente com criancas, contudo os resulta-
dos desses estudos geralmente permanecem como propriedade
das empresas que os encomendam¢’.

Segundo Anand et al.®, as abordagens in vitro emergentes resul-
tariam em uma diminuicdo da dependéncia dos testes com pai-
néis humanos. Contudo, em artigo publicado posteriormente,
em 2008°', os mesmos autores forneceram uma visao geral sobre
realizacdo de ensaios de avaliacdo sensorial em voluntarios
humanos, onde comentaram que, apesar das novas abordagens
in vitro, ensaios de avaliacao sensorial sdo e vao continuar sendo
a abordagem padréo, preferivel e mais confiavel para a avaliacao
do sabor, uma vez que as novas abordagens in vitro ainda sao
dependentes dos ensaios com humanos para fins de validacdo. As
abordagens in vitro surgiram como métodos auxiliares, mas nao
podem substituir ensaios com painel de provadores®'.

Em artigo publicado em 2013¢, revisando uma tecnologia de lin-
gua eletronica e suas aplicacdes em alimentos, bebidas e produ-
tos farmacéuticos, considerou-se que a avaliacdo da totalidade
de gostos e sensagoes percebidas pelos humanos s6 é possivel
com a combinacao de diferentes técnicas. Além disso, os seres
humanos tém outras percep¢des como o odor, a textura, a apa-
réncia visual e os fatores baseados em conhecimentos culturais,
como preferéncia, experiéncia e memdrias, ndao captadas por
técnicas in vitro®.

Na Europa, a reguladora European Medicines
Agency (EMEA) estabelece diretrizes para a execucao de pla-
nos de investigacdo e desenvolvimento clinico com o objetivo
de registrar medicamentos na faixa etaria pediatrica, as quais
realcam a importancia de se ultrapassar os desafios relacionados

agéncia

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Medeiros MSG & Garruti DS Palatabilidade e aceitacao de medicamentos em pediatria

a palatabilidade dos medicamentos®*¢*. Para a elaboracao do
plano, o requerente do registro do medicamento deve fornecer
uma visao geral dos estudos realizados ou medidas previstas,
incluindo os estudos de palatabilidade e melhoria do gosto da
formulacao?. Como vimos até aqui, esses estudos tém particular
relevancia, tornando-se parte intrinseca e essencial do desen-
volvimento e controle de qualidade do medicamento oral que é
destinado a populagées com necessidades especiais (pediatria,
geriatria, pacientes que sofrem de transtornos mentais e pessoas
com distUrbios da degluticdo)”3"%’. Para além dos beneficios para
os pacientes, neste caso, criancas, o mascaramento do sabor
indesejado proporciona ganhos comerciais para os laboratorios,
devido ao maior sucesso comercial e maior demanda de produ-
tos, a protecdao de patentes para novas formulacdes de sabor
mascarado e também, em alguns casos, a direitos de exclusivi-
dade de comercializacao estendidos®.

Analise Sensorial de medicamentos com criangas

Resultados de avaliagdes sensoriais de formulacdes pediatricas
em voluntarios adultos sadios nem sempre sao validos para outras
populacoes, particularmente criancas®. Adultos e criancas apre-
sentam diferencas na farmacocinética e na farmacodinamica de
medicamentos®>, mas existe outra diferenca importante que mui-
tas vezes é esquecida: as criancas preferem significativamente
maiores concentracoes de edulcorantes, quando comparados com
os adultos®. Além disso, algumas criangas sao mais sensiveis ao
gosto amargo do que os adultos, fazendo com que o gosto ruim de
alguns medicamentos seja mais problematico para elas®.

As indUGstrias farmacéuticas procuram anunciar que o sabor de
seus medicamentos é mais bem-aceito pelos pacientes pediatri-
cos do que o dos seus concorrentes, mesmo quando as evidén-
cias de tais afirmacoes sao frequentemente baseadas em estudos
com um pequeno nimero de provadores adultos, ndo incluindo
criancas nos estudos®>%.

Assim, uma vez que um adulto e uma crianca podem apreciar os
gostos de forma muito diferente, a aceitabilidade do medicamento
pediatrico deve ser avaliada em criancas”'%*32%  ou seja, os tes-
tes sensoriais em criancas sao considerados como o método mais
confiavel para a previsao de como o sabor sera aceito, uma vez
que as criancas sao a populacao alvo da maioria das formulacoes
de sabor mascarado voltadas para essa populacdo. Os métodos in
vitro ainda nao conseguem discriminar ou levar em consideracao
as diferencas nas preferéncias entre adultos e criangas®»*¥.

Matsui et al.** avaliaram a palatabilidade de quatro suspensoes de
antibioticos em criancas e adultos (citando marcas) e os resultados
foram comparados. Embora tenha havido semelhancas nas respos-
tas sobre o sabor de trés dos antibioticos e na selecao do antibiético
que apresentava melhor sabor (azitromicina), houve diferenca sig-
nificativa na proporcao de criancas e adultos que escolheram cada
um dos antibioticos como sendo o de pior sabor. As criancas tiveram
tendéncia a nao gostar da claritromicina e os adultos, a ndo gostar
de eritromicina-sulfisoxazol. A vista disso, os autores concluem que
a avaliacdo da palatabilidade de medicamentos destinados a utili-
zacao em pediatria deve ser realizada em criancas*.
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Além das divergéncias entre adultos e criangas, na populacdo
pediatrica, as preferéncias também podem diferir entre os sub-
grupos etarios, bem como entre as diferentes regides geograficas
e culturais®*®’. Recém-nascidos e criancas mais novas tendem a
preferir gostos e sabores que sao para elas familiares®. A diversi-
dade étnica e cultural deve ser levada em consideracdo quando
se determina o sabor favoravel para um pais ou comunidade
especifica’. O que é aceito como palatavel é afetado pelos cos-
tumes e sabores de alimentos tipicos em cada pais®. Além disso,
a percepcao do gosto dos medicamentos provavelmente difere
entre criancas saudaveis e doentes®.

Contudo, questdes éticas com relacdo a realizacdo de estudos com
medicamentos em criancas saudaveis podem ser levantadas. Mesmo
se tratando de farmacos conhecidos por terem um bom perfil de segu-
ranca e por evitarem que as criancas engulam os medicamentos ao
provarem, pesquisas com criancas sao sempre um assunto delicado
e alvo de preocupagdes, pois se argumenta que criangas saudaveis
também sdo vulneraveis, como as criangas com alguma doenca ou
condic&o especial, uma vez que nao tém idade suficiente e competén-
cia para que consintam de maneira livre e auténoma®*. Seria extrema-
mente Util que estudos de palatabilidade com adultos pudessem ser
validados de maneira que fosse possivel transferir os resultados para
a populacéo pediatrica, o que simultaneamente os tornaria aceitaveis
pelas autoridades reguladoras e comités de ética. Uma maneira de
conseguir essa avaliacao poderia ser identificar adultos com um pala-
dar particular, mais parecido com o das criancas. Métodos para a iden-
tificacao de provadores com capacidades sensoriais especiais sao uma
abordagem comumente usada na indUstria alimentar e cosmética®.

Avaliacoes da percepcao sensorial e da aceitacdo de medicamen-
tos ja utilizados por criancas que possuam condicdes de salde que
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formulacao em diferentes contextos culturais pode ser percebida
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medicamento no mercado destinada a diferentes faixas etarias,
populacoes e contextos culturais, a fim de avaliar a aceitabilidade
do produto. Uma vez que um adulto e uma crianca podem apre-
ciar os gostos de forma muito diferente, em tese, a aceitabilidade
do medicamento pediatrico deve ser avaliada em criancas.

Garantir o acesso de formulagdes pediatricas palataveis, seguras
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cial sobre a morbidade infantil, uma vez que contribuem para o
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RESUMO

Introdugdo: A formacdo e qualificacdo dos recursos humanos em saude afetam,
diretamente, a qualidade dos servicos ofertados a coletividade. Objetivo: Caracterizar o
perfil de formacao dos coordenadores de Vigilancia em Salde do interior de Pernambuco
e identificar as principais fragilidades e potencialidades no cotidiano dos processos de
trabalho. Método: A producao de informagdes ocorreu por meio de entrevista com auxilio
de instrumento semiestruturado. Resultados: Os resultados revelaram uma variedade
de fragilidades nos recursos humanos da Vigilancia em Saude na regido, entre elas, a
deficiéncia na formacao académica dos trabalhadores, condicdes de trabalho deficientes
e auséncia de recursos financeiros. Por outro lado, como ponto positivo, foi identificada
uma grande oferta de a¢des de Educacdo Permanente em Salde. Conclusdes: Sugere-se
aos gestores em salde, a busca por alternativas que atendam a situagao dos profissionais
atualmente inseridos no sistema e minimizem os efeitos da formacao deficiente, assim
como a necessidade de discussoes para revisao das Diretrizes Curriculares Nacionais
dos cursos da area da salde, fomentando a formagao de profissionais para a promogao
em salde, além de distribuicdo adequada e melhorias na alocacdo de recursos para a
Vigilancia em Salde.

PALAVRAS-CHAVE: Profissionais de Salde; Recursos Humanos em Saude; Vigilancia
Ambiental; Vigilancia Epidemioldgica; Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

Introduction: The professional qualification of human resources in health affects
directly the quality of the services offered to the community. Objective: This study
aimed to characterize the formation of managers of health surveillance in the inland of
Pernambuco State, Brazil and identify the main fragilities and potentialities in the daily
prosses of work. Method: The data was collected by interview using a semi structured
questionnaire. Results: The results revealed a variety of problems in human resources
in health surveillance in the region, like the absence or incompatible education level,
poorly work conditions and precarious financial resources. On the other hand, some
positive points, was identified a good offer in actions of permanent education in health.
Conclusions: Should find alternatives that meet the situation of professionals into the
system and minimize the effects of lack of training and inadequate training, as well as the
necessity to discuss the review of the national curricular guidelines of health sciences
courses, promoting educational institutions to train professionals for health surveillance,
as well promote the better distribution of financial resources.

KEYWORDS: Health Professionals; Human Resources in Health; Environmental Surveillance;
Epidemiological Surveillance; Health Surveillance
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INTRODUCAO

A saude, reconhecida e proclamada como direito fundamental da
pessoa humana, é necessidade essencial de todos os individuos e
coletividades'. No Brasil, somente no final da década de 1980, com
a constituicdo cidada e as leis organicas da salde, a salide passou
a configurar como um direito de todos e dever do estado?34.

A qualidade dos servicos de salde é resultado de diversos fato-
res, sendo crescente o consenso entre os profissionais do Sistema
Unico de Salde (SUS), em todas as suas esferas, que a forma-
cao e qualificacdo dos recursos humanos afetam, diretamente, a
qualidade dos servicos oferecidos a coletividade®®.

No Brasil, as vigilancias epidemioldgica, sanitaria, ambiental e
em salde do trabalhador possuem distintos graus de desenvolvi-
mento e institucionalizacdo. As duas primeiras foram originadas
anteriormente a criacao do SUS. Ja a vigilancia em salde do tra-
balhador foi instituida pos Constituicao de 1988, com o proprio
SUS, e a vigilancia ambiental é ainda a mais recente’.

Posteriormente, em 2003, foi criada a Secretaria de Vigilan-
cia em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS) e, apds 2006, os
recursos financeiros que eram destinados as Vigilancias passaram
a compor o bloco financeiro “Vigilancia em Saude”®.

A Vigilancia em Saude tem por objetivo a observacao e analise
permanentes da salde da populacao, articulando-se em um con-
junto de acoes destinadas a controlar determinantes, riscos e
danos a saude de populacdes que vivem em determinados ter-
ritorios, garantindo-se a integralidade da atenc&o, o que inclui
abordagens individuais e coletivas dos problemas de saude®.

O Pacto pela Salde, criado em 2006 pelo MS com o objetivo de
superar os entraves que se acumularam no SUS, ressalta em sua
dimensao de Gestao, uma preocupacao no tocante a educacao na
saude'. Prioriza a implementacao da Politica Nacional de Educa-
¢cdo Permanente em Salde (PNEPS), ao considera-la como uma
estratégia do SUS para a formacao e o desenvolvimento de tra-
balhadores no setor. Porém, Matta e Morosini'" afirmaram que a
efetivacdo dessa politica € um desafio e depende de uma estreita
relacao entre os atores envolvidos nesse processo, entre eles, o
MS por formular a politica nacional de desenvolvimento profissio-
nal e educagao permanente dos trabalhadores da salde; as Insti-
tuicbes de Ensino Superior por oferecerem o espaco de formacao
teorica, no qual os estudantes adquirem os conhecimentos que
vao ser aplicados nas instituicoes de saude; as Secretarias Esta-
duais de Salde, que tém um papel inarredavel de constituir a
Rede de Gestdo e de Atencdo em Saude, e desta forma, identificar
necessidades de formacao, mobilizar a capacitacao em servico e
a producao e disseminacao de conhecimento ascendente; e, por
fim, os municipios, por serem responsaveis, a partir da descentra-
lizacdo, por gerir a saide da populagdo por si proprios.

De acordo com Miranda, Carvalho e Cavalcante?, a partir do
gradual processo de implantacao e descentralizacao intergover-
namental do SUS, séo requeridas novas competéncias e respon-
sabilidades para a gestao governamental, como, por exemplo,
a competéncia da gestao em organizar e utilizar os sistemas de
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monitoramento e avaliacdo de informacdes propicias para sub-
sidiar processos decisorios, de planejamento e de prospeccéao
logistica. Os autores ainda enfatizam a lacuna na producao de
estudos e pesquisas direcionados a processos e praticas de moni-
toramento e avaliacao orientados para a gestao governamental
em salde, particularmente no ambito municipal.

Acdes recentes de reorientacdo da formacdo profissional vém
sendo delineadas em instancias loco-regionais do SUS, como
os Colegiados de Gestao Regional, relacionando-se mais efeti-
vamente ao processo de regionalizacao e descentralizacao da
politica nacional de salde, contribuindo para uma melhoria na
qualidade dos recursos humanos dos trabalhadores em salde®™,
entretanto ndo ha producao cientifica na area que caracterize o
perfil dos profissionais vinculados a Vigilancia em Salde.

Peduzzi'* assinalou as lacunas cientificas no campo da aborda-
gem de recursos humanos no trabalho em salde, visto que tal
investigacdo € necessaria para adensar e consolidar a aborda-
gem do Trabalho e Educacéo na Salde, além de enfatizar que
tais abordagens sao promissoras no sentido de proporcionar o
conhecimento para o fortalecimento e consolidacao das praticas
de salde no SUS.

Dessa forma, questionamos se os coordenadores de Vigilancia em
Saude apresentam formacao académica e/ou qualificacdes neces-
sarias para atender as exigéncias que lhes competem, além das
principais dificuldades que afetam seus processos de trabalho,
para que as informagoes possam incitar a discussao entre a comu-
nidade académica e gestores e gerar, consequentemente, em
melhorias na oferta de servicos aos usuarios do SUS, visto que nao
ha relatos na literatura sobre o tema em questdo, analisando os
desafios dos processos de trabalho dos coordenadores de Vigilan-
cia em Salde, tratando-se de um estudo inédito. Acredita-se, por-
tanto, devido aos escassos dados de pesquisas anteriores, que os
profissionais da Vigilancia em Saude possuem formacao académica
deficitaria, podendo isso afetar a qualidade do servico prestado.

Esse estudo teve por objetivo caracterizar e analisar a formacao
académica e qualificagao profissional, bem como identificar as
dificuldades encontradas pelos coordenadores de Vigilancia em
Salde no interior de Pernambuco, Brasil.

METODO

Foi realizado um estudo de abordagem quantiqualitativa. A pro-
ducao de informacoes ocorreu por meio de entrevista individual
e aplicacao de um instrumento semiestruturado, seguindo-se a
metodologia proposta por Minayo', que foi adaptada aos obje-
tivos do estudo. A entrevista era composta por questoes fecha-
das (ou estruturadas) e abertas, possibilitando ao entrevistado
discorrer sobre o tema proposto, sem respostas ou condicdes
pré-estabelecidas pelo entrevistador. Buscou-se, além da des-
cricao do caso individual, a compreensao das especificidades
dos grupos e a garantia da comparabilidade das especificidades
loco-regionais.
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Os sujeitos de pesquisa foram os coordenadores da Vigilancia
em Saude dos 21 municipios da regido do Agreste Meridional do
Estado de Pernambuco que compdem a V Geréncia Regional de
Saude (V Geres) do Estado de Pernambuco, Brasil.

0 questionario foi organizado em trés blocos tematicos, com
as seguintes variaveis: bloco | - Formacao: questdes relati-
vas a formacao profissional (escolaridade, curso de graduagéo
e pos-graduacdo, participacdo em cursos de curta e média
duracéo e acdes de educagdo permanente em saude); bloco Il
- Questoes referentes ao servico (tipo de vinculo trabalhista,
tempo de vinculo, carga horaria, atuacdo em mais de uma
coordenacao de vigilancia, duplicidade de vinculos trabalhis-
tas) e bloco IIl - Questdes relacionadas a condicdes de traba-
lho (maiores problemas enfrentados e que afetam o desempe-
nho do servico).

A coleta de dados foi realizada entre os meses de setembro de
2015 e abril de 2016, com contato inicial via telefone e e-mail
para agendamento de visita. Caso nao fossem localizados na
primeira tentativa de contato, eram realizadas mais duas ten-
tativas, antes de serem excluidos da pesquisa. As entrevistas
foram gravadas em audio, posteriormente transcritas e os
audios descartados.

Os dados obtidos foram digitados em um banco de dados no
Excel, que foi posteriormente exportado para o Statistical
Package for Social Sciences for Windows Version 23'¢ e submeti-
dos a analise descritiva.

A pesquisa foi realizada com a anuéncia da Secretaria Estadual
de Saude, devidamente aprovada pelo Comité de Etica em Pes-
quisa de Universidade de Pernambuco, por meio do Parecer n>
48031315.4.0000.5207, e respeitando-se os preceitos éticos con-
tidos na Resolucao n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Con-
selho Nacional de Saulde., Ppreviamente aa entrevista e ao pre-
enchimento do questionario, os participantes assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os entrevistados e a situagdo distinta dos coordenadores de
Vigilancia em Salude

No total, aceitaram participar do estudo 26 (26/28) coordena-
dores de Vigilancia em Saude de 14 (14/21) municipios, tendo
alguns abdicado de participar devido a ocorréncia constante de
reunides técnicas e cursos de capacitagao relacionados a epide-
mia de chikungunya, dengue e zika que acometia Pernambuco no
periodo da pesquisa.

Cabe ressaltar que, em 78,57% (11/14) dos municipios visita-
dos, ndo havia um servico estruturado de Vigilancia em Salude
do Trabalhador, e nos municipios onde ela se faz presente, nao
havia um coordenador exclusivo para a geréncia, ficando a vigi-
lancia do trabalhador sob a responsabilidade dos coordenadores
das outras vigilancias, em razao do processo inicial de funciona-
mento da Vigilancia em Saude do Trabalhador na regiao.
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Formacao profissional

Em relacéo a formagao académica dos profissionais, observou-se
que 61,54% (16/26) dos coordenadores possuiam ensino superior
completo e, desses, 53,07% (9/16) realizaram algum curso de
pos-graduacao, na area de atuacao (por exemplo: Saude Cole-
tiva, Saude Plblica e Epidemiologia), conforme Tabela 1. Os
resultados desses dados estratificados por municipio estao exi-
bidos na Figura. No que se refere a area de formacao, 81,20%
(13/16) séo formados em cursos de ciéncias da saude e 18,80%
(3/16) sao formados em cursos de outras areas (por exemplo:
Marketing, Historia e Pedagogia).

No que se refere a realizacao de cursos de curta e média dura-
cao e atividade de educacao permanente, 96,10% (25/26) dos

Tabela 1. Caracterizacao da formacao profissional dos coordenadores
de Vigilancia em Saude da V Geréncia Regional de Saude (Geres),
Pernambuco, 2016.

Variaveis N° %

Escolaridade

Ensino médio completo 8 30,77

Ensino superior incompleto 2 7,69

Ensino superior completo 16 61,54
Pos-graduacao

Salde coletiva 3 17,76

Salde publica 4 23,55

Epidemiologia 2 11,76

Nao realizou 7 47,05
Cursos curta duracao

Sim 25 96,10

Nao 1 3,90
Quando realizou o Gltimo

< 1ano 18 72,00

1-5 anos 7 28,00
Fomento para curso

Préprio 3 12,00

Secretaria Municipal/Estadual 22 88,00

Fonte: Os autores.

47,06%

. Municipios com todos coordenadores com ensino superior completo
D Municipios com pelo menos um coordenador sem ensino superior

Fonte: Os autores.

Figura. Distribuicao dos municipios em relacao ao nivel de formacao dos
coordenadores de Vigilancia em Saude, V Geréncia Regional de Saude
(Geres), Pernambuco, 2016.
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entrevistados relataram participar de cursos de capacitacao,
atualizacao, participar de congressos, entre outras atividades,
sendo que a maioria (72,00%) desses relatou ter participado de
pelo menos uma das atividades a menos de um ano, dos quaise,
em 88,00% dos casos, os cursos foram realizados ou financiados
pelas Secretarias Municipal ou Estadual de Salude (Tabela 1).

Estes dados refletem a execucdo de uma politica local de edu-
cacao permanente dos profissionais de salde, com abordagem
integrada nos eixos da clinica, vigilancia, promocéo e gestao,
como preconizado nas Diretrizes Nacionais de Vigilancia em
Saude, em que a integracado entre a Vigilancia em Salde e a
Atencao Primaria a Salde é condicao obrigatoria para a constru-
cao da integralidade na atencao e para o alcance dos resultados,
com desenvolvimento de um processo de trabalho condizente
com a realidade local’.

Observou-se que a formacdo académica e/ou experiéncia pro-
fissional ndo foram pré-requisitos para a contratacao e atuacdo
dos coordenadores de Vigilancia em Salude em grande parte dos
municipios, tendo em vista que a Portaria que regulamenta as
responsabilidades e define diretrizes para execucao das acoes
de Vigilancia em Salde pela Unido, Estados, Distrito Federal e
Municipios, relativos ao Sistema Nacional de Vigilancia em Saide
e Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, nao fazem referéncia
aa esta exigéncia relacionada a formacao académica e/ou expe-
riéncia na area da saude''® e também ainda ndo ha uma politica
nacional clara e definida implantada no pais para a formacéo dos
profissionais que atuam na Vigilancia em Saude.

Portanto, atualmente, ndo ha um consenso sobre os perfis cur-
riculares exigidos para coordenadores de Vigilancia em Salde e
uma definicdo pelo Ministério da Salide de uma politica nacio-
nal para os profissionais que atuam nos sistemas de vigilancia,
porém, de acordo com a Norma Operacional Basica de Recursos
Humanos para o SUS (NOB/RH- SUS), o concurso publico deve ser
a Unica forma de ingresso de profissionais na carreira da salde e
no servico publico. Entretanto as Diretrizes Nacionais da Vigilan-
cia em Saude e a Portaria n° 1.378, de 9 de julho de 2013, que
define as diretrizes para execucao e financiamento das acoes em
Vigilancia em Saude, deixam a cargo das prefeituras municipais
a forma de contratacao e uso do piso financeiro para contratacao
dos profissionais componentes da vigilancia®®.

A flexibilidade juridica reflete-se na contratagdo de profissio-
nais por meio de cargos comissionados e indicacdes politicas,
resultando na indicacdo de pessoas que nao possuem a devida
formacdo e preparacdo necessaria para atuacdo em um cargo
de coordenacédo de Vigilancia em Salde, seja esta ambiental,
epidemioldgica ou sanitaria.

Os achados do nosso estudo também corroboram com o diag-
nostico de recursos humanos realizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, no qual, além das profissdes da area da
salde, existem trabalhadores com formacdes em diversas areas
do conhecimento, como, por exemplo, advogados, zootecnistas,
pedagogos, engenheiros, fisicos e geodgrafos, entre outros, tam-
bém em municipios como menos de 20.000 habitantes, como os
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municipios visitados neste estudo, ha um predominio de traba-
lhadores de nivel médio e apenas 50,3% dos profissionais com
nivel superior possuem algum tipo de especializagao .

Vale ressaltar a importancia dessa multi, inter e transdisciplina-
ridade das atividades e da formacao das equipes de Vigilancia
em Saude, que contribuem imensuravelmente para a producao
teorica e técnica na area, com beneficios a salide da populacao.
Vide os exemplos do incidente com o Césio-137, em Goiania-GO,
e da hemodialise, em Caruaru-PE, que revelourevelaram aspec-
tos antes ndo debatidos na construcao das praticas da Vigilancia
em Saude e, em particular, do sistema de vigilancia sanitaria
como a insercao de diversas categorias profissionais?.

Positivamente, destacam-se a disponibilidade e a rotina de
encontros e cursos de média e curta duracdo oferecidos pelas
esferas municipal e estadual, corroborando com as diretrizes da
PNEPS, que objetiva a transformacéao das politicas institucionais,
a melhoria na qualidade da atencao e da assisténcia em saude
e melhoria das relacdes nas e entre equipes de trabalho, e com
as Diretrizes para a Gestdao da Educacdo em Vigilancia Sanita-
ria e na Politica de Educacao Permanente do SUS. No entanto,
tais politicas ndo temtém como objetivo, substituir a formacéo
a nivel académico e ndo devem se constituir como a Unica fonte
de qualificacao profissional dos gestores?'-22:23.24,

Situagdo de trabalho

No tocante ao vinculo profissional, apenas 30,80% dos coordena-
dores possuem vinculo ha mais de 5 anos, sendo esses os Unicos
profissionais efetivos (Tabela 2). Sobre a jornada de trabalho,
verificou-se que somente 7,70% deles tém vinculo inferior a 30
horas semanais, mas 38,45% coordenavam mais de uma vigilancia
e 11,54% atuavam em mais de um municipio (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo do vinculo profissional dos coordenadores
de Vigilancia em Saude da V Geréncia Regional de Saude (Geres),
Pernambuco, 2016.

Variaveis N° %
Vinculo

Contrato (temporario) 18 69,23

Efetivo (concurso) 8 30,77
Tempo de vinculo

<1ano 6 23,08

1,5 ano 12 46,15

> 5 anos 8 30,77
Carga horaria (horas/semana)

15 h 2 7,70

30h 9 34,61

40h 15 57,69
N° vigilancias que coordena

1 16 61,54

2 6 23,07

3 4 15,38
Duplicidade de vinculo (outros municipios)

Sim 3 11,54

Nao 23 88,46

Fonte: Os autores.
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Resultados semelhantes aos verificados neste estudo ja foram
relatados no Censo Nacional dos Trabalhadores de Vigilancia
Sanitaria, no qual foi constatada a diversidade de vinculos e
multiplicidade de escalas salariais entre municipios e estados,
revelando a existéncia de servidores publicos estatutarios, cele-
tistas, terceirizados e servidores cedidos por outras instituicoes,
trabalhando em jornadas de 20, 30 ou 40 horas semanais® .

Frequentemente se observam modalidades de vinculos que,
além de precarias, se encontram fora dos limites legais, resul-
tando em prejuizos na qualidade e continuidade da assisténcia
oferecida, no comprometimento dos profissionais e integridade
juridica dos estados e municipios?.

A estruturacao dos Planos de Cargos, Carreiras e Salarios (PCCS)
no SUS, é a Unica saida para evitar a alta rotatividade, dupli-
cidade de vinculo sobrecarga dos profissionais e, consequente
insatisfacao dos trabalhadores. Essa tem sido a principal causa
de reivindicacoes de servidores, que ainda nao foi alcancada gra-
cas a restricoes fiscais e administrativas?.

Além disso, mesmo com o evidente avanco da NOB/RH-SUS,
recomenda-se a sua discussao e revisao. Apesar da sua impor-
tancia como referencial de RH para o SUS, é evidente a impossi-
bilidade de se estabelecer uma politica Unica para todo o pais,
desconsiderando as diversidades loco-regionais existentes ao
longo do pais?.

Principais dificuldades declaradas

A maior dificuldade citada pelos entrevistados foi o cumprimento
de metas relativas a atividades de rotina, principalmente inspe-
coes, devido, principalmente, a elevada demanda de tarefas. Foi
dito que isso se deve principalmente a falta de veiculos (92,30%)
e oao baixo numero de funcionarios (80,77%).

O municipio é bom de trabalhar, as pessoas sdo prestativas e
preocupadas, mas o que dificulta o servico é a falta de carro,
fica dificil visitar e dar assisténcia em dreas afastadas”;

Apesar da cidade ser pequena, as condicbes de trabalho s@o
ruins, e mesmo com a boa vontade da gente, é complicado
trabalhar, o numero de funciondrios é pequeno e com a
falta de veiculo fica impossivel cobrir toda a cidade de
forma igual”.

Nas diretrizes nacionais da Vigilancia em Saude, sao definidos os
destinos dos recursos do piso financeiro do componente da Vigi-
lancia em Saude, por meio do qual parte dos recursos devem ser
destinados para despesas de custeio, como material de consumo
(e.g.,por exemplo: pecas e materiais para revisao e manuten-
cao de veiculos, equipamento de protecéo individual e material
de escritorio) e para despesas de capital, como compra de vei-
culos e outros equipamentos/materiais permanentes (e.g.,por
exemplo: computadores, fax, camera fotografica)’. O que, de
acordo com os relatos, nao vem sendo administrados de forma
correta pelas Secretarias de Saude, revelando falhas na gestao
dos recursos destinados a Vigilancia em Salde.
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Também foi relatado, por boa parte dos coordenadores (53,84%),
um forte sentimento de desvalorizacao frente a outros traba-
lhadores da salde, como os da atengao basica. A insatisfacao
salarial foi citada por todos os entrevistados, o que resultava,
segundo eles, na procura de outros vinculos trabalhistas:

O saldrio é baixo para a quantidade de servico e, para
piorar, sou somente eu para as trés vigilancias, ai ja viu,
né? Trabalho por trés e recebo por um!

Além da insatisfacdo salarial, os entrevistados também citaram
como pontos negativos, a falta de respaldo politico e, em cer-
tos casos, até interferéncia politica, principalmente no que se
refere a medidas punitivas e ao uso do poder de policia:

Existe muita interferéncia politica no municipio, vocés
precisam ver como fica aqui em dias de feira de gado e de
alimentos ou nas festas de Sao Jodo...

Um novo modelo de gestao do SUS, de acordo com Campos et
al.?, deve diminuir a rotatividade, motivar os trabalhadores em
suas atividades, evitar a duplicidade de vinculos e contratacoes
inadequadas e melhorar o desempenho dos processos de gestao
em todas as esferas’. eEntretanto as dificuldades citadas, demons-
tram o quao distante esse modelo se encontra da realidade exis-
tente na area de estudo. Resultados semelhantes foram relatados
em Santa Catarina, onde os profissionais citaram dificuldades e
sugeriram melhorias no quadro de profissionais, materiais e recur-
sos, além da valorizagao profissional, equiparacao salarial, melho-
rias nas condicdes de trabalho e na estrutura fisica?.

CONCLUSOES

Os resultados desse estudo, que partem de um assunto alta-
mente complexo, exigem ampla reflexao e discussao, de forma
a encontrar alternativas que melhor atendam a situacdo dos
profissionais atualmente inseridos no sistema e da populacao
que usufrui do servico. A escassez no quadro de profissionais
e a precarizacao das relacoes de trabalho repercutem direta-
mente no processo de consolidacdo do SUS e na assisténcia.
Mudancas na composicao da forca de trabalho, nos processos de
regulacao e formacao profissional, nas formas de contratacao
e remuneracao, consistem em desafios para a avaliacao e o
acompanhamento das politicas de recursos humanos na salde,
como, por exemplo, a discussdo de tais pontos nas Conferéncias
Estaduais de Vigilancia de Saude, que ja foram realizadas e,
futuramente na Conferéncia Nacional de Vigilancia em Salde,
que sera realizada em meados de 2018, visto que tais pontos
nao estao claros e nem definidos nas atuais Diretrizes da Vigi-
lancia em Salde, dificultando a execucdo das acdes descentra-
lizadas, em sua praxis, nos municipios.

Apos a analise, acredita-se que os profissionais da Vigilancia em
Saude possuem formacéo académica deficitaria, o que pode afe-
tar a qualidade do servico prestado. A formacao e educacao de
profissionais de salde devedevem ser tratadatratadas como um
processo permanente, que se iniciando-see durante a graduacao
e sendo mantidaenha durante a carreira profissional, por meio
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de parcerias entre os servicos de saude, as instituicdes de ensino
superior, a comunidade e outros setores da sociedade civil.

Por fim, para enfrentar esses desafios e procurar solucoes para as
questdes levantadas, sugere-se a insercao de foruns de discussao
de recursos humanos na agenda dos gestores, reconhecimento
e revisao da NOB/RH-SUS, assim como a discussao do PCCS,
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RESUMO

Introdugdo: A pesquisa, uma das vertentes da vigilancia sanitaria, tem sua importancia
justificada pela busca de respostas aos diversos prejuizos relativos a satde. A heparina,
produto bioldgico com propriedades anticoagulantes e antitromboticas, esteve relacionada
com eventos adversos entre 2007 e 2008. Diante do ocorrido, os compéndios oficiais
atualizaram a monografia para matéria-prima. No entanto, ha uma deficiéncia de monografias
para avaliacdo do produto final. Objetivo: Propor método fisico-quimico de analise de
limite de galactosamina em hexosaminas totais a partir do produto acabado de heparina
sodica suina. Método: Foi desenvolvido método analitico a partir da cromatografia liquida
de alta eficiéncia por troca idnica e deteccdo amperométrica, com as devidas avaliacdes de
adequacéo do sistema para posterior analise de trés amostras de heparina sddica suina, as
quais foram previamente submetidas ao protocolo de preparo de amostra através da coluna
Micro Bio-Spin™. Resultados: As amostras foram comparadas com a solucdo de adequacao
do sistema e matéria-prima de heparina sodica suina, sendo possivel detectar presenca
de galactosamina em uma das trés amostras analisadas em quantidade inferior ao limite
estipulado pela Farmacopeia Americana. Conclusées: Conclui-se que o método é eficiente
para analise do produto acabado e, por isso, sera sugerido a Farmacopeia Brasileira.

PALAVRAS-CHAVE: Heparina; Controle de Qualidade; Cromatografia Liquida de Alta
Pressao; Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

Introduction: Research, one of the core areas of health surveillance, has its importance
justified by its search for answers to various health problems. Heparin, a biological
product with anticoagulant and antithrombotic properties, has been related to adverse
events between the years 2007-2008. Because of that, the official compendiums updated
the monograph for raw material. However, there is a lack of monographs that evaluate the
final product. Objective: The goal of this study is to propose a physicochemical method
of analysis of the limits of galactosamine in total hexosamine from the finished product
of porcine sodium heparin. Method: We developed an analytical method from the ion-
exchange high performance liquid chromatography with amperometric detection, with the
appropriate evaluations of the system suitability for posterior analysis of three samples of
porcine sodium heparin previously submitted to the sample preparation protocol through
the Micro Bio-Spin column. Results: The samples were compared to the solution of the
system suitability and raw material of porcine sodium heparin. We could detect the
presence of galactosamine in one of the three analyzed samples in lower amounts than
the limit stipulated by the American pharmacopeia. Conclusions: We concluded that the
aforementioned method is efficient for the analysis of the finished product and that is the
reason why it will be suggested to the Brazilian pharmacopeia.

KEYWORDS: Heparin; Quality Control; High Pressure Liquid Chromatography; Health
Surveillance
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Santana AC et al. Analise de galactosamina em heparinas injetaveis

INTRODUCAO

As funcdes da vigilancia sanitaria ndo se restringem apenas a fis-
calizacdo do cumprimento da legislacdo sanitaria e repreensoes.
A pesquisa é uma vertente pouco difundida e investida, porém sua
importancia se justifica na articulagdo das acdes intersetoriais a fim
de que se produza conhecimento e na busca de respostas aos diversos
prejuizos relativos a satde'. Quando um determinado produto tem
sua credibilidade e reputacao fragilizada, as instituicoes reguladoras
direcionam sua atencao para o tema com a finalidade de pesquisar
0 dano sanitario estabelecido?. E o caso do produto bioldgico hepa-
rina, um dos polissacarideos lineares com estrutura mais complexa
da familia dos glicosaminoglicanos, que inclui também o sulfato de
condroitina (SC) e o dermatan sulfato (DS). A heparina possui pro-
priedades anticoagulantes e antitrombéticas amplamente difundi-
das ha mais de seis décadas. A extracdo comercial ocorre a partir
da mucosa intestinal de suinos ou do tecido pulmonar de bovinos,
entretanto, nao s&o farmacos equivalentes. No final de 2007 e inicio
de 2008, a confiabilidade deste produto bioldgico foi comprometida
depois dos episodios relatados pela Food and Drug Administration
(FDA), em que cerca de 350 casos de eventos adversos, devido ao uso
de heparina suina fabricada pela empresa Baxter Healthcare Cor-
poration nos Estados Unidos, foram registrados®. A investigacao da
composicao das amostras suspeitas concluiu que existia teor de 20%
de condroitina supersulfatada (OSCS) e mais de 1% em peso de DS.
Autores apontam que a exposicao a determinados virus suinos desen-
cadeia a producao de pequenas quantidades de OSCS, mas nada com-
parado a grande quantidade encontrada nestes lotes>*. Por meio da
técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
foi elucidada a estrutura da OSCS, composta por unidades repetidas
dissacaridicas de acido D-glicurénico e N-acetilgalactosamina, ligadas
da forma B (1 — 3), analoga ao sulfato de condroitina, porém com
um padrao peculiar de sulfatacao encontrado nas posicoes 2 e 3 do
acido glicurénico e em 4 e 6 da N-acetilgalactosamina’. Sabe-se que
0 SC é composto de acido D-glicuronico ligado de forma B (1 — 3) a
N-acetilgalactosamina, normalmente, sua estrutura possui um grupo
sulfato nas posicoes 4 ou 6 na porcao da N-acetilgalactosamina.
Enquanto que o DS tem em sua estrutura acido L-idurdnico ligado B
(1 = 3) a N-acetilgalactosamina, com grupos sulfatos presentes no
carbono 2 do acido urnico e no carbono 4 da N-acetilgalactosamina.
Aheparina é constituida principalmente de acido L-idurénico e N-sul-
foglicosamina ligados de forma B (1 — 4), altamente substituida com
residuos O-sulfato no carbono 6 dos residuos de glicosamina e no car-
bono 2 dos residuos de acido urdnico®. Na época, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) liberou um informe no qual a empresa
Baxter Healthcare Corporation notificava que os lotes envolvidos nos
casos americanos ndo haviam sidos distribuidos ou comercializados
no Brasil’. No entanto, ficou evidente a necessidade de procurar
métodos seguros que pudessem atestar mais fielmente a qualidade
do produto oferecido a populacao, levando os compéndios oficiais a
atualizarem suas monografias de heparina. Neste contexto, a Farma-
copeia Brasileira 5* ed. contém monografias para heparina calcica™ e
sodica', cujo principio ativo e finalidade sdo os mesmos, mas as duas
s@o destinadas para matéria-prima e ndo para o produto acabado.
Observa-se que as monografias pertencentes a Farmacopeia Brasi-
leira 5 ed.™ " sdo semelhantes a da Farmacopeia Europeia 82 ed.'>",
na qual ha auséncia de métodos para a forma injetavel. Em contra-
partida, a Farmacopeia Americana USP39-NF34 é mais abrangente a
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respeito de monografias para heparinas com formas farmacéuticas
distintas: matéria-prima™* e injetavel’. Entre os métodos cromato-
graficos abordados para a matéria-prima, encontra-se a analise de
limite de galactosamina em hexosaminas totais, técnica de cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de troca ionica e
deteccdo amperométrica pulsada, também estudado por Itoh et al.".
Enquanto que, para heparina injetavel, na Farmacopeia Americana
USP39-NF34", ha auséncia de métodos cromatograficos preconiza-
dos. Este fato nos mostrou a importancia de desenvolver métodos,
a fim de que haja abrangéncia no controle de qualidade tanto na
matéria-prima quanto no produto acabado. O produto acabado pos-
sui peculiaridades que precisam ser avaliadas, como, por exemplo,
a composicao dos excipientes. Neste caso, as amostras de heparina
sodica suina possuem como excipientes cloreto de sodio, acido clori-
drico, hidroxido de sddio, alcool benzilico e agua para injecao, destes
o sal é o mais problematico quando se trata de analise por cromato-
grafia de troca ibnica. Este excipiente pode concorrer pelo sitio de
interacdo da fase estacionaria com o analito, interferindo assim na
analise, por isso as amostras necessitam passar por um tratamento
de dessalinizacao a fim de que os sais presentes na formulacao sejam
removidos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos propor
método de andlise fisico-quimica de limite de galactosamina em
hexosaminas totais a partir do produto acabado de heparina sodica
suina, bem como otimizar o preparo de amostra.

METODO

Padrdes e reagentes

Galactosamina e glicosamina fornecidas pela United States Phar-
macopeia (USP). Acetato de sodio, grau para analise, acido clo-
ridrico 37% e solucédo de hidroxido de sodio 50%; fornecidos pela
Merck. Hidroxido de Potassio, grau para analise fornecido pela
Fluka. Agua foi deionizada pelo sistema de purificacao Milli-Q e
filtrada em filtro Millipak® Express 40 (MPGP04001).

Condicdes cromatograficas

0 equipamento consiste de um cromatografo liquido de alta eficién-
cia contendo uma bomba quaternaria modelo DIONEX 1CS-5000 + SP
com degaseificador acoplado, um detector amperométrico pulsado
junto ao forno para colunas DIONEX ICS-5000 + DC, um injetor auto-
matico DIONEX-AS AP e software chromeleon versao 7.0, todos do
fabricante Thermo Fisher Scientific. Adaptacoes nas condicoes cro-
matograficas de Itoh et al."®, em que a fase movel era composta de
8 mM de hidroxido de sodio (Eluicdo isocratica por 11 min), a etapa
de limpeza foi feita com 60% de 8 mM de hidroxido de sodio e 40%
de 1 M de acetato de sodio, e a etapa de equilibracdo aconteceu
com 10 min de fase de eluicdo entre as injecoes, todas as etapas
permanecendo em velocidade constante de 1,0 mL/min. As amostras
foram eluidas com volume de 5 pL em um sistema composto por:
Pré-coluna Amino-Trap™, com dimensdes de 3 x 30 mm; Pré-coluna
Borate-Trap™, com dimensoes de 4 x 50 mm; Coluna de troca i6nica
CarboPac™ PA1, com dimensoes de 4 x 250 mm, mantida a 30°C.
Coluna e pré-colunas fornecidas pela Dionex. A deteccdo amperomé-
trico pulsado seguiu a programacao da Tabela 1.
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Tabela 1. Programacao da célula amperométrica de prata/ouro
especifica para polissacarideos.

Nivel Tempo (min) Potencial (V) Integracao
1 0,00 +0,1

2 0,20 +0,1 Comeco
3 0,40 +0,1 Final

4 0,41 -2,0

5 0,42 -2,0

6 0,43 +0,6

7 0,44 -0,1

8 0,50 -0,1

min: minutos; V: volts.

Amostras e matéria-prima

Foram utilizadas trés amostras injetaveis e uma matéria-prima
de heparina sddica suina adquiridas junto aos produtores, com o
auxilio do Nlcleo Técnico de Medicamentos Biologicos do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade da Fundacao Oswaldo Cruz.
As amostras foram identificadas, catalogadas e armazenadas sob
refrigeracao entre 6°C e 10°C, até o momento dos ensaios.

Preparo de solucao de adequacao do sistema

Para o preparo da solucao de adequacao do sistema foram feitas
duas solucoes: Solucao padrao USP de 1,6 mg/mL de glicosamina
em 5 N de acido cloridrico e solucao padrao USP de 1,6 mg/mL
de galactosamina em 5 N de acido cloridrico. Volumes iguais das
solucdes de glicosamina e galactosamina foram vertidos em um
tubo de rosca, e a esta solucao final é dado o nome de solucéo de
adequac&o do sistema. Por Ultimo, 5 mL da solucdo de adequacéo
sao hidrolisados por 6 h a 100°C, que, apods arrefecimento, foram
diluidos com agua purificada do Tipo | na proporcéo de 1:100.

Preparo da matéria-prima

Foram pesadas aproximadamente 2,4 mg de matéria-prima
heparina sodica suina, que foram diluidas em 1,0 mL de HCL 5 N
e hidrolisadas por 6 h a 100°C e, apds arrefecidas, foram diluidas
com agua purificada do Tipo | na proporcao de 1:100.

Preparo da amostra
Protocolo de dessalinizacdo

A coluna Micro Bio-Spin™ 6, utilizada para remocao de sais de uma
determinada amostra, por reter moléculas que possuem massa
molar inferior a 6 kDa, foi utilizada para o preparo das amos-
tras injetaveis de heparina. A coluna acondicionada em tampéao
necessita de uma etapa de remocao desta solucdo e uma etapa
de adicao do analito para rinsar a coluna, a fim de que nao haja
contaminacao com a amostra. Essa coluna satura com 75 pL de
volume adicionado, desta maneira, o processo de dessalinizacao
deve ocorrer no minimo 11 vezes para que haja volume necessario
para dar prosseguimento a analise.

Hidrolise da amostra

a solucao previamente dessalinizada foram vertidos 100 pL para um
recipiente e entao a secagem foi realizada no SpeedVac por 4 h, sem
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aquecimento, com vacuo de 0,1 vac e temperatura do trap de -90°C.
Apos a secagem, os tubos utilizados foram pesados e a diluicdo acon-
teceu de forma a atender a proporcao da Farmacopeia Americana
USP39-NF34™, cuja relacdo é de 12,0 mg de heparina sodica para
5 mL de 5 N de acido cloridrico. Estas solugdes foram hidrolisadas
por 6 h a 100°C e, ao esfriarem a temperatura ambiente, foram
filtradas em membrana Milipore Millex 0,22 mm, em seguida diluidas
com agua purificada do Tipo | na proporc¢ao de 1:100.

Adequacéo do sistema
Resolugdo (Rs)

Parametro definido como medida quantitativa da separagao de
dois picos sucessivos. Para o calculo sdo necessarios dois fatores:
a distancia entre seus tempos de retencao (Tr) e a largura da
base (W) (Equacao 1).

2(Tr), - (Tr)
Rs= ———— Equacao 1
W, +W,)

Eficiéncia ou nimero de pratos tedricos (N)

Parametro definido como equilibrio de distribuicdo do soluto
entre as duas fases: movel e estacionaria. Mede-se o alargamento
que o sinal sofre durante a passagem do analito pelo sistema, e é
um valor constante para cada pico em um cromatograma com um
determinado conjunto de condicdes operacionais. Este parame-
tro é calculado conforme Equacéo 2, na qual Vn é o volume de
eluicdo do pico e W ¢é a largura do pico na linha de base™.

- i 2]

Fator de assimetria do pico (As)

Equacao 2

O parametro mede a assimetria do pico, pois este parametro é
inversamente proporcional a exatiddao da quantificacéo, dificul-
tando determinar o tempo e a posicdo de inicio e término do
pico™. A Equacdo 3 mostra o calculo para fator de assimetria, no
qual W, . € a largura do pico a 5% da altura e f € a distancia da
linha vertical do sinal maximo até a linha vertical e perpendicu-
lar a linha de base que intercepta o traco a 5% da altura.

As = Wo,os

2 Equacao 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de OSCS e o alto teor de DS em uma amostra de heparina
indicam ma qualidade e o seu consequente descarte. Para a avalia-
¢ao da presenca ou auséncia de OSCS e DS, pode-se utilizar o método
de limite de galactosamina em hexosaminas totais. Neste método, a
amostra € hidrolisada e convertida em monossacarideos e espera-se
encontrar apenas glicosaminas provenientes da estrutura da heparina,
pois a galactosamina advém de impurezas como o DS e adulterantes
como a 0OSCS. De forma relativa consegue-se quantificar o teor de
galactosamina presente na amostra, a partir do sinal de glicosamina.
A separac&o cromatografica ocorre pelo fendmeno da troca ionica e
a deteccao é realizada pelas reacoes de oxirreducao ocorridas entre
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o0 analito e a célula do detector amperométrico pulsado a partir de
diferenca de potencial empregado na analise. Cabe ressaltar que o
padrao necessita passar pelo mesmo processo de hidrolise para que
seja submetido as mesmas condicoes da amostra. O método contido
na Farmacopeia Americana USP39-NF34 nao obteve resultados que
atendessem aos critérios de adequacéo do sistema do proprio com-
péndio, por isso eles ndo foram mostrados neste trabalho. O método
abordado por Itoh et al.' possui semelhancas com o da Farmacopeia
Americana USP39-NF34' em relacdo ao preparo da amostra, que,
em ambos 0s casos, reporta-se a matéria-prima. A Tabela 2 retine as
principais diferencas entre os métodos, que envolvem basicamente,
a fase movel e a coluna cromatografica.

As colunas cromatograficas em questdo sao indicadas para
separacdes com alta resolucdo de monossacarideos e sao fun-
cionalizadas com resina trocadora de anions de sal de amonio,
no entanto a Carbo Pac PA1" possui comprimento, diametro
e tamanho de particula superior aos da Carbo Pac PA20%. Ao
se tratar de monossacarideos extremamente substituidos, a
interacdo com particulas maiores é mais estabilizada do que
com as menores, facilitando assim a separacdo cromatogra-
fica. Segundo o fabricante do cromatografo liquido Thermo

Tabela 2. Principais diferencas entre os métodos para matéria-prima de
heparina sodica presentes na Farmacopeia Americana e no trabalho de
Itoh et al.™®.

Método de heparina sédica

Farmacopeia americana

i 16
Diferencas USP39-NF34™ Trabalho de Itoh et al.
s Carbo Pac PA20 Carbo Pac PA1
cromatografica

Hidrdxido de potassio

14 mM Hidroxido de sodio 8 mM

Fase de eluicao

60% de hidroxido de

Hidroxido de potassio s6dio 8 MM e 40% de

Etapa de limpeza

Santana AC et al. Analise de galactosamina em heparinas injetaveis

Fisher Scientific*', o qual reproduziu o método da Farmaco-
peia Americana USP39-NF34', a substituicdo de hidroxido de
potassio por hidroxido de sodio ndo causaria alteracdes nos
resultados encontrados. Sendo assim, o sucesso deste método
pode ser atribuido a coluna cromatografica e a etapa de lava-
gem. A Figura 1 mostra a comparacao entre cinco injecées da
solucdo de adequacédo do sistema com o método adaptado de
Itoh et al.™, no qual foram observados tempos de retencao de
aproximadamente 7,75 e 9,50 min para galactosamina e gli-
cosamina, respectivamente. Em algumas injecoes, um sinal
nao identificado no tempo de 1,60 min pode ser detectado.
Os dados foram tratados pelo Teste de Grubbs e a injecao 3 foi
descartada por apresentar valores aberrantes (a = 0,05).

Os parametros de adequagao do sistema para o método em ques-
tao seguiram os abordados na Farmacopeia Americana, com a
finalidade de avaliar se o sistema cromatografico esta adequado
para a analise. A Tabela 3 resume os dados para avaliacao.

Para todos os critérios avaliados, o método foi aprovado e, por-
tanto, apto a ser testado para as amostras. A Figura 2 mostra
a comparacao entre branco, solucao de adequacao do sistema,
matéria-prima e amostras analisadas, na qual pode ser obser-
vado que o pico referente ao tempo de 1,60 min continua a ser
detectado, levantando a hipdtese de que pode estar relacionado
com o acido cloridrico utilizado para a hidrélise, pois se encontra
nao s6 no padrao, matéria-prima e nas amostras, como também
no branco. Este pico ndo é detectado no trabalho de Itoh et al.®,
mas foram observados sinais proximos ao volume morto nos
estudos da Thermo Fisher Scientific’' e de Restaino et al.?2. Nos
resultados da Thermo Fisher Scientific', em que foi reprodu-
zido o método da Farmacopeia Americana USP39-NF34', assim
como em Restaino et al.?2, o qual estudou o comportamento
cromatografico de outras espécies de polissacarideos hidrolisa-

LEOLLE acetato de sodio 1 mM
dos, a hidrdlise ocorreu nas mesmas condicoes deste trabalho,
100
! |
I o
80 s T - = s B I
|
| I/\
60 - | | T
o) ' !
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S I - . — - -
§ o]—0 B B S
(=%
& A !
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0 L I =t %
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Figura 1. Resultado de cinco injecoes de solucao de adequacao do sistema, onde o sinal em 7,75 min é referente a galactosamina e o sinal em 9,50 min

referente a glicosamina.
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Tabela 3. Resultado dos parametros de adequacao do sistema para o método de limite de galactosamina em hexosaminas totais.

Santana AC et al. Analise de galactosamina em heparinas injetaveis

Parametros de adequacéo Resultados obtidos para o método

do sistema Critério de aceitagdo proposto Observagéao
Resolucao > 2 entre os picos de galactosamina e glicosamina 3,01 Aprovado
NUmero de pratos teoricos > 2.000 para o pico de glicosamina 3.754 Aprovado
Fator de assimetria Entre 0,8 e 2,0 para 0s picos de galactosamina e 1,1} e 1,19 para galacFosamlna e Aprovado
glicosamina glicosamina, respectivamente
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Figura 2. Comparacao entre (A) Branco; (B) Solucao de adequacao do sistema; (C) Amostra 1; (D) Amostra 2; (E) Amostra 3; (F) Matéria-prima de

heparina sddica suina.

por isso, a deteccao de sinais proximos ao volume morto, como
o visto em 1,60 min, pode incontestavelmente ser atribuida ao
acido cloridrico. O pico de glicosamina permanece no tempo
de retencao de 9,5 min, aproximadamente, em todos os casos.
Na amostra 1 foi detectado pico proveniente da galactosamina
no tempo de 7,75 min e, nas amostras subsequentes, nenhum
pico no tempo de retencao da galactosamina foi detectado, por-
tanto nao foi possivel encontrar galactosamina dentro do limite
de deteccao do método que é de 0,01 mg/mL.

Seguindo o critério de aceitacdo visto na Farmacopeia Ame-
ricana USP39-NF34' de < 1% de limite de galactosamina em
hexosaminas totais, foi possivel avaliar a amostra 1, na qual
os resultados de cinco injecoes foram tratados por teste de
Grubbs (a = 0,05) e nenhum valor aberrante foi encontrado.
Os dados usados nas Equacdes 4 e 5 foram os resultados da
média das injecoes, sendo assim, PGALACTOSAMINA/PGLICO-
SAMINA seria a razdo entre a resposta de galactosamina e gli-
cosamina na solucao de adequagéo do sistema; PA_, , crosamns ©
a area do pico de galactosamina da solucdo de adequacao do
sistema; PM;, ,crosamna é referente a massa de galactosamina
da solucao padrao; PMg o cuuma
da solucdo padrao; PA;  oc.ua € @ area do pico de glicosamina
da solucao de adequacao do sistema; AA_, , rosmns € Feferente
a area do pico de galactosamina da solucao da amostra e,
por fim, AA_ coumns © igUal @ &rea do pico de glicosamina da
solucao da amostra.

seria a massa de glicosamina
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PAGALACTOSAMINA PAGLICOSAMINA
PGALACTOSAMINA/PGLICOSAMINA = X

PMGALACTOSAMINA PMGLICOSAMINA 9
Equacao 4
2,67 3,17
—— | x| == =3,38x3,26 =10,80
0,8 0,98
AAGALACTOSAMINA
fesutaco {( ‘PGAMWSAM‘NNPGUCOSAM‘NA')/( 1P(3ALA::(§ES/::IEEPS?\.,‘I?:SAMINA)) ’AAGUCOSAM‘NA} X
Equacao 5

[( 0,03 / 003 ]
080, .03 ) X100 = 0,06%
10,80 [( o, 4,58]

Portanto, pelo calculo, pode-se afirmar que a amostra possui teor
de galactosamina dentro do limite aceitavel. De acordo com os
resultados promissores vistos neste trabalho e da importancia de
se desenvolver métodos de analise fisico-quimica para a hepa-
rina na forma injetavel, podemos sugerir que um dos caminhos
para a implementac&o em compéndios oficiais seria a proposta
adaptada do trabalho de Itoh et al.' para o produto acabado.

CONCLUSOES

Conclui-se que o método cromatografico proposto para analise
fisico-quimica de amostras de heparina suina injetavel possui
parametros de adequacdo do sistema dentro dos critérios de
aceitacado estabelecidos pela Farmacopeia Americana e a analise
de trés amostras de heparina sodica suina evidenciou a presenca
de galactosamina em apenas uma das apresentacdes, a qual
obtinha teor abaixo do estabelecido pelo compéndio. Sendo con-
siderado simples e econdmico, o método sera encaminhado para
a Farmacopeia Brasileira como sugestao de monografia para o
produto acabado.
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RESUMO

Introducgdo: A ocorréncia de hipovitaminose A é evidente em determinadas populagdes.
Com o intuito de combater essa deficiéncia no estado de Sao Paulo, foi criado um programa
governamental com distribuicao gratuita de leite pasteurizado enriquecido com vitaminas
A, D e ferro para a populacao de baixa renda, com a finalidade de oferecer um complemento
alimentar de alto valor nutritivo. Objetivo: Otimizar e validar uma metodologia analitica
para determinacao de vitamina A em leites fluidos, utilizando metodologia oficial da
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC) com modificacbes. Método: Foi
utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por fluorescéncia para
avaliar os teores de vitamina A em 261 amostras de leites distribuidos pelo programa.
Resultados: O método analitico validado se mostrou adequado para a determinacao de
vitamina A em leites fluidos na rotina do laboratério. Os resultados indicaram que 52%
das amostras apresentaram concentracoes de vitamina A acima do valor declarado na
informacao nutricional da rotulagem, enquanto 11% apresentaram teores abaixo do valor
declarado. Conclusdes: O monitoramento dos teores de vitamina A nestes leites deve ser
continuo para garantir a quantidade de micronutriente declarada no rétulo e atender os
objetivos do programa.

PALAVRAS-CHAVE: Vitamina A; Validacao; Leite; Programa Governamental

ABSTRACT

Introduction: There is an evidence of hypovitaminosis A in certain populations. In order
to combat this deficiency in Sao Paulo State, a government program was created for
free distribution of pasteurized milk enriched with vitamins A, D, and iron for the low
income population for the purpose to offer a food supplement with high nutritional
value. Objective: Optimization and validation of a methodology for the determination
of vitamin A in fluid milk, using modified methodology of Association of Official Analytical
Chemists (AOAC). Method: The high performance liquid chromatography with fluorescence
detection was used to evaluate vitamin A contents in 261 milks of the program. Results:
The validated analytical method was adequate for the determination of vitamin A in fluid
milks in the laboratory routine. The results showed that 52% of the samples had vitamin A
concentrations above the declared value in the nutrition facts label, while 11% presented
lower content in comparison to the declared value. Conclusions: Monitoring of vitamin A
levels in these milks should be continuous to ensure the amount of micronutrient declared
on the label and to meet the objectives of the program.

KEYWORDS: Vitamin A; Validation; Milk; Governmental Program
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INTRODUCAO

A vitamina A é um nutriente essencial para o funcionamento nor-
mal da visao, para o crescimento, desenvolvimento e manutencao
da integridade das células epiteliais, funcao imune e reproducéo’.

De acordo com o Ministério da Saide (MS), a ingestao diaria reco-
mendada (IDR) de vitamina A é de 600 ug para adultos, entre 375 pg
e 500 pg para lactentes e criangas, de acordo com a faixa etaria, e
de 800 pg e 850 pg, respectivamente, para gestantes e lactantes?.

A deficiéncia de vitamina A é considerada uma das principais defi-
ciéncias nutricionais dos paises subdesenvolvidos, sendo a principal
causa de cegueira evitavel no mundo, estando também associada
a 23% das mortes por diarreia em criancas®. No Brasil, a populacao
infantil do Nordeste é a mais vulneravel ao problema, porém existem
indicacbes da ocorréncia de hipovitaminose A também em bolsoes de
pobreza na Regido Sudeste*®. Com o intuito de reduzir essa deficién-
cia, o Governo do Estado de Sao Paulo criou, em 1999, o Programa
Viva Leite para distribuicao gratuita de leite pasteurizado enrique-
cido com ferro e vitaminas A e D para a populacdo de baixa renda.
O programa fornece anualmente 75 milhdes de litros de leite para
criancas e idosos em situacao de inseguranca alimentar e vulnerabili-
dade social, atendendo atualmente cerca de 420 mil familias®.

A Organizacdo Mundial da Salde recomenda o aleitamento
materno exclusivo até os 6 meses de idade; apos essa fase, ali-
mentos complementares devem ser incluidos, mantendo o aleita-
mento materno pelo menos até os 2 anos de idade. O leite materno
contém todas as proteinas, aglcares, gorduras, vitaminas e agua
que o lactente necessita para ser saudavel’; além disso, apresenta
determinados anticorpos e globulos brancos que oferecem imuni-
dade neste periodo. Na fase adulta, o consumo de leite de vaca
fornece parte desses nutrientes essenciais, suprindo o organismo
com energia, proteinas de alta qualidade e uma variedade de vita-
minas e minerais, porém, o processamento térmico pode levar a
perdas nutricionais, principalmente, a de vitaminas®.

0 enriquecimento do leite com vitaminas esta se tornando uma
pratica cada vez mais comum, e pode ser aplicado tanto para
compensar as perdas nutricionais decorrentes do processamento
ou para aumentar o seu valor nutritivo. O processo de enriqueci-
mento do leite deve ser bem controlado, uma vez que a vitamina
A pode ser facilmente degradada, pois é foto e termossensivel,
de facil oxidacao e instavel em pH abaixo de 4,5. Assim, para a
fortificacdo de alimentos, as vitaminas nas formas de ésteres,
como o acetato ou o palmitato de retinol, sao as mais utilizadas
por serem mais estaveis em relacdo a sua forma livre®.

A padronizagdao de metodologia analitica para a quantificacdo
de vitaminas em alimentos é dificultada devido a diversidade
de procedimentos descritos na literatura e a complexidade das
matrizes existentes. Atualmente, as técnicas mais utilizadas sdo
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detecto-
res ultravioleta/visivel (UV-VIS), detector de arranjo de diodos
(DAD) e de fluorescéncia (FLU), com fases normal ou reversa'®'!.
Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas como a croma-
tografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao espectrometro
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de massas tem apresentado diversas vantagens como reducao no
tempo de analise, utilizacdo de menor quantidade de solventes
e maior eficiéncia, porém, para a maioria dos laboratérios publi-
cos, ainda € uma técnica de alto custo™.

Aanalise dos teores de vitamina A nos leites do Programa é de extrema
importancia para comprovar se as usinas de beneficiamento estao
realizando o enriquecimento adequado do produto. Entretanto, para
que os resultados sejam confiaveis, o método analitico deve ser vali-
dado seguindo uma norma oficial como a estabelecida pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro)™.

Os objetivos deste trabalho foram apresentar as etapas da otimi-
zacao e validacao da metodologia para a determinagao de vita-
mina A em leite fluido por CLAE-FLU, bem como aplicar o método
para avaliacao dos leites enriquecidos do Programa Viva Leite.

METODO

Amostras

As amostras de leite pasteurizado integral e leite ultra high
temperature (UHT) desnatado utilizadas na validacdo do método
foram adquiridas no comércio local da cidade de Sao Paulo.

O monitoramento do Programa Viva Leite foi realizado em
261 amostras colhidas pela Vigilancia Sanitaria em 12 municipios
do estado de Sao Paulo. Os resultados de vitamina A obtidos nas
analises foram comparados com os valores declarados na infor-
macao nutricional da rotulagem.

Padrées e reagentes

Para a validacao da metodologia foram utilizados padrées de all-
-trans-retinol e palmitato de retinol, marca Sigma-Aldrich (St
Louis, EUA), e os seguintes reagentes (grau PA): éter de petroleo
e alcool etilico (96%), de marca Synth (Rio de Janeiro, Brasil);
hidroxido de potassio (KOH), acido ascérbico, pirogalol e butil
hidroxi tolueno (BHT), de marca Merck (Darmstadt, Alemanha).
Metanol e isopropanol, ambos de grau cromatografico, foram
obtidos da marca Carlo Erba (Milao, Italia).

Otimizacdo da metodologia

Inicialmente, foram avaliadas as condi¢oes cromatograficas de sepa-
racao e de deteccao do padrao de all-trans-retinol por CLAE-FLU. O
método da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)™ esta-
belece o sistema de cromatografia liquida em fase normal, porém
optou-se pelo sistema de fase reversa devido a utilizagao de solven-
tes menos toxicos. Assim, foram testadas fases moveis compostas
de metanol com diferentes proporcdes de agua até a obtencao de
um pico com boa resolucao. As condicées de saponificacdo também
foram otimizadas, avaliando-se diferentes temperaturas e tempos
de saponificacdo na tentativa de reducao deste tempo estabelecido
pelo método da AOAC (18 h). Foi ainda otimizado o processo de extra-
¢ao, utilizando-se menor volume de amostra e, consequentemente,
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menor consumo de solventes organicos em relacdo ao método da
AOAC. Além disso, verificou-se o uso dos antioxidantes BHT, piroga-
lol e acido ascorbico com o objetivo de selecionar o mais eficiente,
avaliando-se a porcentagem de recuperacao do padrao de all-trans-
-retinol adicionado na amostra de leite pasteurizado integral.

Metodologia proposta

A metodologia utilizada fundamentou-se na descrita pela AOAC',
com as modificacdes descritas anteriormente, de acordo com as
seguintes etapas:

Saponificacao e extracao: Em tubos de polietileno com capaci-
dade para 25 mL, foram pipetados 2 mL de amostra, 3 mL de KOH
(3,8 mol.L"), 2 mL de alcool etilico e 1 mL de BHT (0,1% em alcool
etilico). Os tubos foram agitados por 2 min em agitador do tipo
vortex (modelo QL-901, marca Biomixer, Ribeirdo Preto, Brasil) e
colocados em repouso por 16 h ao abrigo da luz, para completa sapo-
nificacdo dos ésteres. Apds a saponificacdo, adicionou-se 10 mL de
éter de petroleo, 10 mL de agua, agitou-se por 30 s em agitador tipo
vortex; apos a agitacao, 1 mL de etanol foi acrescentado. Os tubos
foram centrifugados a 2.500 rpm por 10 min (centrifuga modelo NT
812, marca Novatécnica, Piracicaba, Brasil), a fase etérea foi trans-
ferida para um frasco de vidro com auxilio de micropipeta e o pro-
cesso de extracao foi repetido por mais duas vezes, com excecao da
adicdo de agua. O solvente foi completamente evaporado em con-
centrador de amostras (modelo TE-019-E3, marca Tecnal, Sao Paulo,
Brasil) com aquecimento maximo até 45°C sob fluxo de nitrogénio.
As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de metanol, filtradas em
membranas PTFE de 0,45 pm (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA),
transferidas para vial ambar e analisadas no mesmo dia por CLAE.

Andlise cromatografica: A determinacédo de vitamina A foi reali-
zada em cromatdgrafo a liquido marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o),
composto de bomba LC-20AT, controlador CBM-20A, forno de
coluna CTO-20A e detector de fluorescéncia RF-10AXL (compri-
mentos de onda de excitacao 325 nm e de emissao 480 nm). Foi
utilizada coluna de fase reversa LiChrospher 5 RP18 (250 mm x
4,6 mm, particulas de 5 pm) com coluna de guarda LiChrospher
5 RP18 (25 mm x 4,6 mm, particulas de 5 ym), marca Varian (Palo
Alto, EUA); como fase movel foi empregado 100% de metanol,
com fluxo de 1 mL.min"', em modo isocratico; o volume de inje-
cao foi de 20 pL e temperatura do forno (coluna) de 28°C.

Uma solucao estoque do padrao foi preparada na concentracao
aproximada de 5.000 ng.mL" em isopropanol; a correcao do valor
da concentragao foi realizada por analise espectrofotométrica,
com leitura da absorbancia a 324,5 nm (Espectrofotémetro UV/
Vis modelo 8453, Hewlett Packard, Palo Alto, EUA), utilizando a
Lei de Lambert-Beer, representada pela seguinte formula:

A=¢€.b.c
Onde:

A= absorbancia da vitamina A no comprimento de onda de 324,5 nm
€ = absortividade molar da vitamina A (¢ = 5.460 L.mol'.cm™)"
b = caminho optico (1 cm)

c = concentracao molar da vitamina A na solucao (mol.L")
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Validacdo da metodologia

A validacao da metodologia foi realizada de acordo com o docu-
mento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 - Orientac&o sobre
validacado de métodos analiticos, da Coordenacéo Geral de Acre-
ditagao, Inmetro'. Foram determinados os seguintes parametros
de desempenho:

Seletividade: Amostras de leite pasteurizado e leite UHT desna-
tado foram fortificadas com o padrao de all-trans-retinol em trés
niveis de concentragdo: 594,3; 1.816,4; 3.527,3 ng.mL" (leite
pasteurizado) e 284,3; 1.137,1; 3.411,5 ng.mL" (leite UHT).
Foram comparados os resultados obtidos das matrizes fortifi-
cadas com a solucao padrao de all-trans-retinol preparada em
metanol. As curvas analiticas dos trés grupos foram construidas
e o efeito das matrizes leite pasteurizado e leite UHT desnatado
foram verificados através da comparacéo visual da inclinacao das
retas e pelo teste t de Student.

Linearidade e faixa de trabalho: O estudo da linearidade foi reali-
zado com seis niveis de concentracéo, entre 200 e 5.000 ng.mL"",
utilizando-se padrao de all-trans-retinol. As solucbes padrao
foram preparadas em metanol, em triplicata, para a obtencao da
equacao de regressao linear pelo método dos minimos quadra-
dos. Foi aplicado o teste de Grubbs em cada nivel para verificar
valores aberrantes e o teste de Cochran para avaliar a homoge-
neidade das variancias ou homocedasticidade dos residuos.

Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ): O primeiro
ponto da curva de calibracao foi estabelecido como o limite de
quantificacao. Uma vez estabelecido o LQ, esse valor foi confir-
mado por meio da analise de amostras independentes no mesmo
nivel de concentracdo, com seis replicatas de leite UHT desna-
tado fortificadas com padrao de all-trans-retinol. O teste de
Grubbs foi aplicado para avaliar resultados aberrantes. O LD foi
estabelecido a partir do LQ utilizando-se a formula: LD = LQ/3,3.

Exatidao: A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperacao dos
padroes adicionados nas matrizes leite integral pasteurizado e
leite UHT desnatado. As analises foram realizadas em triplicata
com o padrado de all-trans-retinol, em trés niveis de concen-
tracao: 594,3; 1.816,4; 3.527,3 ng.mL" (leite pasteurizado) e
284,3; 1.137,1; 3.411,5 ng.mL" (leite UHT). O critério de aceita-
cao para a recuperacao foram valores entre 95% e 105%.

Precisdao: Para a repetitividade, foram utilizados os resultados
obtidos no ensaio de exatidao para amostras fortificadas, cal-
culando-se o desvio-padrao para cada nivel de concentracéo e
o desvio-padrao relativo (RSD). Valores de RSD inferiores a 10%
atenderam ao critério de repetibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacdo da metodologia

A otimizacdo foi iniciada pelas condigbes cromatograficas de
separacao e de deteccao do padrao de all-trans-retinol por
CLAE-FLU. Inicialmente, utilizou-se fase movel metanol:agua
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(95:5, v/v), porém, nestas condicdes, o pico cromatografico do
retinol apresentou uma cauda. Ao utilizar 100% de metanol como
fase mdvel, os resultados mostraram-se satisfatorios, com boa
eficiéncia do pico cromatografico (Figura 1). Para manter a efi-
ciéncia da coluna, foi realizada semanalmente uma limpeza no
sistema cromatografico utilizando solucdo composta por meta-
nol:acetonitrila:acido acético 2% (35:35:30, v/v/v), com fluxo de
1 mL.min"" durante 45 min.

A extracao de vitamina A em alimentos normalmente requer uma
etapa adicional de saponificacao antes da extracao com solvente
organico. O processo de saponificacdo permite o rompimento das
ligacoes dos ésteres na matriz lipoproteica, com liberacao de aci-
dos graxos, glicerol, fosfolipideos e outras moléculas. As vitaminas
lipossoluiveis como a vitamina A encontram-se nas fracdes insapo-
nificaveis e, com este procedimento, as formas esterificadas da
vitamina A sao convertidas em formas alcodlicas livres, permitindo
a quantificacao. Por outro lado, pode ocorrer degradacao destas
vitaminas, dependendo das condicées de saponificacao, ou ainda,
pela presenca de impurezas nos solventes utilizados na extracao.
De acordo com o método descrito na AOAC™, recomenda-se 18 h,
a temperatura ambiente, para a saponificacdo dos ésteres de
vitamina A. Por ser um periodo de tempo relativamente longo,
foram realizadas tentativas de reducao do tempo com o aumento

mV

A Detector A: Ex:325 nm, Em:480 nm
350

300 A
250 H

200 H

100 A

50 A
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da temperatura: foram avaliados cinco diferentes tempos (30, 45,
60, 90 e 120 min) a 45°C, utilizando-se amostras de leite pasteu-
rizado integral enriquecidos com padrao de palmitato de retinol.
Os resultados de vitamina A foram comparados com os valores
obtidos pela saponificacdo em temperatura ambiente durante
16 h. Quanto maior a area do pico cromatografico do palmitato de
retinol, menor a conversao deste para a sua forma livre, ou seja,
menor a eficiéncia da condicdo estabelecida para a saponifica-
¢do. Comparando-se as areas dos picos cromatograficos de retinol
livre e do palmitato de retinol, verificou-se que apenas na amostra
saponificada por 16 h houve conversao do palmitato para a forma
livre numa proporcao superior a 99%.

Foram ainda avaliados os antioxidantes BHT, pirogalol e acido
ascorbico, ao se realizar analises de recuperacao do padrao de
all-trans-retinol adicionado na amostra de leite pasteurizado
integral, apds 16 h de saponificacdo, e verificar a atividade de
protecao da vitamina A. A maior recuperacao foi observada no
ensaio utilizando-se o BHT (98%), seguido do acido ascérbico
(85%) e, por ultimo, o pirogalol (80%). O uso do acido ascorbico
ocasionou efervescéncia da amostra durante a agitacao, favore-
cendo a perda do analito e, assim como o pirogalol, ambos nao
ofereceram protecao adequada da vitamina A, provavelmente
por apresentarem caracteristicas hidrossoliveis'.
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B Detector A: Ex:325 nm, Em:480 nm
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150
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Figura 1. Cromatogramas da solucao padrao de all-trans-retinol a 1.800 ng.mL"em metanol (A) e do extrato de amostra de leite pasteurizado
enriquecido com vitamina A em metanol (B). Condicoes cromatograficas: coluna C18 (250 mm x 4,6 mm; 5um); fase mdvel: 100% metanol; fluxo de

1 mL.min"', em modo isocratico.
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Validacéo

Seletividade: A analise visual das inclinagdes das retas dos resul-
tados obtidos com as matrizes (leite pasteurizado e leite UHT
desnatado) fortificadas com o padrao de all-trans-retinol indi-
cou que, aparentemente, nao havia interferéncia de matriz; isto
foi confirmado estatisticamente pelo teste t de Student para os
coeficientes angulares. Os valores de t calculados (t
0,362 et
dos (t

calc leite UHT
=1,014) foram menores do que os tabela-

=2,069), com confianca de 95%.

‘calc leite pasteurizado

‘tab leite UHT e pasteurizado

Como os resultados mostraram que nao existia interferéncia de
matriz, os calculos para estudos de linearidade, LD e LQ, pre-
cisao e exatidao foram realizados usando a curva de calibracao
sem a matriz.

Linearidade e Faixa de Trabalho: Em cada nivel de concentracéo,
foi aplicado o teste de Grubbs e foi verificada a auséncia de
valores aberrantes.

Na curva de calibracdo, foi possivel avaliar a dispersdao das
medidas em funcao da concentracao; uma vez que a condicao
de variancia seja uniforme, é chamada homocedasticidade. Para
verificar se o sistema é homocedastico (variancias iguais) ou
heterocedastico (variancias diferentes), foi aplicado o teste de
e b d€ 0,61 (tri-
plicata em seis niveis de concentracao, com confianca de 95%),
confirmando que o sistema é homocedastico, ou seja, possui
variancias semelhantes ao longo da faixa de trabalho. O grafico
de residuos da curva analitica de calibracdo apresentou distri-
buicao aleatdria, livre de tendéncias.

Cochran. O valor de C__foi de 0,50 para um C

O coeficiente de determinagao (R?) forneceu um indicativo
de quanto a reta pode ser considerada como modelo mate-
matico, uma vez que o valor encontrado foi de 0,9997, pré-
ximo de 1, indicando que o método foi linear dentro da faixa
de trabalho proposta.

LD e LQ: O primeiro ponto da curva de calibracao (215,0 ng.mL™")
foi estabelecido como o limite de quantificacdo. Os resultados
das analises das seis replicatas de leite UHT desnatado fortifica-
das com padréo de all-trans-retinol neste nivel de concentracdo
nao apresentaram valores aberrantes, pois, no teste de Grubbs,
valores de G calculados (1,685 e 1,045) foram menores do que
o tabelado (2,126, com 95% de confianca). O RSD foi inferior a
10%, indicando que o método possui precisao adequada, ou seja,
é repetitivo. O limite de deteccédo foi calculado pela formula
LD = LQ/3,3, resultando em um valor de 65,1 ng.mL".

Exatidao: Os resultados dos ensaios de recuperacao de vitamina
A adicionada nas matrizes estao apresentados na Tabela, e as
porcentagens de recuperacao da adicao de all-trans-retinol em
todos os niveis apresentaram-se dentro do critério estabele-
cido, com valores entre 95% e 110%, indicando uma recupera-
cao adequada.

Precisao: Para o estudo da repetibilidade, foram utilizados os
resultados obtidos no teste de recuperacao de amostras for-
tificadas, calculando-se o desvio-padrao para cada nivel de
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concentragdo e o desvio-padrao relativo. Concluiu-se que
o método atende ao critério de repetibilidade estabelecido
em toda a faixa de trabalho, apresentando RSD inferiores a
10% (Tabela).

Analise de vitamina A em leites enriquecidos

O teor de vitamina A declarado na informacao nutricional da
rotulagem das amostras de leite pasteurizado é 120 pg equiva-
lentes de retinol (ER) em 200 mL, porcao correspondente a um
copo. Segundo a Resolucao RDC n° 360, de 23 de dezembro de
2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/MS (Anvisa/
MS), referente a informacédo nutricional de alimentos embala-
dos, admite-se uma tolerancia de 20% com relacdo aos valores
declarados no rétulo, tornando aceitaveis resultados analiticos
de vitamina A entre 96 e 144 pg ER na porcao'. A Figura 2 repre-
senta as porcentagens das amostras com teores de vitamina Aem
conformidade, acima e abaixo dos valores declarados na infor-
macao nutricional da rotulagem.

Tabela. Ensaios de recuperacao e desvio-padrao relativo (RSD) da
vitamina A em leites pasteurizado integral e ultra high temperature
(UHT) desnatado.

Padrao

Matriz adicionado Recuperagao RSD
(Vitamina A em ng.mL"") (ng.mL") (%) (%)
594,3 101,1 5,2
Leite pasteurizado
integral 1.816,4 100,3 5,6
(768,9)*
3.527,3 104,5 5,1
284,3 107,9 2,4
'('se;t‘;)lfHT A ERED 1.137,1 105,3 33
3.411,5 100,2 6,2

* Concentragoes de vitamina A analisadas nas matrizes sem adicao de
padrao; analises realizadas em triplicata, em cada nivel de fortificacao,
com adicao de padrao de all-trans-retinol.

. Amostras em conformidade com a legislagdo 37%

. Amostras com teores de vitamina A abaixo
dos valores declarados 11%

D Amostras com teores de vitamina A acima
dos valores declarados 52%

Figura 2. Porcentagens das amostras de leite pasteurizado analisadas,
com teores de vitamina A em conformidade, acima e abaixo dos valores
declarados na informacao nutricional da rotulagem.
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Das 261 amostras analisadas, 136 (52%) apresentaram teores de
vitamina A acima do valor declarado, sendo que, em 51% delas, os
valores estavam entre 144 e 200 pg ER, em 48% entre 200 e 300 pg
ER e uma amostra apresentou teor acima de 300 pg ER na porcao.

Observou-se uma quantidade significativa de amostras com
teores de vitamina A acima do valor declarado, o que provavel-
mente ocorre porque o leite ja possui naturalmente uma quan-
tidade da vitamina. Segundo a Tabela Brasileira de Composicao
de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (TBCA-USP)', a con-
centracao de vitamina A em leite integral pasteurizado situa-se
entre 42 e 54 pg ER em 100 mL. Essas concentracoes podem
variar de acordo com a alimentacéo, raca e qualidade genética
dos animais, além das condicoes ambientais em que os animais
se desenvolvem'®. Muitas usinas beneficiadoras provavelmente
ignoram a quantidade de vitamina pré-existente no leite e adi-
cionam o micronutriente com o intuito de obter um valor pro-
ximo ao declarado na rotulagem.

A Resolucao RDC n° 360/2003 da Anvisa/MS estabelece que, para
produtos que contenham micronutrientes em quantidade superior
a tolerancia de 20%, a empresa responsavel deve manter a disposi-
¢ao os estudos que justifiquem tal variacao’s. Amesma observacao
em relacdo a sobredosagem de micronutrientes é verificada na
Portaria n° 31, de 13 de janeiro de 1998, da Secretaria de Vigi-
lancia em Saude (SVS) do MS: Regulamento Técnico referente a
Alimentos Adicionados de Nutrientes Essenciais’®. Sendo assim,
seria permitida uma sobredosagem de vitamina A, pois esta é sus-
cetivel a degradacdo quando exposta a luz, a altas temperaturas
e ao oxigénio™. Esta sobredosagem de vitamina A encontrada nas
amostras analisadas provavelmente tem como objetivo garantir as
concentrages do micronutriente declaradas até o prazo final de
validade do produto, prevendo sua possivel degradagao.

ARDC n° 269, de 22 de setembro de 2005, da Anvisa/MS, estabe-
lece os valores de ingestao diaria recomendada considerando a
necessidade de orientar consumidores e produtores de alimentos
sobre os valores recomendados de proteinas, vitaminas e mine-
rais2. A IDR corresponde a quantidade de nutrientes a serem con-
sumidos diariamente para atender as necessidades nutricionais
da maior parte dos individuos e grupos de pessoas de uma popu-
lacdo sadia e foram estabelecidos com base nas referéncias da
Food and Agriculture Organizations of the United Nations (FAO)
e do Institute of Medicine (I0M)>2°2!, Além das recomendacoes
de ingestdo, o IOM estabelece ainda o limite superior tolera-
vel de ingestao (tolerable upper intake level - UL) para alguns
micronutrientes. O UL é o valor mais alto de ingestao diaria con-
tinuada de um nutriente que aparentemente nao oferece risco
de efeito adverso a salde para a maioria dos individuos de um
determinado grupo?'.
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ser tratado com atencao pelos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria,
pois isto compromete o objetivo do programa do governo, que
visa reduzir a deficiéncia de vitamina A na populacéo carente.
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Sistemas microfisioldégicos compostos por organoides
humanos em dispositivos microfluidicos: avancos e desafios

Microphysiological systems composed of human organoids in
microfluidic devices: advances and challenges

RESUMO

Talita Miguel Marin* Introducdo: Modelos com maior capacidade preditiva e que produzam resultados
a custos mais baixos e em prazos menores sao necessarios para o desenvolvimento
de farmacos. Os sistemas microfisiologicos (SMF) que cultivam tecidos humanos em
histoarquitetura tridimensional (3D) apresentam-se como alternativas promissoras para
esses objetivos. Objetivo: Este trabalho de revisao tem por objetivo abordar o estado
da arte mundial do desenvolvimento dos SMF e ilustrar a experiéncia brasileira inicial
com essa tecnologia. Métodos: A pesquisa e coleta de dados abrangendo a tematica
“Sistemas Microfisiologicos”, e os subtemas “Dispositivos Microfluidicos” e “Cultura 3D
de Células Humanas”, foi baseada em busca eletronica no Portal de Periddicos Capes,
nas bases de dados cientificas Scopus, PubMed e Science Direct e utilizando a ferramenta
de busca Google Scholar. Resultados: Dentre os sistemas microfisiologicos existentes, os
que sao caracterizados pelo cultivo de tecidos humanos organizados em histoarquitetura
tridimensional em dispositivos microfluidicos foram recentemente introduzidos, como
sendo os mais promissores. Além disso, entre os anos 2000-2017, registramos aumentos de
aproximadamente 12, 985 e 380 vezes no numero de publicacées académicas relacionadas
as areas de Microfluidica, Organ-on-a-Chip e SMF respectivamente, ilustrando o impacto
dessa tecnologia atualmente. Conclusées: Essa tecnologia relativamente recente tem
alto potencial para superar as limitacées dos modelos experimentais in vitro atuais.

Eduardo Pagani

PALAVRAS-CHAVE: Human-On-a-Chip; Organoides; Disease-on-a-Chip; iPSC; Sistemas
Microfisioldgicos

ABSTRACT

Introduction: Models with higher predictive capacity and able to produce results at lower
costs and in shorter times are needed for drug development. The microphysiological systems
(MPS) that cultivate human tissues in three-dimensional histoarchitecture (3D) are promising
alternatives for these objectives. Objective: This review work aims to address the state of
the art of SMF development and illustrate the initial Brazilian experience with this technology.
Method: The research and data collection covering the theme “Microphysiological Systems”,
and the subtopics “Microfluidic Devices” and “3D Culture of Human Cells”, was based on
electronic search in Capes Journals Portal, scientific databases Scopus, PubMed and Science
Direct and with the Google Scholar search tool. Results: Among the existing microphysiological
systems, those that are characterized by the culture of human tissues organized in three -

Centro Nacional de Pesquisa em dimensional histoarchitecture in microfluidic devices were recently introduced, as being the

Eg‘:ﬁ}ﬁai’MSa; eg]r?;l(CNPEM)’ most promising ones. In addition, between the years 2000-2017, we recorded approximately
increases of 12, 985 and 380 times in the number of academic publications related to the
areas of Microfluidics, Organ-on-a-Chip and MPS respectively, illustrating the impact of

*E-mail: talita.marin@lnbio.cnpem.br this technology today. Conclusions: This relatively recent technology has high potential to
overcome the limitations of current in vitro experimental models
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INTRODUCAO

Os testes pré-clinicos na pesquisa médica/bioldgica e no desenvol-
vimento de farmacos frequentemente nao predizem com acuracia
as respostas observadas em seres humanos, levando a altas taxas
de atrito'. A agéncia federal americana Food and Drug Adminis-
tration (FDA) estima que 92% dos medicamentos aprovados em
testes com animais falham em seres humanos. Os modelos animais
garantem acesso a fisiologia sistémica incluindo a distribuicao e
metabolizacdo em varios tecidos, a resposta do sistema imune, a
influéncia dos microambientes e das barreiras e interacoes orgao-
-0rgao, bem como as respostas comportamentais. No entanto,
ja foi demonstrado que a distancia filogenética entre humanos
e animais (por exemplo: ilustrada por alteracoes ou diferencas
protedmicas) diminuem seu poder preditivo*+>¢, Portanto, é
clara a necessidade de modelos com maior capacidade preditiva
e que também reduzam o tempo e os custos do desenvolvimento
de substancias ou produtos pertencentes a diversos setores indus-
triais tais como farmacos, produtos alimenticios, cosméticos,
sanitizantes e produtos agropecuarios para citar alguns exemplos.

Atualmente, a quase totalidade dos testes de seguranca exigidos
pelas autoridades regulatérias para farmacos € realizada em ani-
mais. As poucas excecoes nao sao suficientes ao cumprimento da
regulamentacao exigida’®. Os métodos in silico (simulacdes compu-
tacionais) ja estao disponiveis no Brasil com o apoio da Rede Nacio-
nal de Métodos Alternativos® (RENAMA). Esses métodos sao Uteis
para a avaliacao de viabilidade, mas insuficientes para o desenvol-
vimento e registro de produtos inovadores, exigindo métodos expe-
rimentais in vivo ou o desenvolvimento de alternativas in vitro. Os
dispositivos microfluidicos ou chips, que combinam tecidos huma-
nos em um arranjo tridimensional e condicdes estaveis de homeos-
tase, podem se tornar a solucao para esse problema™. Na maioria
das vezes, células humanas cultivadas em duas dimensdes ndo con-
seguem recapitular de forma adequada e nem abranger todos os
aspectos funcionais dos tecidos, bem como das interfaces tecido-
-tecido e da dindmica dos 6rgéos do corpo humano'213415, Tecidos
modelados a partir de células humanas em microdispositivos podem
melhorar a acuracia preditiva de estudos pré-clinicos de eficacia e
seguranca de medicamentos, cosméticos e outras substancias ou
produtos relacionados ao uso em humanos'" %131,

O principio dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement)
foi desenvolvido em 1959 por Russell e Burch'7, propiciando
a consolidacdo dos métodos alternativos. O termo “métodos
alternativos” pode ser definido como abordagens que tenham
um ou mais dos seguintes desfechos: 1) métodos que induzam a
reducdo do nimero de animais experimentais usados em deter-
minado procedimento ou reducdo para o minimo necessario. 2)
refinamento da metodologia que culmine com a reducao signifi-
cativa da dor ou desconforto sofrido pelos animais. 3) métodos
que nao utilizem animais - substituicao completa de animais em
determinado procedimento ou avaliacao™.

A crescente pressédo ética e politica sobre a implementacéao de
acoes que objetivassem a substituicdo do uso de animais de
experimentacdo deu origem a adocdo, em 2009, pela Unido
Europeia, do requisito regulamentar que prevé a avaliacao de

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

seguranca de ingredientes cosméticos através de testes que nao
usem animais'. Em 2013, a Unido Europeia baniu oficialmente o
uso de animais para pesquisas de desenvolvimento de cosméticos
- ingredientes e produtos acabados - comercializados no bloco®.

Essas acoes representaram um grande incentivo ao desenvolvi-
mento e a adogdo de métodos alternativos no mundo e no Bra-
sil. O empenho e compromisso brasileiros com a promocao, a
implementacdo, o desenvolvimento e a validacdao de métodos
alternativos ao uso de animais propiciou a criacao da RENAMA, em
julho de 2012 pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
(MCTI) e em setembro de 2012, do Centro Brasileiro de Validacao
de Métodos Alternativos (BraCVAM), uma parceria entre a Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e o Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude da Fundacado Oswaldo Cruz
(INCQS/Fiocruz). Estas foram as primeiras parcerias na América
Latina com o intuito de coordenar acdes que pudessem propiciar a
reducao, refinamento ou substituicao do uso de animais de expe-
rimentacdo no Brasil*'. Neste sentido, o Laboratoério Nacional de
Biociéncias (LNBio), um dos trés Laboratorios Centrais da RENAMA
(LNBio, Instituto Nacional de Metrologia Qualidade e Tecnologia
[Inmetro] e INCQs) iniciou em 2015 o projeto Human-on-a-Chip
visando a implementacao e nacionalizacao da tecnologia baseada
em sistemas microfisiologicos (SMF), com perspectivas de futuros
desdobramentos que possam vir ao encontro do principio dos 3Rs.

Este trabalho de revisao aborda o estado da arte mundial do
desenvolvimento dos SMF, com énfase nos que cultivem organoi-
des humanos sob microfluidica, e ilustra a experiéncia brasileira
inicial com essa tecnologia.

METODO

A pesquisa e coleta de dados que abrangeu o tema “Sistemas Micro-
fisiologicos”, bem como os subtemas “Dispositivos Microfluidicos” e
“Cultura 3D de Células Humanas” (3D = tridimensionais), foi rea-
lizada eletronicamente no Portal de Periédicos Capes, nas bases
de dados cientificas Scopus, PubMed e Science Direct e de forma
auxiliar com a ferramenta de busca Google Scholar. Este artigo
objetivou revisar e reunir de forma critica as principais informa-
cOes e atualizacbes sobre os topicos previamente citados. A busca
e a coleta abrangeram publicacoes realizadas a partir de 2003,
ano em que o desenvolvimento e os estudos na area de engenharia
tecidual e microfluidica tornaram-se mais robustos, até os princi-
pais trabalhos publicados recentemente na area de SMF. As buscas
também compreenderam o uso de palavras-chave ou termos, tais
quais: “métodos alternativos ao uso de animais em laboratorio”,
“poder preditivo de métodos in vitro para testes de substancias”,
Human-on-a-Chip, Body-on-a-Chip, Organ-on-a Chip, iPSC (induced
Pluripotent Stem Cells), organoides humanos, Disease-on-a-Chip,
sistemas microfisiologicos e microfluidica. Adicionalmente, essa
revisao foi complementada com um breve relato, que visa ilustrar
a experiéncia do LNBio até o momento, no desenvolvimento, profi-
ciéncia e implementacéo da tecnologia de SMF no Brasil em parce-
ria com a empresa alema TissUse. A plataforma é operada por uma
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unidade controladora acoplada a uma bomba de vacuo, e combina
um sistema de canais de microfluidica, com dois compartimentos
de cultura de tecidos, cada um do tamanho do poco das placas de
96 pocos (figado) ou de 24 pogos (intestino), como demonstrado na
Figura 1. O modelo construtivo do dispositivo microfluidico do 2-0OC
(Two-Organ-Chip) da TissUse possui dois compartimentos distintos
por circuito de cocultivo celular (Figura 1). Os 2-OC foram fabrica-
dos aplicando litografia suave padrdao e moldagem de réplicas de
polidimetilsiloxano (PDMS) (Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI,
USA). Esse dispositivo consiste de uma lamina de PDMS, contendo
as disposicoes dos canais, das microbombas e as aberturas para os
compartimentos de cultivo celulares, permanentemente ligada a
uma lamina de vidro (75 x 25 mm) para microscopia, por oxidacéo
de plasma de baixa pressao (Femto - Diener eletronic, Ebhausen,
Germany). Essa ligacdo permanente da origem a uma Unica peca
que possui microcanais com altura de 100 mm. As trés bombas

Conectores da
bomba peristaltica

Wi

+  Tampas

ik

Compartimento de
cultivo tecidual
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peristalticas on-a-chip (construidas na lamina de PDMS) tém a espes-
sura de 500 mm. Esse microdispositivo para dois organoides (2-OC)
proporciona duas caracteristicas que melhoram sua funcionalidade:
acoplamento mecanico e comunicagao “humoral” entre os tecidos?.
0 volume para cultivar dois tecidos (figado e intestino por exemplo)
é de 900 pl por circuito. O volume extracelular total é de cerca de
1000 pl por circuito. A microbomba propicia um fluxo pulsatil estavel
do fluido ou meio de cultura. As superficies superior e inferior das
placas sao transparentes e permitem a visualizacao e a caracteriza-
cao morfoldgica dos organoides em tempo real. O sentido do fluxo
perfusor dentro dos compartimentos do chip, bem como a frequén-
cia do fluxo, sao determinados de acordo com os tipos de tecidos e
experimentos. No caso do 2-OC Intestino + Figado, o sentido do fluxo
foi do intestino para o figado (emulando a absorc&o intestinal e o
direcionamento do que foi absorvido ao figado pelo sistema porta) e
a frequéncia estabelecida foi a de 0,8 Hz?.

¢« Placa adaptadora

7 Camada de PDMS
&« (formato de uma lamina
para microscopia)

On-chip microbomba

I

C

Canais microfluidicos

Compartimento tecidual

Lamina de vidro

Suporte externo para
controle de temperatura

B
TYSSUSE
Emulating Human Biology
FrF A
Equivalente de intestino
Equivalente de figado
D

A) Desenho esquematico do modelo construtivo do dispositivo microfluidico TissUse. B) Vista de um corte longitudinal do 2-OC mostrando os
compartimentos de cultivo de equivalentes de intestino e figado. C) Vista inferior do 2-OC com destaque para os canais microfluidicos que
interconectam os compartimentos de cultivo tecidual. D) Plataforma 2-OC instalada e em operacao no LNBio - Unidade controladora (bomba

peristaltica) conectada ao 2-0C.

Fonte: Adaptado de https://www.tissuse.com/en/products/2-organ-chip/ e de Maschmeyer et al. (2015).

Figura 1. Plataforma Two-Organ-Chip da empresa TissUse.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Organoides humanos

A emulacao da histoarquitetura existente in vivo é essencial para
a obtencao de respostas de relevancia fisiologica dos modelos
de drgaos humanos in vitro. A tridimensionalidade e a comu-
nicacdo intercelular sdo caracteristicas fundamentais a plena
expressdo fenotipica e funcional da maioria dos tecidos?’. Nao
menos importante é o contato entre diferentes tipos celulares.
0 microambiente complexo tridimensional no qual as células se
organizam in vivo possibilita a interacao entre diferentes tipos
celulares e entre as células e a matriz extracelular (MEC)2+25:26,

Organoides sao estruturas artificiais, que representam fragmen-
tos funcionais de orgaos, criadas para estudos in vitro capazes de
exercer as funcdes primordiais in vivo do érgao correspondente?.
Sua concepcao conceitual parte das unidades morfofuncionais dos
respectivos orgaos. Por exemplo, os lébulos hepaticos represen-
tam as unidades morfofuncionais do figado, que possui cerca de 1
milhdo de lobulos. Cada lobulo contém cerca de 1 milhao de célu-
las de 20 diferentes tipos, principalmente hepatocitos. O formato
do lobulo é aproximadamente hexagonal com a veia hepatica no
centro e as triades hepaticas (veia porta, artéria hepatica e duto
biliar) nos vértices. Uma rede complexa de vasos sanguineos (sinu-
soide) as irriga®®. Unidades morfofuncionais similares podem ser
identificadas em cada 6rgao do corpo humano?.

Normalmente, os organoides sdo estruturas tridimensionais constitui-
dos por diferentes tipos celulares organizados em um arranjo deter-
minado (microestrutura). Um tipo de microestrutura muito popular
é o esferoide. A confeccdo de organoides esferoidais possui varios
aspectos benéficos que os tornam um modelo atrativo: sao faceis de
produzir e manusear, seu tamanho e composicao podem ser contro-
lados de forma relativa (pois as células continuam a proliferar apos a
formacgao da esfera) e nao necessitam de molde para a sua formagao.
Esta Ultima caracteristica permite que as células se arranjem de forma
espontanea durante o processo de agregacdo, aumentando as chances
de apresentarem um fendtipo organotipico®*', além do fato de esta-
rem livres da necessidade de aderéncia a qualquer tipo de superficie
nao fisiologica. Ainda, a possibilidade da utilizacéo de diferentes tipos
celulares no mesmo organoide esferoidal permite o surgimento de
contatos intercelulares heterotipicos, conferindo avanco adicional nos
aspectos de funcionalidade e diferenciacdo teciduais?>?.

Outros modelos teciduais tridimensionais confeccionados in vitro,
também muito convenientes e utilizados, sao os organoides de
barreira, dos quais pode-se citar a barreira intestinal, barreira
renal constituida de células epiteliais do tubulo proximal ou por
podacitos glomerulares, cornea, pele, barreira hematoencefalica.

Dispositivos microfluidicos

Apesar de haver uma grande diversidade de SMF, a maioria deles
é baseada em dispositivos microfluidicos que buscam mimetizar o
ambiente celular de um ou mais 6rgaos humanos®. O termo micro-
fluidica diz respeito ao fluxo de liquidos em canais de dimensdes
micrométricas, ou seja, menores do que 1 mm em pelo menos
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uma dimensao*. Dispositivos microfluidicos sao formados por con-
juntos de microcanais interconectados que podem ser divididos
em duas categorias: 1) sistema microfluidico passivo com fluxo
determinado pela forca da gravidade e 2) sistema microfluidico
ativo com fluxo determinado pela acdo de uma bomba que pode
ou nao ser parte de uma unidade controladora. A rede de micro-
canais entalhados no chip pode ser acessada através de aberturas
(entradas e saidas) que conectam o interior ao exterior. E através
desses orificios que os tecidos humanos, substancias e meio de
cultura sdo integrados ou retirados do dispositivo microfluidico,
com o uso de tubos, adaptadores de seringas, pipeta etc. Também
por essas aberturas os chips sao conectados aos sistemas ativos
externos (controle de pressao, seringa ou bomba peristaltica) ou
formas passivas (por exemplo, pressao hidrostatica).

Ao se projetar um SMF é essencial estabelecer o regime de fluxo
a ser adotado no dispositivo microfluidico.

A escolha dos materiais para a construcao dos dispositivos micro-
fluidicos deve levar em conta seus possiveis impactos no cultivo
celular e também as propriedades das substancias a serem testa-
das. Diversos materiais sao atualmente usados, tais como: poli-
mero (PDMS), silicone, ceramica, vidro e metais. A construcao
de cada um envolve processos especificos: deposicao eletronica,
corrosao, moldagem por injecao, gravacao em relevo e litogra-
fia suave em PDMS. Os sistemas mais complexos sao geralmente
confeccionados com mais de um tipo de material.

O polimero PDMS é provavelmente o material mais utilizado para
a confeccdo dos dispositivos, pois € muito conveniente para o
cultivo celular. Trata-se de um elastémero transparente, perme-
avel a gases, biocompativel, de baixo custo e facil manipulacao.
Porém, o PDMS tem a desvantagem de poder adsorver e absorver
pequenas moléculas com propriedades hidrofobicas*?>%*, fato
que impacta de forma significativa na acuracia de predicoes
envolvendo o uso de tais substancias. Como alternativa pode-
-se fazer uso de polimeros termoplasticos como o policarbonato
(PC), polimetilmetacrilato (PMMA) e copolimero olefino ciclico
(COC) que nado adsorvem pequenas moléculas?.

Sistemas Microfisiolégicos: Organ-on-a-Chip e Human-on-a-
Chip (Body-on-a-Chip)

Diferentes, as Plataformas Microfluidicas de Cultivo Celular ou
SMF sao atualmente uma tecnologia que se encontra em fase de
desenvolvimento, demandando ainda consideravel avanco em bio-
engenharia. Os avancos realizados na Ultima década na criacdo de
modelos in vitro de culturas biomiméticas, baseadas em microtec-
nologia, fomentaram um interesse mundial crescente no desen-
volvimento de plataformas que combinem tecidos humanos com
microfluidica, dando origem ao termo Organ-on-a-Chip. Neste
caso, a palavra chip deriva do inglés e refere-se a um dispositivo
fino e de pequenas dimensdes (podendo ou nao conter elementos
eletrénicos). Dependendo do nimero de drgaos e do desenvol-
vimento de diferentes microambientes celulares, pode-se ainda
utilizar os termos Human-on-a-Chip ou Body-on-a-Chip. Com essa
tecnologia, espera-se mimetizar in vitro a funcionalidade de
orgaos humanos in vivo, com intuito de prever melhor os efeitos
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de substancias no corpo humano. O estimulo de cisalhamento con-
ferido pelo fluxo é importante para diversos aspectos funcionais
dos tecidos cultivados. Por isso, garantir o fluxo fisiologico e ade-
quado a cada caso é critico para o estabelecimento dos SMF.

Os projetos de SMF devem ser balizados na otimizacao dos pro-
cessos de confeccao e cultivo dos tecidos humanos, de maneira
que a acao do sistema microfluidico ou do sistema de perfusdo
propicie estimulo mecanico de cisalhamento em niveis capilar e
intersticial dentro de parametros fisiologicos. Além de permitir a
remocao de substancias secretadas ou metabdlitos e possibilitar
a interacao de células localizadas em compartimentos ou tecidos
diferentes, promove a criacao de microambientes com gradien-
tes biomoleculares e presenca de shear stress controlado?.

Tendo em vista que ha uma grande diversidade de tipos de SMF
(baseados em cultura 2D ou 3D, em organoides parenquimatosos ou
de barreira, em fluxo passivo ou ativo, contendo ou nao elemen-
tos eletrénicos, tais quais sensores, eletrodos etc.) e que, como
ja mencionado, o microambiente tridimensional in vivo no qual
as células apresentam relacdes entre si, com diferentes tecidos e
com a MEC, impactam diretamente na diferenciacao e funcao de
cada orgao, consideramos que os SMF constituidos de dispositivos
microfluidicos para cultivo de tecidos humanos 3D in vitro em um
ambiente controlado de estimulos mecanicos e eletrofisiologicos
proporcionam as melhores condicoes possiveis de emulacao?.

Organ-on-a-Chip

0 termo Organs-on-Chips séo sistemas microengenheirados biomimé-
ticos que contém canais microfluidicos que veiculam meio de cultura
com nutrientes e extraem catabolitos dos tecidos em cultivo. Podem
ser definidos alternativamente como modelos de 6rgéos humanos em
microescala (de 10 até 10 em relacao ao tamanho original)*’:.

Os sistemas Organ-on-a-Chip buscam produzir niveis de funcio-
nalidade de tecidos e/ou organoides nao alcancados pelo cul-
tivo celular estatico, além de também possibilitar a analise em
tempo real de parametros bioquimicos e metabodlicos™?, tais
como albumina, lactato desidrogenase (LDH), glicose, O,, con-
centracdo de Glutationa (GSH), estado funcional de mitocon-
drias, estrutura e morfologia do nlcleo celular, estado redox,
concentracgao de ATP etc. Esses parametros sdo monitorados por
meio de biossensores internos ou externos, através de imagens
microscopicas e analises do fluido coletado do sistema+4',

Os modelos Organ-on-a-Chip equipados com acessorios de moni-
toramento e de deteccao (biosensores) podem conferir vantagens
importantes relacionadas a economia de tempo e melhora da
reprodutibilidade dos dados produzidos. Além do mais, a possibi-
lidade de monitoramento continuo in situ de respostas biologicas
induzidas por farmacos durante um longo intervalo de tempo é
crucial para adequada investigacdo dos parametros farmacolo-
gicos e, por consequéncia, para o aumento do poder preditivo
dos SMF. A empresa Emulate, Inc., do Wyss Institute, alocado na
Universidade de Harvard, desenvolveu microdispositivos que pos-
suem eletrodos embutidos para mensuracao de Resisténcia Elé-
trica Transepitelial (TEER), com intuito de monitorar de forma nao
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invasiva a formacao e a integridade de diferentes modelos in vitro
de drgéos de barreira, tais como o pulmao ou intestino®.

Outro exemplo vem do Centro de Pesquisa e Inovacao em Biomate-
riais da Escola de Medicina da Universidade de Harvard, que desen-
volveu todo um sistema de monitoramento continuo e automatizado,
em uma plataforma modular, integrada e equipada com multi-bios-
sensores com capacidade de deteccéo biofisica e bioquimica, inte-
grados a modulos de Organ-on-a-Chip. O sistema conta com uma
bomba peristaltica, um modulo de controle do fluxo microfluidico,
madulos contendo sensores biofisicos para O,, pH, temperatura e
contracao de células cardiacas, modulo contendo sensores bioquimi-
cos para proteinas hepaticas (por exemplo: Glutationa S-Transferase
alfa, albumina), proteinas cardiaca (Creatina quinase), um mini-mi-
croscopio para monitoramento da morfologia dos organoides, além
de um mddulo de captura para bolhas do sistema®.

Assim esses SMF permitem emular de forma mais acurada as con-
dicoes do meio interno incluindo as condicdes de pressao e tem-
peratura, difusdo de nutrientes (glicose, aminoacidos e lipideos),
além de fatores humorais troficos e de crescimento™, bem como a
remocao mais eficaz de catabolitos. Os SMF possuem vias de difusao
microfluidicas que permeiam os tecidos a semelhanca dos capila-
res sanguineos e permitem o cultivo tridimensional com contato
intercelular e tracdo mecanica ou shear stress, responsaveis em
parte pela morfologia tissular. Essas caracteristicas proporcionam a
emulacao das condicoes in vivo e supostamente levam a um padrao
de resposta da preparacao mais semelhante ao de um organismo
vivo'3#4:4 como ja discutido anteriormente. Dessa maneira con-
clui-se que o advento da tecnologia Organ-on-a-Chip vem ao encon-
tro do reconhecimento de que a morfogénese celular, as interacdes
célula-célula, o ambiente biomecéanico sao tao importantes quanto
sao as células em si#4%%051.52 Como exemplos podemos citar a
orientacdo topografica®, definicdo espacial da cultura*>%% o
estimulo de cisalhamento e outros tipos de estimulo mecanico (esti-
ramento, compressao etc.)”%%%, e gradiente bioquimico®',

Essa tecnologia representa uma alternativa ao uso de animais em
aplicacbes farmacéuticas, quimicas e ambientais'.

Outros importantes exemplos de Organ-on-Chip vem mais uma vez da
empresa Emulate. Os organoides humanos cultivados isoladamente
até o momento incluem: pulméao (células endoteliais microvasculares
pulmonares com interface com células epiteliais alveolares)®?, vias
areas inferiores (células humanas primarias diferenciadas em epité-
lio mucociliar)*¢3, intestino (linhagem celular humana CaCo2)%, rim
(células epiteliais do tubulo proximal humanas)®’, e medula dssea
(células de rato)®. A Figura 2 ilustra o modelo de Chip da Emulate.
Nessa tecnologia, cada organoides mimetiza as interfaces celulares
de seu respectivo 6rgao, assim como algumas de suas caracteristicas
fundamentais, por exemplo o movimento peristaltico do intestino.

Em 2016 o Forum Econdmico Mundial selecionou especificamente
a tecnologia Organ-on-a-Chip como uma entre as dez mais emer-
gentes do mundo®’. Neste sentido, o campo de estudos relacio-
nado a sistemas microfluidicos, Organ-on-a-Chip e SMF experien-
ciou um grande salto no concernente ao nimero de publicacdes
académicas relacionadas ao longo das Gltimas duas décadas. Entre
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Fonte: Adaptado de Emulate (https://emulatebio.com/).

Figura 2. Exemplo de sistema Organ-on-a-Chip da empresa Emulate.

os anos 2000-2014 houve um aumento de aproximadamente 12
vezes, 985 vezes e 380 vezes do nimero de publicacdes académi-
cas relacionadas as areas de microfluidica, Organ-on-a-Chip e SMF
respectivamente (Grafico). O aumento das publicacées exempli-
fica a atividade e o interesse crescentes nessa tecnologia.

As palavras-chave “microfluidica” (microfluidics em Inglés),
“Organ-on-a-Chip” e sistemas microfisioldgicos (Microphysiological
systems em inglés) foram buscadas pelo Google Scholar. Os nime-
ros de publicacoes encontradas por essa busca para cada um dos
oito intervalos de dois anos e para o intervalo de trés anos estao
representados no Grafico a partir do ano de 1998 até o ano de 2017.

Human-on-a-Chip

Os SMF baseados em cocultivo de dois ou mais 6rgaos interco-
nectados em um dispositivo de microfluidico sao comumente
chamados de Multi-Organ-Chips. Atualmente sao as plataformas
precursoras das futuras Human-on-a-Chip ou Body-on-a-Chip
que estao em fase de desenvolvimento e projetam acima de dez
orgdos interconectados® ja para o ano de 2018.

Um bom exemplo ilustrativo desses tipos de SMF vem da empresa
alema TissUse GmbH, uma empresa derivada do Instituto de Bio-
tecnologia da Universidade Technische de Berlim, na Alemanha.

Os primeiros prototipos consistiram de dispositivos para dois 6rgaos
interconectados sob um fluxo regulavel gerado por uma bomba
externa alojada dentro de uma unidade controladora computado-
rizada (Figura 1). Nestes dispositivos, chamados de 2-Organ-Chip
ou 2-0C, foram feitos estudos com duplas de organoides, tais quais
biopsia de pele humana e esferoides hepaticos??®, pele humana e
foliculo capilar™, barreira intestinal reconstruida in vitro e esfe-
roides hepaticos?, neuroesferas e esferoides hepaticos™'.

Mais recentemente, foi incorporado o cultivo de células endo-
teliais que recobrem a area luminal dos canais microfluidicos e
a area dos pogos de cultivo tecidual, mimetizando a interface
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vascular entre os tecidos e o fluxo (circulacao) dentro do dispo-
sitivo’2. Também foi desenvolvido um modelo de medula 6ssea
construido sobre molde ceramico de 6xido de zirconio revestido
com hidroxiapatita Sponceram® 3D (Zellwerk GmbH, Alemanha),
que hospedou a cocultura de células mesenquimais estromais
(MSC) e células-tronco hematopoiéticas derivadas do sangue do
cordao umbilical (HSPC) viaveis por até 28 dias no 2-0C™.

Posteriormente, a TissUse também desenvolveu dispositivos para
quatro 6rgaos (4-Organ-Chip ou 4-OC) que deu origem a publi-
cacao que mostra o cultivo e manutencao de equivalentes de
figado, intestino, pele e rim interconectados neste dispositivo’.
Este novo dispositivo 4-OC possui dois compartimentos de micro-
fluidica separados: um simula a circulacdo sanguinea e outro que
emula o circuito excretor, para a drenagem do fluido (analogo a
urina) secretado pelo equivalente de rim.

Os SMF que contemplam dois ou mais 6rgaos tém grande poten-
cial de aplicacdo em estudos de farmacocinética os quais envol-
vem analises dos perfis de absorcao, distribuicdo, metaboliza-
cao, excrecdo e toxicidade (ADMETox) de uma substancia ou de
farmaco, além de também poder simular doencas humanas in
vitro. O estudo das propriedades farmacocinéticas de uma subs-
tancia ou candidato a farmaco é uma das aplicacdes possiveis
e promissoras dos SMF, sendo uma etapa critica no processo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos. Os modelos tradi-
cionais de células humanas reproduzem de maneira nao satisfa-
toria as propriedades ADMETox observadas in vivo, apresentando
uma modificacdo do nivel de exposicdo (quando comparado ao
verificado em humanos) e prejudicando, portanto, a avaliacao
toxicologica pela razao da maioria das respostas celulares ava-
liadas dependerem justamente e diretamente do nivel de expo-
sicdo do tecido a droga testada’757476,77,78,79,8081

Dessa maneira, um SMF que contemple a integracao de mode-
los de intestino e figado humanos in vitro, os dois 6rgados criti-
cos para respostas de biodisponibilidade e exposicao sistémica,
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tem significativa relevancia®?, e pode representar uma evolucio
no concernente ao poder preditivo, em relacdo aos modelos de
cultura de células humanas estaticos e nao integrados. Um exem-
plo de SMF para estudos farmacocinéticos foi o desenvolvido pelo
grupo de Murat Cirit do Departamento de Engenharia Bioldgica do
Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT)®. O SMF consistiu
de uma plataforma microfluidica (microdispositivo + bomba de
perfusao) na qual foram integrados modelos de intestino e figado
humanos desenvolvidos in vitro, os quais foram mantidos sob
comunicacdo continua para a investigacdo simultanea dos valores
de parametros farmacocinéticos tais como absorcao e metaboliza-
cdo, apds a administracdo oral de um dado composto (no caso dos
SMF que contenham intestino e figado, a emulacao da administra-
cdo oral é feita pela aplicacdo da substancia teste no comparti-
mento intestinal, ao passo que a mimetizacao da administracao
intravenosa é feita através da aplicacdo diretamente no compar-
timento hepatico). Os autores demonstraram a possiblidade de
obtencao de parametros intrinsecos como permeabilidade e cle-
arance hepatica, através da derivacdo dos dados obtidos no SMF
por modelagem mecanistica. Também sugeriram neste estudo que
a comunicacdo entre os 6rgaos propiciada pelo SMF impactou posi-
tivamente na capacidade metaboélica do modelo de figado.
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Outro exemplo de modelo de SMF otimizado para investigacoes far-
macocinéticas vem do Laboratoério de Biomecanica e Bioengenha-
ria da Universidade de Tecnologia de Compiegne , em Picardia, na
Franca. O grupo desenvolveu um SMF contendo os modelos de intes-
tino e figado humanos confeccionados in vitro e mantidos acoplados
sob fluxo para a investigacdo do metabolismo intestinal e hepatico
de primeira passagem do farmaco paracetamol®. Esta abordagem
foi também combinada a um modelo matematico visando estimar
parametros intrinsecos in vitro e possibilitar a extrapolacdo para
os processos in vivo. O trabalho também mostrou a identificacdo
de metabolitos como o sulfato de paracetamol que foi identificado
através da atividade sinérgica entre os modelos de intestino e figado
ocorrida no SMF. Ambos os grupos afirmam nos estudos supracitados,
a importancia e a grande potencialidade que pode ter a aplicacéo de
SMF em investigacGes farmacocinéticas, bem como a integracéo das
abordagens in silico e in vitro baseada em SMF.

Disease-on-a-Chip

Os modelos in vitro Disease-on-a-Chip sao uma variacao ou adap-
tacdo dos Multi-Organ-Chips destinados a emulacdo de condicdes
patoldgicas. Um dos exemplos ilustrativos € o modelo desenvolvido
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pelo grupo do Instituto Federal de Tecnologia de Zurique (ETH). O
modelo em questao utilizou o cultivo de tecido tumoral colorretal e
tecido hepatico murino e permitiu avaliar a eficacia do tratamento
com ciclofosfamida com prévia bioativagdo em tecido hepatico
murino, no tratamento do tumor colorretal in vitro®. Além de apre-
sentar um modelo bem-sucedido de Disease-on-a-Chip, este grupo
demonstrou a importancia do cultivo simultaneo e integrado de
mais de um tecido propiciado pelo SMF. Foi observada inibicao do
crescimento tumoral somente nos experimentos realizados em dis-
positivos microfluidicos, ou seja, em presenca de fluxo. Nao houve
efeito antitumoral com a ciclofosfamida em ensaios sem fluxo, como
a transferéncia descontinua via pipetagem, de sobrenadante das
culturas estaticas de tecidos de figado tratados com ciclofosfamida
para as culturas também estaticas de tecido tumoral colorretal®.

Neste trabalho fica explicito o impacto positivo da utilizacdo de SMF
sobre a resposta obtida no teste, que foi completamente distinta da
resposta obtida na situacao de ensaio realizada fora do SMF.

Outro grupo cultivou células de adenocarcinoma ductal pancrea-
tico em 3D sob fluxo e mostrou resposta a cisplatina mais fisiologica
quando comparada aos modelos in vitro de cultivo tradicionais®. As
células tumorais, em geral, comportam-se diferentemente e apresen-
tam fendtipo distinto quando cultivadas fora do corpo humano em
2D, ou mesmo quando cultivadas em 3D. Os sistemas in vitro de cul-
tura celular 2D tradicionais ou sob insertos tipo Transwell®, bem como
modelos de esferoides por exemplo, usados na tentativa de mimetizar
0 microambiente tumoral (MT), tém mostrado limitado poder predi-
tivo de eficacia terapéutica de varias drogas candidatas a farmaco®.

O MT exerce grande influéncia no comportamento celular, principal-
mente no concernente a sobrevivéncia, proliferacdo, invasividade
e sensibilidade ao tratamento com compostos®-#. Tipicamente, os
tumores sao formados por células cancerigenas e estromais (fibro-
blastos e células imunes) nutridas pela rede vascular. O entendi-
mento dessa intrincada inter-relacao dos diferentes tipos celulares,
bem como da inter-relacdo das células com componentes da matriz
extracelular, é critico para o avanco das estratégias de tratamento
do cancer®. Nos casos de modelos de tumores in vitro tradicionais
isto €, ndo baseados em SMF, o desafio € maior devido a auséncia
da interacdo entre as células tumorais e a matriz extracelular e
diferencas nas condicoes de gradiente de pH intratumoral, oxigena-
Gao e nutricao encontradas in vivo. Neste sentido, a aplicacao dos
modelos de SMF na investigacao do comportamento e respostas de
células tumorais pode ser vantajoso, na medida em que, ao propi-
ciar condi¢cdes mais aproximadas de MT encontradas no organismo
humano, os SMF podem induzir nas células tumorais um padréo
de comportamento mais proximo das condicdes in vivo. Através
do avanco de técnicas de microfabricacdo, atualmente é possivel
desenvolver dispositivos microfluidicos cuja organizacdo espacial
por compartimentalizacdo das células e controle sobre a difusao
de fatores solUveis criticos as homeostases do sistema viabilizem a
reconstrucao de modelos complexos de cultura celular que contem-
plem a necessaria integracao entre os diferentes tipos celulares e
entre células e componentes do microambiente®.

O trabalho de Albanese et al.®", baseado em modelo de tumor-on-
-a-chip, demonstrou a reproducao bem-sucedida in vitro do efeito
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de permeabilidade e retencao (EPR). Varios tumores solidos pos-
suem caracteristicas estruturais que incluem hipervascularizacao,
arquitetura vascular defeituosa, e drenagem linfatica prejudicada,
caracterizando o conhecido efeito de EPR, descrito para moléculas
especificas?, tipicamente compostos macromoleculares, lipossomos
e nanoparticulas, que tendem a acumular muito mais no tecido
tumoral do que no tecido normal®. Alabnese et al. mostraram que
a penetracao e a acumulacao de nanoparticulas em esferoides de
células tumorais integrados ao dispositivo microfluidico foram sig-
nificativamente influenciadas pela presenca de fluxo e de MEC no
entorno. O estudo verificou a importancia da regiao de interface for-
mada pela MEC, fluido e superficie do tecido; essa regiao de inter-
face emulada no SMF mostrou-se necessaria a reproducéo in vitro
do efeito EPR, comportando-se como um reservatorio de interface
fluido-tecido, no qual as nanoparticulas se acumulam e difundem-se
progressivamente para o tecido. Esse transporte passivo, a partir do
reservatorio de interface, impacta diretamente o nimero de par-
ticulas a serem difundidas para o tecido e parece poder predizer a
extensdo da acumulacao de nanoparticulas dentro do tumor in vivo.

O trabalho evidenciou a importancia da mimetizacdo do MT e o
potencial uso do tumor-on-a-chip no desenvolvimento e padroniza-
cao de carreadores medicamentosos, incrementando a investiga-
¢ao dos mecanismos de transporte de nanoparticulas através de um
tecido sob condicdes de fluxo fisiologico e acoplamento com MEC.

Ha ainda outros exemplos de doencas emuladas nos SMF. O
modelo desenvolvido baseado em microcanais revestidos por
células endoteliais mimetizando a camada intima de vasos san-
guineos, também se mostrou bem-sucedido em mimetizar as
condicdes patoldgicas in vitro®. Neste, observou-se expressao do
fator de von Willebrand em resposta a estenose dos microcanais
emulando o efeito da placa de ateroma (formagao composta de
gordura, calcio e células inflamatoérias, localizada na parede das
artérias). A aplicacao de SMF na investigacdo de doencgas tem se
mostrado promissora. Ja existem desenvolvimentos de SMF para
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson®,
para doencas infecciosas ou potencial de infeccao de determi-
nado tecido®, doencas vasculares como a trombose®>’, doencas
de vias aéreas®?%, entre outras.

A experiéncia brasileira

No LNBio, um dos quatro laboratdrios nacionais alocados no Cen-
tro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), esta
sob desenvolvimento o projeto “Human-on-a-Chip”. A primeira
etapa do projeto foi baseada no desenvolvimento de modelos de
organoides humanos cultivados nos dispositivos de microfluidica,
fabricados e vendidos pela empresa TissUse GmbH, dispositivo
esse denominado de Two-Organ-Chip ou 2-OC (Figura 2).

Os microdispositivos fabricados pela TissUse sao compostos por
trés tipos de materiais: policarbonato que compde a placa adapta-
dora, PDMS no qual estao as valvulas e canais microfluidicos e uma
lamina de vidro que recobre o PDMS (Figura 1A). O modelo de SMF
proposto pela TissUse oferece acesso aos pocos de cultivo celu-
lar, a0 mesmo tempo que mantém os microcanais isolados e pro-
tegidos, possibilitando a confeccao e maturacao dos organoides

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):74-91 | 81



R

externamente, sua colocacao nos chips e sua posterior retirada
para histologia. Também permite o uso de maior variedade de
tecidos humanos, como materiais de bidpsias por exemplo.

No LNBio ja acontece a confeccéo e o cultivo no 2-OC bem-suce-
didos de organoides de figado, coracao e intestino, além do rim
que esta em fase de desenvolvimento.

Células e tecidos

Embora células primarias, provenientes de doadores vivos ou cadave-
res, apresentem melhor funcionalidade, sao de obtencao complicada
e incerta, podendo produzir resultados inconsistentes devido ao fato
de serem originadas de doadores diferentes na maioria dos casos. A
depender da origem do tecido e do doador, nao apresentam sobre-
vida necessaria para realizagao de testes de duracao mais longa.

Por isso, optamos por células de linhagens expansiveis e/ou célu-
las iPSC. A funcionalidade destas é geralmente menor, mas pode-
mos controlar parametros importantes de maneira mais efetiva.

Equivalente barreira intestinal humana

Para produzir organoides que emulam a barreira intestinal, utiliza-
mos células da linhagem CaCo2 (ATCC HTB-37) (Figura 3A) associa-
das a linhagem HT29-MTX (ATCC HTB-38) (Figura 3B). Ambas sao
linhagens epiteliais de adenocarcinoma de colo retal que possuem
a maioria das caracteristicas morfologicas e funcionais de célu-
las absortivas do intestino delgado, incluindo enzimas digestivas
e receptores. As células da linhagem HT29-MTX também possuem
a capacidade de secretar mucina e outros compostos que formam
0 muco intestinal que auxilia a capacidade absortiva®°*1%, A bar-
reira foi construida durante 21 dias em inserto Transwell® cuja
membrana microporosa recebeu a semeadura da cocultura das
duas linhagens intestinais supracitadas (Figura 3C).

0 inserto, além de fazer as vezes de suporte para o cultivo celu-
lar, ainda teve a funcao de separar o organoide em dois compar-
timentos ou lados fisicamente distintos mimetizando as regioes
intestinais intraluminal (compartimento superior ou lado apical)
e intersticial/corrente sanguinea (compartimento inferior ou
lado basolateral) (Figura 3D).

Equivalente figado humano

Para os esferoides de figado, utilizamos a linhagem de células
HPR101 diferenciada em HepaRG®, associada a linhagem HHS-
teC (Human Hepatic Stellate Cells #5300, Sciencell) (Figura 4).
A primeira provém de um doador portador de carcinoma hepa-
tocelular com concomitante infeccao pelo virus da Hepatite C.

As HepaRG® sdo células hepaticas progenitoras capazes de dar
origem a hepatocitos e colangiocitos adultos completamente dife-
renciados. Possuem niveis significativos de funcionalidade hepatica
como a expressao estavel de enzimas da familia da CYP450 e de
enzimas que atuam na conjugacao de farmacos (fase 2) e de supor-
tar o ciclo completo replicativo do virus da hepatite B''. A segunda
produz células do tecido conectivo intralobular que apresentam
fenotipo semelhante aos miofibroblastos ou lipdcitos. Estas células
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participam da homeostase da matriz extracelular e dos processos de
reparo, regeneracao e fibrose do figado. A proliferacao e migracao
destas células, juntamente com a expressao de quimiocinas, estao
envolvidas na patogénese da inflamagéo hepatica e na fibrogénese.

De maneira geral a cultura de hepatécitos como esferoides tem
demonstrado resultados positivos com respeito a funcao hepa-
tica, devido ao estabelecimento dos contatos homo e hetero-
tipicos célula-célula e a presenca de componentes chaves de
MEC dentro e nos arredores dos agregados®®. A Figura 3 mostra as
células hepaticas sob cultivo 2D (Figura 3E e 3F), e a respectiva
cocultura na histoarquitetura esferoidal (Figura 3G e 3l) integra-
das no 2-0OC (Figura 3H). Os equivalentes de intestino e figado
foram mantidos sob cocultivo no 2-OC por 14 dias.

Os cardiomidcitos humanos usados para confeccdo da cardioesfera
foram gerados a partir da reprogramacao de células sanguineas (eri-
troblastos) obtidas de um individuo saudavel de 38 anos de idade, do
sexo masculino. As iPSC foram diferenciadas em cardiomidcitos adul-
tos. Aempresa brasileira PluriCell Biotech forneceu os cardiomidcitos
ja diferenciados, usados para a confeccao dos organoides no LNBio.
Apos formadas, as esferas (Figura 4C) foram integradas a plataforma
2-0C e cultivadas para realizacdo de experimentos pilotos. Analises
baseadas em microscopia eletrGnica de transmissao de cortes de
cardioesferas permitiram identificar estruturas celulares compativeis
com uma célula cardiaca sadia, tais quais unidades sarcoméricas, GAP
Jjunctions, mitocondrias integras, depdsitos de glicogénico, membra-
nas e compartimentos membranosos intactos (Figura 4 A e B).

Interessantemente, o trabalho de Luni et al. mostrou que o processo
de reprogramacao de células somaticas humanas em iPSC é tremen-
damente influenciado pelo ambiente microfluidico (uma melhoria
de 50 vezes em relacdo a reprogramacdo mais eficiente relatada
usando células humanas sem modificacdes genéticas), sendo pos-
sivel a diferenciacdo direta em hepatocitos e cardiomiocitos fun-
cionais na mesma plataforma sem passo de expansao adicional'®2.

Perspectivas futuras e desafios

Apesar dos grandes avangos ja obtidos, a engenharia de tecidos
humanos em trés dimensdes (3D) para confeccao de equivalentes
de o6rgaos (em diferentes escalas e com diversos objetivos), bem
como os dispositivos microfluidicos, estao em fase de desenvol-
vimento. Os avancos no manejo das células-tronco embrionarias
e iPSC ja contribuiram bastante e podem acelerar ainda mais o
progresso deste campo, ao fornecerem acesso a diversas linha-
gens celulares para confeccao de organoides.

Vastas perspectivas se encontram também no campo da medi-
cina personalizada com a possibilidade de culturas celulares
“paciente-especifica”®%4. As iPSC sdo obtidas a partir de célu-
las primarias do corpo humano, tais como, células sanguineas
(por exemplo: eritroblasto), fibroblastos (obtidos de pele), célu-
las epiteliais do trato urinario (obtidas da urina), que passam por
processo de desdiferenciacdo e em teoria podem ser rediferen-
ciadas artificialmente em qualquer tipo celular'®-

Células de origem primaria, apesar de apresentarem a funciona-
lidade superior, sdao desvantajosas em aspectos de logistica de
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A) Imagem microscopica das células CaCo2, com ampliacao de 10 x. B) Imagem microscépica das células HT29-MTX, com ampliacéo de 10 x. C)
Cocultura das células CaCo2 e HT29-MTX, com ampliacdo de 10x. D) Desenho esquematico do modelo equivalente de barreira intestinal feito no
LNBio. E) Imagem de microscopia de luz de células HepaRG em 2D diferenciadas, com ampliacao de 10 x. F) Imagem de microscopia de luz de células
estreladas humanas em cultivo 2D, com ampliacao de 10 x. G) Fotografia de esferoides hepaticos formados e coletados. H) Esferoides hepaticos
integrados ao dispositivo 2-0C - TissUse GmbH. I) Imagem de microscopia de luz de um esferoide hepatico, com ampliacao de 4 x.

Figura 3. Organoides de intestino e de figado humanos - equivalente a barreira intestinal humana.
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A-B) Imagens de microscopia eletronica de cortes histologicos cardioesferas ou equivalentes de coracao humano. A) Destaque para a sequéncia de
unidades sarcoméricas, mitocéndrias e depositos de glicogénio no sarcoplasma. B) Destaque para as jungdes tipo GAP. C) Imagem de microscopia de luz

de uma cardioesfera, com ampliacdo de 4X.

Figura 4. Organoide humano de coracao - equivalente ao coragao.

obtencao complexa, variabilidade genética (que pode ser bené-
fica somente em algumas situacdes) e instabilidade fenotipica/
fisiologica in vitro. As células provenientes de linhagens imor-
talizadas tém a vantagem do acesso e manuseio simples, mas
sua funcionalidade neste momento é menor que a das células
primarias. Apesar do fato de ser a adocdo de boas praticas de
laboratorio o fator mais critico para assegurar que o cultivo celu-
lar seja livre de contaminantes diversos, as células de linhagens
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apresentam maior risco de contaminagao por Mycoplasma'®e/ou
contaminacdes inter e intraespécie e instabilidade genética'®”-1%-

Por isso, a disponibilidade de tipos celulares, capacidade de
adaptacao e a escolha mais adequada da fonte celular para a
confecgao de organoides cada vez mais realisticos e estaveis nos
SMF sao desafios encontrados para o estabelecimento da tecno-
logia Human-on-a-Chip.
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Adicionalmente, é importante considerar a necessidade do
desenvolvimento de um meio de cultura cuja formulacao/com-
posicao seja otimizada para atender as necessidades dos dife-
rentes tipos celulares cocultivados em SMF multiorgaos. A esco-
lha do meio é feita em funcdo de cada tipo celular, com intuito
de melhorar a aderéncia a matriz extracelular, viabilidade pos-
-descongelamento, crescimento, replicacdo. Situacoes onde um
tipo celular sobrevive e cresce perfeitamente em um meio no
qual outro tipo celular nao vai bem sao muito comuns.

Esses fatores tornam a formulacdo do meio de cultura ade-
quada a diferentes tecidos muito desafiadora. Isto posto,
importante para todos os tipos de cultivo celular (incluindo as
2D, sem fluxo, sem acoplamento tecidual etc.), e muitas vezes
limitante para o cultivo integrados de dois ou mais tecidos,
é o desenvolvimento de uma formulacdo do meio de cultivo
universal um dos gargalos para o avanco da tecnologia dos SMF.
Trabalho de Oleaga et al., publicado em 2016, abriu uma pers-
pectiva bastante animadora ao demonstrar em SMF o cultivo
simultaneo, bem-sucedido por 14 dias, de modelos de figado,
coracao, musculo esquelético e tecido neuronal em um meio de
cultura circulante e livre de SFB7.

A variacao que ocorre entre lotes de soros animais, principal-
mente de soro fetal bovino (SFB) é critica e pode interferir em
testes de desenvolvimento de farmacos, por exemplo?. Fatores
tais como o desconhecimento da composicao exata do SFB, a
ocorréncia de variabilidade sazonal e geografica lote-a-lote' e
interacdo ndo intencional com substancias de teste!'®!"" podem
levar a resultados inconsistentes, preocupacdes em relacdo a
seguranca do pessoal de laboratério em termos de risco a saude
por contato acidental com endotoxinas, micoplasma e conta-
minantes virais ou proteinas pridnicas''?'3'"4; escassez inespe-
rada na disponibilidade global''®'"¢, bem como preocupacoes
éticas sobre o sofrimento fetal'’’. Neste sentido, pesam em
favor da substituicao ou abolicao do uso de SFB, os aspectos de
seguranca, cientifica e ética, em outras palavras, a busca pela
otimizacao dos sistemas de teste in vitro, bem como o com-
prometimento com os principios dos 3Rs sdo incentivos para o
desenvolvimento e adocao de formulacoes de meio de cultura
livres de SFB sejam eles quimicamente definidos ou com adocao
de componentes substitutivos''®. Recentemente, lisados de pla-
quetas humanas demonstraram ser uma alternativa promissora
ao SFB116,119, 120, 121,122'

Outro aspecto importante a ser considerado, é que o estudo do
perfil farmacocinético deve preceder estudos toxicologicos e far-
macodinamicos. Isso porque em todos os casos, deve-se relacio-
nar a exposicao ao efeito e a exposicao somente sera conhecida
por meio de estudos farmacocinéticos. Para isso, € fundamental
conhecer a particdo de drogas nos orgaos, distancias de difu-
sdo, taxas metabolicas com intuito de emular a comunicacao
in vivo entre os 6rgdos'?. Isto posto, um fator primordial para
se obter sucesso € o escalonamento proporcional dos diferen-
tes organoides de maneira a refletir a relacdo que ocorre no
corpo humano. A escolha e aplicacao de um método apropriado
de escalonamento garantira que um farmaco atinja os orgaos
em concentragdes semelhantes a que se espera nos pacientes.
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Por isso, determinar os principios e as regras para o dimensiona-
mento dos diferentes SMF é um dos passos mais criticos para o
desenvolvimento dos SMF com grande impacto no uso futuro em
estudos de desenvolvimento de farmacos'?*'?*, O correto esca-
lonamento também garantira que fatores paracrinos alcancem
outros orgaos em concentracdes fisiologicas mantendo a correta
razao de acoplamento 6rgao-o6rgao nos SMF.

Existem diversos tipos de escalonamento com diferentes focos
ou métodos dos quais podemos citar: o escalonamento alomé-
trico (a escala entre o organoides e seus homdlogos humanos
e cada um com o outro), mais comumente usados'?>'? o esca-
lonamento funcional'? e multifuncional'?® (considera parame-
tros como a compartimentacao dos organoides em circuitos
fluidicos, o fluxo, as vias de administracdo/excrecao) e ainda
o escalonamento baseado no volume do 6rgéo e no tempo de
residéncia do fluxo sanguineo'™. O problema é que abordagens
mais usadas para o dimensionamento como a miniaturizacao
direta e escalonamento alométrico sdo baseadas em tamanho
fisico apenas'®. Para um estudo mais aprofundado, estdo dis-
poniveis revisdes sobre métodos de escalonamento no contexto
Human_on_a_chip14,123,130,131,132,133.

Para cumprir o desafio de cocultivar de forma bem-sucedida, dife-
rentes equivalentes de d6rgaos humanos in vitro interconectados
em uma situacdo de homeostase auténoma, se faz necessario
ultrapassar outros obstaculos como a auséncia de sistemas linfa-
tico, nervoso, imunologico e vascular integrados sinergicamente.
A vascularizagdo é especialmente importante; normalmente a
densidade volumétrica celular dos organoides em 3D nao corres-
ponde a encontrada no érgéo in vivo, devido a pseudo-histoarqui-
tetura e as limitagoes de entrega de oxigénio e nutrientes

A integracdo de um revestimento endotelial ao SMF é uma
medida critica na direcdo da melhora da performance fisiolo-
gica destes. A presenca de uma rede de vasos que consiga pene-
trar e perfundir adequadamente um esferoide de 300 pM por
exemplo, ird melhorar o suprimento de nutrientes, de oxigénio
e auxiliar na remocéao de metabdlitos. Outros beneficios incluem
a modulacgao da difusdo de moléculas hidrofilicas para o interior
do organoide e de tensdes nao fisioldgicas que poderiam alcangar
mais facilmente as células®. Além disso, as células endoteliais
possuem a capacidade de estabelecer um nicho vascular e propi-
ciar organogénese in vivo e in vitro.

A combinacao de emulagao robusta com a possibilidade de
realizar analises e obter dados eletrofisiologicos por meio de
microeletrodos integrados ao SMF também abre grandes pers-
pectivas. Os tecidos cardiaco, mUsculo-esquelético ou neuronal
podem ser estudados dessa forma'>', A afericdo da TEER em
verificacao de integridade da barreira em modelos de equiva-
lentes de intestino', pele ou cornea também pode representar
mais um beneficio desta funcionalidade.

Adicionalmente, impressoras 3D podem ser de grande valia para
a resolucao de limitacoes dos atuais SMF. Ao propiciarem deposi-
cao precisa, ordenada e reprodutivel de tipos celulares e mate-
riais diversos, abrem a perspectiva de confeccao de organoides
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com complexa histoarquitetura. No caso dos rins ou do baco,
a impressdao de tecidos humanos em 3D é bastante conve-
niente, visto que nao podem ser recriados de forma plena com
a utilizacdo das técnicas disponiveis atualmente'®. A empresa
“Organovo” tem se destacado na area de impressdo de tecidos
humanos em 3D, oferecendo modelos de figado (ExVive™ 3D
Bioprinted Human Liver Tissue Model) e rim (ExVive™ Human
Kidney Tissue) humanos'. Além disso, as impressoras 3D abrem
a perspectiva de otimizacao do processo de desenvolvimento e

Marin TM & Pagani E  Sistemas microfioldgicos humanos

fabricacdo dos dispositivos microfluidicos, que normalmente é
laborioso e complexo, por necessitar de grandes investimentos e
cuidados (sala limpa por exemplo e recursos humanos altamente
especializados). A tecnologia de impressao 3D atual avancou a
um ponto que permite a producao relativamente barata e rapida
de sofisticados microdispositivos, configurando uma alternativa
promissora aos protocolos atualmente empregados'.

O fluxograma da Figura 5 ilustra uma proposta de abordagem
para o desenvolvimento de SMF em centros de pesquisa, baseada
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MEC: matriz extracelular; PDMS: polidimetilsiloxano; LDH: lactato desidrogenase; TEER: Resisténcia Elétrica Transepitelial; iPSC: induced Pluripotent Stem Cells.

Figura 5. Abordagem para o desenvolvimento e impacto dos Sistemas Microfisioldgicos.
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nos dados e informacdes aqui reunidos e interpretados. Contem-
pla as razdes que justificam o investimento na implementacao
dos SMF e os passos e aspectos criticos a serem considerados e
ponderados nesse processo.

CONCLUSOES

Apesar de todos os esforcos e progressos realizados na direcao do
desenvolvimento de modelos experimentais que se aproximem
0 maximo possivel da condicéo fisioldgica humana, néo é esse o
fator mais critico na relacdo SMF x corpo humano. Nao obrigato-
riamente os resultados ou dados obtidos dessas plataformas ou
SMF devam ser realisticamente fisioldgicos. O mais importante é
que sejam comparaveis, transponiveis para o ser humano. Neste
sentido, possuir e formalizar principios de extrapolacdo que
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RESUMO

Introducdo: Utilizar células-tronco para avaliacdes toxicoldgicas parece ser uma estratégia
promissora para permitir uma maior predicao de efeitos em humanos. Entretanto, no
Brasil, ndo existe legislacdo especifica que regulamente o uso de células-tronco para
fins ndo terapéuticos de desenvolvimento tecnoldgico, diagnoéstico ou como método
alternativo ao uso de animais. Objetivo: Revisar a literatura e fundamentar um panorama
da situacéo atual do uso nao terapéutico de células-tronco no Brasil e no mundo. Método:
Realizado levantamento bibliografico nao sistematico reunindo artigos cientificos e
legislacdo. Resultados: Essa revisdo traz a abordagem atual da literatura cientifica e da
legislacdo brasileira e discorre brevemente sobre abordagens regulatérias internacionais
no que concerne ao uso nado terapéutico de células-tronco. Em contrapartida, a legislacao
brasileira é bastante abrangente e madura na regulamentacao de sangue e hemoderivados
e pode servir de modelo para o uso ndo terapéutico de células-tronco ou outros materiais de
origem humana. Conclusées: O incentivo do debate pelos 6rgédos e entidades interessadas
é o primeiro passo para iniciar o desenvolvimento de uma legislacdo especifica que
permita o desenvolvimento cientifico-tecnolégico do Brasil de maneira a acompanhar os
avancos biotecnoldgicos mundiais.

PALAVRAS-CHAVE: Células-tronco; Biotecnologia; Legislacao Sanitaria; Regulamentacao;
Métodos Alternativos

ABSTRACT

Introduction: The use of stem cells for toxicological evaluations seems to be a promising
strategy since it allows a greater prediction of human effects. However, in Brazil, there
is no specific legislation regulating the use of stem cells for non-therapeutic purposes,
technological development, diagnosis or as an alternative method to animal testing.
Objective: To review the literature and to provide an overview of the current situation of
the non-therapeutic use of stem cells in Brazil and in the world. Method: A non-systematic
bibliographic survey was carried out bringing together scientific articles and legislation.
Results: This review brings the current approach of Brazilian legislation regarding the
non-therapeutic use of human material and briefly discusses international regulatory
approaches that allow the non-therapeutic use of stem cells. On the other hand, the
Brazilian legislation for use of blood and blood products is quite broad and mature and
could serve as a model for the non-therapeutic use of stem cells or other materials of
human origin. Conclusions: The encouragement of the debate by the interested bodies
and entities is the first step to initiate the development of specific legislation that could
allow the scientific and technological development of Brazil in order to follow the world’s
biotechnological advances.

KEYWORDS: Stem Cells; Biotechnology; Health Legislation; Regulation; Alternative Methods
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Desafios regulatoérios no uso de células-tronco em métodos alternativos

INTRODUCAO

As células-tronco distinguem-se dos demais tipos celulares por duas
principais caracteristicas: o potencial de autorrenovacéo e o estado
indiferenciado que permite a maturacao em diversos tipos celulares
(Figura 1). A capacidade de replicacao das células-tronco faz com
que estas células, ndo especializadas, possam se renovar por meio
de divisdo celular, mesmo apos longos periodos de inatividade'.
Além disso, sob certas condicbes fisioldgicas ou experimentais,
essas células podem ser induzidas a diferenciacdo em células espe-
cificas de tecidos ou orgdos?. Em alguns drgaos, as células-tronco
residentes e tecido-especificas como no intestino, pele e a medula
ossea, entre outros, dividem-se regularmente para manter o 6rgao
ou tecidos em condigdes fisiologicas. Entretanto, em 6rgaos mais
complexos, como o pancreas e 0 coragao, esses potenciais de autor-
replicacao e diferenciacao celular sao reduzidos e ocorrem apenas
sob condicdes especiais’.

As células-tronco tém papel crucial na formacéo dos 6rgaos e teci-
dos durante o desenvolvimento e ao longo do crescimento humano,
dividindo-se e diferenciando sempre que necessario para substituir
células mortas, contribuindo para a homeostase tecidual®.

O potencial de diferenciacdo das células-tronco varia de acordo
com sua fase de desenvolvimento e esta diretamente relacionado
com sua ontogenia. As células-tronco totipotentes aparecem nos
primeiros estagios do desenvolvimento embrionario (na fase de

-...' ®
® .

Reprogramacao

Célula somatica
¢ o, ’ ~ e

Fonte: Elaborada pelos autores, a partir da revisao da literatura.

morula) e sdo capazes de se diferenciar e formar todo o organismo,
incluindo os anexos extraembrionarios, como a placenta’. Ja as
células-tronco embrionarias sao derivadas da massa interna do blas-
tocisto e, por serem pluripotentes, possuem a capacidade de dar
origem a tipos celulares dos trés folhetos embrionarios, exceto os
anexos extraembrionarios>®. Ja as células-tronco somaticas deriva-
das de tecidos adultos sdao chamadas multipotentes, oligopotentes
ou unipotentes e apresentam capacidade de diferenciacdo mais
restrita, geralmente nos tipos celulares de seu orgao de origem’.

A pluripoténcia das células-tronco embrionarias € uma caracte-
ristica de grande interesse pela sua potencialidade de aplica-
¢do na busca de tratamentos para diversas doencas, além de
representar um excelente modelo de estudo na investigacao de
novos farmacos®, estudos toxicologicos ou métodos alternativos
ao uso de animais®®. Entretanto, estudos demonstram que o uso
de células-tronco embrionarias pode estar relacionado a rejei-
cao tecidual e ao risco de formacdo de tumores, devido a sua
alta capacidade de diferenciacéo e proliferacao™. Além disso,
questdes éticas associadas a sua forma de obtencéo, que envolve
0 uso e a destruicao de embrides humanos, sao bastante rele-
vantes. Nao ha consenso mundial e a legislacdo varia em cada
pais, conforme revisto''. No Brasil, seu uso deve ser realizado de
acordo com o que rege a Lei n° 11.105, de 25 de marco de 2005,
conhecida como Lei de Biosseguranca'.

O

Autorreplicacao

Células-tronco

Diferenciacao
em diversos
tipos celulares

Figura 1. O que sao células-tronco? Representacao esquematica dos principais tecidos de onde podem ser extraidas células-tronco mesenquimais (CTM)
como medula 6ssea, tecido adiposo e polpa dentaria, nao menosprezando outras fontes como cordao umbilical e sangue menstrual. Além disso, células
somaticas podem ser reprogramadas a fim de obter células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC). Uma vez obtidas, as células-tronco de ambas as fontes
podem ser mantidas em cultivo através de sua caracteristica de autorreplicacao ou induzidas a se diferenciarem em diversos tipos celulares, de acordo
com as potencialidades de cada tipo de célula-fonte e os indutores utilizados.
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Em busca de alternativas ao uso de células-tronco embrionarias,
em 2006, os pesquisadores Kazutoshi Takahashi e Shinya Yamanaka
apresentaram uma nova fonte de células-tronco pluripotentes
humanas, com o desenvolvimento das células-tronco pluripotentes
induzidas (induced pluripotent stem cell - iPSC) a partir de células
adultas diferenciadas. Alterando os niveis de expressao de quatro
fatores de transcricao (Oct3/4, Sox2, c-Myc e Klf-4), foi possivel
induzir a reprogramacdo de uma célula somatica adulta de forma
que ela retornasse ao seu estado indiferenciado™. Essa descoberta
inovadora permite a obtencdo de células-tronco pluripotentes
geradas a partir de células adultas do proprio paciente com grande
potencial de aplicacao na terapia celular e medicina regenerativa,
tendo como principais vantagens: a tolerancia imunoldgica, uma
vez que podem ser derivadas de células do proprio paciente, bem
como a auséncia de questdes éticas associadas ao uso de embri-
Oes'>™, Além disso, as iPSC derivadas de pacientes portadores de
patologias ainda nao totalmente elucidadas podem servir como
um modelo eficaz na pesquisa da fisiopatologia dessas doencas e
ainda como ferramenta biotecnolégica na triagem de farmacos'™.
A descoberta e a possibilidade de reprogramacao geraram tamanho
impacto que, em 2012, os pesquisadores Shinya Yamanaka e John B.
Gurdon compartilharam o Prémio Nobel de Medicina®.

Entretanto, o processo de geracao de iPSC envolve tecnologias
que, até o momento, ndo parecem ser ideais para a aplicagao
terapéutica. Inicialmente foram utilizados retrovirus e/ou lentivi-
rus para transduzir os genes de interesse, contudo essa abordagem
permite a ocorréncia de mutacdes de insercao e transformacoes
potencialmente malignas no cromossomo do hospedeiro ou a indu-
cao de respostas imunologicas indesejadas''®. Novas metodologias
envolvendo plasmideos', acidos ribonucleicos (RNA) sintetizados?
e proteinas?’ tém sido desenvolvidas e testadas demonstrando
resultados promissores. No entanto, os riscos de danos genéticos e
de crescimento celular descontrolado ainda nao podem ser total-
mente descartados, assim como nao se pode prever com certeza o
destino dessas células quando aplicadas in vivo®.

As células-tronco adultas, embora ndo sejam pluripotentes, e sim
multipotentes, oligopotentes ou unipotentes, sao capazes de origi-
nar um nUmero significativo de tipos celulares especificos, o que as
tornam atrativas como ferramenta terapéutica e/ou tecnologica?.
Entre as células-tronco adultas, podemos destacar as células-tronco
mesenquimais (CTM), que formam uma populacdo heterogénea de
células estromais que apresentam a vantagem de poderem ser iso-
ladas de diversos tecidos adultos?. Essas células sao progenitoras,
autorrenovaveis e com potencial de diferenciacao para células de
origem mesodermal, como adipdcitos, ostedcitos e condrocitos®. Na
maioria dos tecidos, a capacidade de autorrenovagéo das CTM esta
diretamente relacionada com a capacidade de regeneracao teci-
dual'. Acredita-se que, além da capacidade de diferenciacdo, essas
células atuem na modulagdo das respostas de reparo tecidual de
maneira paracrina ao liberar fatores de crescimento e outros media-
dores interagindo com o nicho tecidual?+2>:%.

As CTM podem ser isoladas praticamente de qualquer tecido (Figura 1)
e, embora sejam mais comumente isoladas da medula dssea?, estu-
dos demonstram o isolamento efetivo de CTM de outras fontes, como
tecido adiposo®, placenta?, polpa dentaria®*® e cordao umbilical>"32.
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Essas fontes apresentam a vantagem de configurarem material de
facil obtencéo, que na maioria das vezes é descartado e normalmente
nao requer procedimentos invasivos adicionais para obtencao.

As CTM derivadas da medula dssea séo as mais estudadas e utili-
zadas atualmente, entretanto, essas células sdao geralmente cole-
tadas da crista iliaca de doadores voluntarios e, portanto, o pro-
cesso de obtencao é considerado invasivo e de baixo rendimento?®.
A polpa dentaria é considerada uma fonte promissora de CTM para
reconstrucoes ortopédicas e maxilofaciais, pois podem gerar tecido
mineralizado, matriz extracelular e outros tecidos conjuntivos®. As
células derivadas da placenta e do cordao umbilical apresentam
como vantagem uma maior capacidade de autorrenovacao quando
comparadas as CTM da medula 6ssea®. O tecido adiposo, por sua
vez, tem sido considerado uma das fontes mais abundantes e de
facil acesso para coleta de CTM, as quais apresentam as mesmas
caracteristicas multipotentes das CTM isoladas de outras fontes®*%.

Considerando o uso de células-tronco humanas para finalidades
nao terapéuticas, no processo de selecdo do tipo de célula-
-tronco a ser utilizado, devem ser avaliadas caracteristicas como
potencial de diferenciacao celular (multipoténcia ou pluripotén-
cia) e também a conveniéncia de obtencédo do tecido fonte des-
sas células, por exemplo, tecidos de descarte ou provenientes de
procedimentos nao invasivos tendem a ser mais interessantes.

Embora as células-tronco representem uma ferramenta biotecno-
logica bastante promissora, essa aplicacao ainda nao é uma reali-
dade concreta em nosso pais. Nesta revisdao, fazemos uma breve
descricao das potencialidades nao terapéuticas das células-tronco
no desenvolvimento de metodologias de avaliacao de toxicidade
e métodos alternativos ao uso de animais e descrevemos a situ-
acao regulatoria atual no pais para esse tipo de aplicagao. Além
disso, citamos modelos regulatorios internacionais para o uso de
material humano e a legislacao nacional que rege o uso de san-
gue e hemoderivados como exemplos que possam fundamentar a
discussao e o desenvolvimento de regulamentacéo especifica que
respalde o uso nao terapéutico de células-tronco no Brasil.

METODO

O presente estudo foi desenvolvido em formato de revisao de
literatura narrativa. Para tanto, o levantamento bibliografico foi
realizado de maneira nao sistematica reunindo artigos cientifi-
cos e documentos da legislacao que pudessem fundamentar um
panorama da situagao atual do uso nao terapéutico de células-
-tronco no Brasil e no mundo.

Abusca pelas referéncias bibliograficas foi realizada por consulta
as bases de dados PubMed e Google Scholar empregando pala-
vras-chaves como: stem cells (células-tronco), regulamentation
(regulamentacdo), alternative methods (métodos alternativos).
A legislacdo brasileira foi consultada através das publicacoes
no Diario Oficial da Unido e dos portais da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Além disso, sempre que necessario,
algumas referéncias (publicacdes na midia, artigos e revisdes
cientificos) foram buscadas de maneira direcionada para com-
plementar a discussao dos assuntos abordados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Células-tronco em métodos alternativos ao uso de animais

0 uso de células-tronco em terapias celulares tem sido conside-
rado um grande marco no avanco e desenvolvimento da medicina
humana e a regulamentagao de seu uso no cenario nacional foi
recentemente revista®. Outra grande possibilidade de aplica-
cdo, ainda nao tao explorada mas muito promissora, é o uso de
células-tronco no desenvolvimento de métodos alternativos ao
uso de animais, com o foco na aplicacao do principio dos 3Rs:
reducdo, refinamento e substituicdo®; e também no desenvol-
vimento de ensaios de avaliacao e predicao de toxicidade com
maior relevancia para humanos®.

Apenas na Europa estima-se que mais de 12 milhées de animais
foram utilizados em experimentacao animal em 2005 e estima-se
que entre 50 e 100 milhdes de animais sao utilizados em experi-
mentacao animal mundialmente a cada ano*'. Existe uma demanda
mundial urgente pela reducao e refinamento do uso de animais nas
atividades de pesquisa e desenvolvimento. No Brasil, essa realidade
tornou-se mais notdria apds a criacao da Rede Nacional de Métodos
Alternativos (RENAMA) em 2012 e do Centro Brasileiro de Valida-
cao de Métodos Alternativos (BraCVAM) em 2013. Além disso, com
a publicacao da Resolucao Normativa (RN) n° 17, de 3 de julho de
2014, pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Ani-
mal (Concea), que dispunha sobre o reconhecimento de métodos
alternativos ao uso de animais em pesquisa no Brasil*?, e no mesmo
ano, com a publicacao da RN n° 18, de 24 de setembro de 2014, 17
métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa foram reco-
nhecidos e deverao obrigatoriamente ser aplicados em substituicao
aos métodos originais em até 5 anos®. Em 2016, uma nova reso-
lucdo, a RN n° 31, de 18 de agosto de 2016, adicionou outros sete
métodos alternativos reconhecidos a lista original*.

Uma das areas de maior demanda para a introducdo de méto-
dos alternativos ao uso de animais € a toxicologia, uma vez que
analises do potencial toxicoldgico sao cruciais tanto na fase de
desenvolvimento quanto durante os processos regulatorio e de
validacdo de novos produtos. Além das questdes éticas envol-
vendo o uso de animais de experimentacao, existe um grande
apelo econdmico para o desenvolvimento de novos testes que
tenham maior previsibilidade, uma vez que estudos demonstram
que substancias aparentemente nao toxicas em modelos nao
humanos podem apresentar alta toxicidade quando aplicadas
em humanos, durante testes clinicos®*. Um exemplo classico é o
caso da talidomida, que durante anos de pesquisa nao apresen-
tou qualquer toxicidade reprodutiva em camundongos, mas, ao
ser administrada em humanos, promoveu efeitos teratogénicos
devastadores na década de 1950%%. Essa disparidade dos efei-
tos de uma substancia entre humanos e animais ocorre devido a
grande diversidade genética, metabdlica e fisiologica presente
entre espécies, mesmo que possuam proximidade evolutiva®.

Portanto, estudos envolvendo células e tecidos humanos se
fazem fundamentais na tentativa de suprir essa demanda. Den-
tro deste contexto, em 2012, Meganathan et al. realizaram
um estudo avaliando o efeito da talidomida em células-tronco
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embrionarias humanas (hESC). A talidomida apresentou efeitos
toxicos nestas células durante a inducao da diferenciacao. Desta
forma, os autores propuseram este modelo como uma alterna-
tiva para a deteccao de efeitos teratogénicos de drogas®. Esta
mesma abordagem foi proposta por outros autores através da
avaliacdo da teratogenicidade da talidomida e de substancias
como o etanol, cafeina, acido retinoico e litio*.

Ja em 1959, Russell e Burch indicavam como alternativa aos tes-
tes com animais, modelos celulares para a avaliacao de toxici-
dade. Desde entdao, muitos ensaios in vitro foram desenvolvi-
dos e testados, e atualmente existem varios modelos celulares
utilizados em toxicologia. Esses modelos utilizam tanto células
primarias quanto células transformadas, sendo que ambas apre-
sentam algum tipo de limitacao como baixa taxa proliferativa e
acUmulo de mutacoes génicas, respectivamente®.

As células-tronco sao consideradas alvos para o desenvolvimento
de modelos com alto potencial de aplicacdao em ensaios toxico-
logicos devido as suas caracteristicas de autorrenovacdo e de
diferenciacao®'. Devido a sua capacidade de diferenciacao, apre-
sentam potencial para originar uma grande variedade de tecidos
0 que poderia substituir ou complementar modelos animais, evi-
tando diferencas interespécie. Dessa maneira, essas células tém
sido extensivamente avaliadas quanto a sua empregabilidade no
desenvolvimento de modelos de toxicidade. Para esse fim, as
células-tronco podem ser utilizadas tanto em seu estado indife-
renciado, quanto diferenciado e, por isso, apresentam um leque
maior de aplicacao, o que confere diversas vantagens quando
comparadas a outros tipos celulares®.

Ensaios toxicoldgicos baseados em células-tronco sao classifica-
dos em trés categorias: avaliacdo da toxicidade aguda através
da determinacdo da viabilidade/sobrevivéncia celular (citoto-
xicidade); avaliacdo do efeito inibitorio sobre a diferenciacao
celular (ensaios toxicologicos de desenvolvimento); e avaliacdo
especificas (ensaios funcionais). Dessa maneira, muitos modelos
para avaliacdo toxicolégica podem ser desenvolvidos através da
aplicacdo de células-tronco em cultura®.

Células-tronco pluripotentes induzidas e ensaios de predicdo
da toxicidade in vitro

Atualmente existe um Unico ensaio de toxicidade validado com
células-tronco, o Embryonic Stem Cell Test (EST). Esse ensaio
utiliza células-tronco embrionarias murinas como substrato e
avalia tanto a viabilidade celular em comparacdo com células
da linhagem BALB/c 3T3 quanto o processo de diferenciacao
a cardiomiocitos apo6s exposicdo a substancias testes (ECVAM
n° 113)*, Entretanto, as células utilizadas sao provenientes de
camundongos e esse método contempla apenas o processo de
diferenciacdo cardiomiogénica. Dessa maneira, faz-se essencial
o desenvolvimento e a validacdo de novos métodos utilizando
células-tronco como substrato®. Apos a publicacédo do EST, alguns
grupos desenvolveram aprimoramentos desse protocolo, visando
maior acuracia na avaliacdo toxicoldgica. Esses aprimoramentos
sao bastante promissores para uma melhor avaliacao preditiva
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de toxicidade, pois possibilitam a analise da expressao de molé-
culas envolvidas no processo de diferenciacao celular®%,

O potencial de diferenciacdo das células-tronco pluripotentes
permite a avaliacdo toxicoldgica em diversas linhagens celulares,
possibilitando a avaliacdo de funcdes celulares especificas como
secrecado de albumina e armazenamento de glicogénio, bem como
capacidade de metabolizacao de substancias durante a diferen-
ciacdo em hepatocitos, causas moleculares das arritmias durante
a diferenciacdo cardiaca e disfuncdes durante a diferenciacéo
neurogénica®¥. A pluripotencialidade é uma grande vantagem,
mas nao se deve deixar de considerar que a padronizacao de pro-
cessos de diferenciacao em diferentes linhagens celulares ainda
é objeto de estudo de muitos grupos. Linhagens de células plu-
ripotentes podem apresentar maior ou menor grau de facilidade
para a diferenciacao. As iPSC possuem como caracteristica manter
marcas epigenéticas da célula de origem, o que podera facilitar
ou dificultar o processo de diferenciacao em determinada linha-
gem’®%°, Devido a esses desafios, muitos pesquisadores nacionais
e internacionais concentram esforcos para desvendar e melhor
compreender os mecanismos que levam ao processo de diferen-
ciacao celular®®¢1626364_ As células pluripotentes podem se manter
em cultura durante longos periodos, o que permite a sua utiliza-
¢ao para estudos toxicoldgicos de doses repetidas in vitro, apro-
ximando-se do que é testado no modelo in vivo e caracterizando
um grande avanco em testes nao animais®>. A desvantagem dessa
célula é o valor investido na cultura celular. Os precos dos meios
utilizados ainda sao altos, o que resulta em uma cultura bastante
dispendiosa quando se compara a das células-tronco adultas.
Devido a isso, algumas empresas ja desenvolveram meios de cul-
tura mais acessiveis e que apresentam a mesma eficiéncia dos
meios tradicionais. Apesar das desvantagens mostradas, o uso das
células-tronco pluripotentes, em particular as iPSC'®%, representa
um grande avanco para o desenvolvimento de ensaios toxicologi-
cos, podendo servir como modelos para a avaliacao de patologias
de cunho genético, sem as questdes éticas associadas a derivacao
e uso de hESC mas propiciando a possibilidade da toxicologia e
farmacologia personalizadas*>.

Em 2014, Pistollato et al. realizaram um estudo comparativo
utilizando células-tronco embrionarias e iPSC para a avaliacao
de neurotoxicidade. O estudo demonstrou resultados semelhan-
tes entre os dois tipos celulares, comprovando que as células
reprogramadas também representam um modelo promissor na
avaliacao de toxicidade®’.

As iPSC podem ser originadas de varios individuos, os quais apre-
sentam backgrounds genéticos distintos, devido sua origem e seu
estilo de vida. Dessa maneira, abre portas para a visualizacao de
uma acgao toxicologica mais abrangente, pois uma célula derivada
de um Unico individuo ndo podera capturar essa grande diversi-
dade genética e epigenética que ocorre na dinamica das popula-
coes. Essas células também podem permitir uma analise toxicolo-
gica personalizada, uma vez que podem ser originadas tanto de
pessoas saudaveis, quanto de portadores de patologias. Em 2013,
Liang et al. avaliaram a cardiotoxicidade em células reprograma-
das de pacientes com desordens cardiacas hereditarias, compa-
rando com individuos saudaveis. Através deste estudo, foi possivel
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observar que células derivadas dos dois grupos de individuos exi-
biram susceptibilidades diferentes a drogas cardiotoxicas, indi-
cando a possibilidade da medicina e toxicologia personalizadas®®.
Atualmente ja existem bancos de iPSC que podem ser utilizados
para a verificacdo do perfil genético das populacoes e também
para testes toxicoldgicos, indicando como a substancia atuaria na
populacdo como um todo®7. As iPSC consistem, portanto, em um
modelo muito promissor para a toxicologia.

Células-tronco mesenquimais e métodos alternativos ao uso
de animais

Além das células-tronco pluripotentes, as células-tronco adultas
também representam uma importante fonte de células a serem
aplicadas na toxicologia. Scanu et al. avaliaram células-tronco
derivadas de medula 6ssea como substrato para o Método OECD
TG 129, ensaio que avalia a viabilidade celular através da cap-
tacdo do corante vermelho neutro pelas células viaveis, e que é
recomendado pelo Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods (ICCVAM)7"72, Esse mesmo grupo
investigou a acao citotoxica de nanoparticulas de cobre sobre esse
mesmo tipo celular’?. Recentemente nosso grupo demonstrou que
células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo, submetidas ao
ensaio de citotoxicidade preconizado pela Organisation for Econo-
mic Co-operation and Development (OECD), OECD TG 129, repre-
sentam um tipo celular adequado para a avaliacdao do potencial
citotoxico do painel de substancias referenciadas pelo ICCVAM™',
Nesse trabalho, as células-tronco adultas demonstraram padrao
de resposta semelhante ao apresentado pela célula de referéncia
BALB/c 3T37, mas com a vantagem de serem de origem humana
0 que aumenta a previsibilidade da toxicidade dessas substan-
cias em humanos. Em outro estudo do nosso grupo que corrobora
o dado acima citado, foi realizada a avaliacdo comparativa de
células-tronco adultas derivadas de diferentes fontes como subs-
trato para avaliacao toxicologica. Os resultados mostraram que as
células se comportam de maneira semelhante”. Além disso, outra
vantagem apontada é que os tecidos utilizados como fontes dessas
células correspondem a material de descarte, que poderiam ser
aproveitados em ensaios toxicoldgicos. Contudo um dos grandes
desafios para aplicagdo regulatoria de células-tronco adultas é a
falta de marco legal que verse sobre o uso nao terapéutico de
células-tronco no Brasil.

Recentemente, Xu et al. realizaram um estudo avaliando a cito-
toxicidade de nanoparticulas de dioxido de titanio utilizando
células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo e as induzindo
a diferenciacdo adipogénica. Os resultados demonstraram que
baixas concentragdes destas nanoparticulas foram capazes de
promover alteracoes na diferenciacao celular. Desta forma, con-
cluiram que ensaios de citotoxicidade baseados em funcoes celu-
lares especializadas, como por exemplo, a diferenciacao celular,
proporcionam maior sensibilidade e revelam efeitos indetecta-
veis por técnicas de avaliacdo tradicionais, como quantificacdo
de espécies reativas de oxigénio e proliferacao celular’.

As células-tronco também sdo uma excelente ferramenta na
identificacao de substancias que causem alteracgoes epigenéticas
como, mudangas nos niveis de metilacdo do DNA ou acetilacdo
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de histonas, variantes durante o processamento do mRNA ou
modificacdes pos-traducionais indesejadas, que poderiam trans-
formar as células, fazendo com que perdessem o controle dos
seus processos fundamentais como, proliferacao, diferenciacao,
apoptose e senescéncia®®”’. Esse tipo de teste, que avalia altera-
¢oes funcionais ou da expressao génica, teria o poder de indicar
efeitos ainda mais prejudiciais do que os observados em célu-
las diferenciadas, destacando-se a importancia do modelo como
uma ferramenta mais sensivel na avaliagao toxicologica.

Desenvolvimento de métodos alternativos com maior relevancia
fisiologica

Apesar das vantagens apresentadas, modelos que utilizam a cul-
tura celular bidimensional tradicional sao limitados e criticados,
pois nao apresentam capacidade de mimetizar as condicoes reais
de um organismo vivo. Embora seja possivel observar varios pro-
cessos celulares que ocorrem nos tecidos humanos, as interacoes
entre as células, matriz, tecidos e 6rgaos nao sdo consideradas.
Procurando suprir essa lacuna, nos ultimos anos foram desenvol-
vidos sistemas que integram varios tipos celulares in vitro, utili-
zando técnicas de perfusao através da microfluidica. Esses sistemas
permitem o cultivo tridimensional de miniérgaos, além do cocul-
tivo de diferentes células e estruturas, proporcionando a melhor

in vitro

de novas drogas

Fonte: Elaborada pelos autores, a partir da revisao da literatura.
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simulac&o das condicdes fisioldgicas em comparacdo ao modelo tra-
dicional™. O cultivo em sistema de microfluidica em plataformas do
tipo organ-on-a-chip, na qual diferentes sistemas fisiologicos estéo
interconectados, possibilita a verificacdo da acdo de uma substan-
cia em diferentes orgaos simultaneamente”. Por possibilitar a utili-
zacao de células humanas, esses sistemas deverao predizer melhor
os resultados que ocorreriam em testes clinicos.

As iPSC sao sistemas celulares vantajosos para serem aplicados nas
plataformas de microfluidica, pois propiciam o desenvolvimento
de orgaos e sistemas paciente-especificos, tornando possivel a
avaliacdo toxicoldgica personalizada®. Além disso, permitem a
analise toxicologica sobre doencas raras, para as quais nao exis-
tem modelos de estudo adequados, possibilitando triagem e tes-
tes de substancias em modelos de doencas de dificil tratamento,
possibilitando a selecdo de substancias eficazes especificas e a
determinacao de doses nédo toxicas de maneira personalizada®®®'.

Considerando os avancos observados no uso de células-tronco
como substrato em testes de avaliacao toxicoldgica (Figura 2), as
vantagens da utilizacdo dessas células sdo inumeras. A toxicolo-
gia que utiliza células-tronco como substrato permite a determi-
nacao de diferentes formas de toxicidade como: aguda, embrio-
naria, de desenvolvimento, reprodutiva e funcional. Os testes

* Modelagem de doencas

» Descoberta/desenvolvimento

« Ensaios Toxicoldgicos

Figura 2. Uso nédo terapéutico de células-tronco como método alternativo ao uso de animais. Células-tronco humanas, com base em suas caracteristicas
de autorreplicacdo ou diferenciacao celular, ou mesmo a formacéao de organoides derivados de células-tronco, podem ser utilizadas em diferentes
abordagens nao terapéuticas para modelagem de doencas, estudo de novas drogas e também ensaios toxicologicos. Diversas abordagens podem ser
utilizadas para a avaliacao dos dados, entre elas ensaios de triagem em larga escala, abordagens com a utilizacdo de dispositivos de microfluidica ou
analises de expressao génica, de proteinas ou metabolitos, como analises de transcriptoma, proteoma e metabolomica, entre outras. Os principais
resultados esperados com o emprego de células-tronco em abordagens nao terapéuticas sao a reducao do uso de animais de laboratério e geracao de
dados com maior relevancia para a predicdo do efeito ou da toxicidade em humanos.
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realizados com células-tronco podem, portanto, ser bastante
abrangentes e responder nao apenas uma, mas diversas pergun-
tas no processo de desenvolvimento ou regulacao de uma nova
substancia, através por exemplo de abordagens em larga escala
que envolvem as “Omicas”, como transcriptoma ou mesmo a
toxicogenomica?, contribuindo para a melhoria da saide humana
ao mesmo tempo que reduz a utilizacdo do modelo animal®.
Apesar de promissor, os sistemas de microfluidica sdo onerosos e
em sua maioria experimentais ou em desenvolvimento, nao exis-
tindo ainda dispositivos validados, embora estudos de validacao
dos dispositivos ja estejam em andamento®?.

Nao ha regulamentacgdo brasileira para o uso nao terapéutico
de células-tronco ou de seus bioprodutos

Atualmente é de comum senso que o potencial uso de células-
-tronco vai muito além de aplicacdes terapéuticas. As Ultimas
décadas foram marcadas por um desenvolvimento acelerado de
técnicas de biotecnologia que trouxeram junto a elas um maior
entendimento da fisiologia das células-tronco, tornando possi-
vel o emprego cada vez mais efetivo dessas células em terapias
celulares e abrindo novas possibilidades de aplicacoes biotecno-
logicas. A crescente compreensao de como modular a atividade e
manter essas células em condicoes ideais tem beneficiado areas
biotecnolégicas de desenvolvimento de novas drogas, pesquisas
fisiopatoldgicas e diagnosticas, nas quais as células-tronco tém se
mostrado ferramentas promissoras com diversas potencialidades
para o desenvolvimento técnico-cientifico®. Esse novo olhar para
as células-tronco segue uma tendéncia mundial em que materiais
de origem humana como fluidos, tecidos e células sdo cada vez
mais considerados fontes valiosas de recursos para a pesquisa e
desenvolvimento de metodologias diagndsticas e terapéuticas®.

Embora os beneficios em se utilizar material humano no desenvol-
vimento da ciéncia médica sejam notdrios, nao se pode negar que
esse tipo de atividade traz preocupagdes éticas, legais e técnicas,
uma vez que o Brasil ndo possui legislacdo especifica que regula-
mente a coleta, o armazenamento e o uso de material humano para
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fins de desenvolvimento tecnoldgico, diagnoéstico ou mesmo para
0 uso como método alternativo ao uso de animais®. A legislacéo
brasileira parece nao ter acompanhado o desenvolvimento cien-
tifico-tecnoldgico com a mesma velocidade em que este ocorre.
Parece haver uma lacuna entre o marco regulatério e o desen-
volvimento cientifico-tecnologico nesta area e nao ha legislagao
brasileira relacionada as praticas que envolvem a aplicacdo de
material de origem humana, como as células-tronco em diagnos-
tico, desenvolvimento de drogas e ensaios toxicoldgicos. Na época
da promulgacao da Constituicao Federal de 1988%, por exemplo,
a aplicacao de células-tronco em métodos alternativos ao uso de
animais nem era relatada na literatura, entretanto o interesse
acerca dessa abordagem foi crescente ao longo do tempo. Nos
Gltimos sete anos, o nimero de publicacdes sofreu um aumento de
pelo menos trés vezes em relacdo a década anterior, indicando o
crescente desenvolvimento cientifico no uso de células-tronco em
métodos alternativos ao uso de animais (Figura 3). Desta forma,
é inegavel que a evolucdo do conhecimento cientifico deva ser
considerada para fins regulatorios.

Adicionalmente, a falta de clareza e a auséncia de regulamenta-
cao especifica criam barreiras para a aplicacao nao terapéutica
das células-tronco e sua aceitagao para fins regulatorios. Essa
questdo tem ganhado cada vez mais importancia e visibilidade,
sendo pauta de discussdao entre a comunidade cientifica, aca-
démica, industria, e orgaos regulamentadores e legisladores®.
Uma regulamentacao consistente que permita a evolucao da
medicina, da ciéncia e da tecnologia ao mesmo tempo em que
proteja a integridade humana é de interesse da comunidade, de
profissionais da saiide, académicos, legisladores, pesquisadores,
empresas de biotecnologia, ciéncias da salde e outras organiza-
¢oes, uma vez que traz beneficios imensuraveis?’.

Atualmente, a legislacao brasileira regulamenta de maneira satis-
fatoria, dentro do que hoje é tecnologicamente possivel e disponi-
vel, o uso de células-tronco hematopoiéticas humanas para trans-
plantes e terapias celulares. Conforme revisado por Narahashi
et al., a legislacdo ampara através de uma série de resolucoes e

Células-tronco e alternativas aos testes com animais
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Figura 3. Evolucdo temporal do nimero de artigos cientificos disponiveis na base de dados PubMed relacionando os termos células-tronco (stem-cells)
e métodos alternativos ao uso de animais (alternative methods to animal testing). Foi considerado o nimero de artigos cientificos publicados a cada
década, desde 1960 até 30 de setembro de 2017. Observou-se que até 1989 nao havia publicacao na area. Entretanto, nos ultimos sete anos, o nimero
de publicagées sofreu um aumento de pelo menos trés vezes em relacao a década anterior, indicando o crescente desenvolvimento cientifico no uso de

células-tronco em métodos alternativos ao uso de animais.
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normas técnicas a utilizacdo de células-tronco hematopoiéticas
para transplantes e tratamento de uma série de doencas do san-
gue e pesquisas clinicas, garantindo a seguranca do paciente, ao
regulamentar a coleta, processamento, acondicionamento, arma-
zenamento, testes de controle de qualidade, descarte e liberacao
para uso e transporte dessas células. Entretanto, essas normas nao
contemplam CTM e muito menos o uso de células-tronco para o
desenvolvimento tecnoldgico e fins diagndsticos®®.

Ao buscar informagdes sobre o uso regulatério de células-tronco
humanas para fins ndo terapéuticos na legislacdo brasileira, o
que se encontra é bastante restrito em relacao as células-tronco
embrionarias, conforme regulamenta a Lei de Biosseguranca.
Nela estdo descritos os limites e as condicoes para o uso de
células-tronco embrionarias na pesquisa basica. Nada é descrito,
entretanto, a respeito de células-tronco adultas'?, ou mesmo
para a aplicacao biotecnolégica de células-tronco.

Na auséncia de regulamentacéo especifica para CTM, podemos con-
siderar essas células como material bioldgico de origem humana
de maneira geral, e verificar o que diz a legislacao em relacao ao
uso nao terapéutico desse tipo de material. Embora a Resolucéo n°
441, de 12 de maio de 20112, regulamente o estabelecimento e
funcionamento de biobancos, ela prevé apenas o uso do material
de origem humana para fins terapéuticos e pesquisas basicas acerca
da fisiopatologia de doencas ainda nao bem compreendidas. Nao
ha, entretanto, regulamentacdo que considere o uso desse mate-
rial no desenvolvimento tecnoldgico ou para fins diagndstico, onde
esse material ndo ira gerar conhecimento, mas sim, sera uma fer-
ramenta metodologica utilizada na rotina médico-hospitalar ou na
descoberta ou desenvolvimento de novos farmacos ou produtos®.

A Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Ministério da
Saude®, que discorre sobre pesquisa envolvendo seres humanos,
sustentada na Resolucao n°441/2011%, que estabelece regras
para a criacao de biobancos, biorrepositorios e uso de material
biolégico proveniente desses bancos, regulamenta a utilizacao
de biomateriais de origem humana. De acordo com essas nor-
mas, o uso deve ser restrito ao que for previamente aprovado
em projeto de pesquisa especifico e sempre apds consentimento
do doador do material. Assim, doador e Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa/Comité de Etica em Pesquisa (Conep/CEP)
necessitam ser notificados e aprovar qualquer utilizacao distinta
da previamente estabelecida e aprovada no projeto inicial®®®.
Infelizmente, tais normas nao versam sobre o uso desse material
como ferramenta tecnologica em kits diagnosticos, ensaios de
toxicidade ou demais tecnologias envolvidas na triagem de novas
drogas para fins regulatorios. A legislacao ainda ndo acompanha
a necessidade regulatéria das novas intervencoes tecnologicas e
cientificas trazendo diversos desafios regulatorios para o uso de
materiais de origem humana na pesquisa®.

Ao considerar as limitacdes regulatorias que envolvem células-
-tronco, os equivocos podem estar ja vinculados ao termo “célu-
la-tronco” que atualmente é considerado bastante genérico e
gera confusdo. O termo é geralmente primordialmente vincu-
lado as células-tronco embrionarias e a tudo que essas trazem de
questdes éticas e legais, conforme revisto por Diniz e Avelino'.
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Entretanto, devemos considerar outras células-tronco como as
iPSC, que parecem nao envolver tantas questdes éticas, e as
células-tronco adultas, como as células-tronco hematopoiéticas
por exemplo, que ha muito tempo tém sido utilizadas na terapia
celular® ou para obtencao de hemoderivados seguindo legislacao
propria, Lei n® 10.205, de 21 de marcgo de 2001°'. Uma vez que se
trata de células diferentes com caracteristicas e principalmente
aplicacoes distintas, os meios de regulamentacao do uso dessas
células também precisam ser distintos e especificos.

Exemplos internacionais de abordagens regulatérias para o
uso ndo terapéutico de células-tronco

Embora a legislacdo internacional esteja varios passos a frente da
brasileira no quesito “uso de material de origem humana”, refle-
tindo um distanciamento menor entre o estado da técnica e o
marco regulatorio, a pesquisa com células-tronco e sua aplicacao
na modelagem de doencas ou na descoberta de drogas, ainda gera
discussoes éticas e legais no mundo todo. As questdes que ainda
ndo estdo claras envolvem, por exemplo, as iPSC e células-tronco
adultas que podem ter aplicagdes que vao muito além da pesquisa
e terapia celular, fato que parece ser negligenciado nas legislacoes
vigentes®. As questdes éticas e legais envolvendo a pesquisa com
células-tronco nao se restringem a destruicdo ou ndo do embrido®,
que parece ser a principal preocupacao da populacao e talvez por
isso seja um dos principais pontos contemplados nas legislacdes atu-
ais. Por exemplo, as iPSC sdo derivadas de células somaticas adultas
que podem ser doadas legalmente para pesquisa e nao envolvem o
uso de embrides. Entretanto, uma vez transformadas em linhagens
celulares que serao armazenadas em bibliotecas e possivelmente
utilizadas como biomateriais para fins nao terapéuticos, questées
relacionadas a privacidade do doador, consentimento e propriedade
vao se tornando mais complexas e sem precedentes®®%.

Embora a comercializacdo de 6rgaos e tecidos humanos seja
proibida na maior parte do mundo, varios paises ja permitem
a comercializacao de material de origem humana para fins
nado terapéuticos, como fruto da atualizacdo da legislacdo em
resposta ao desenvolvimento biotecnolégico®. Na Europa, o
uso de células-tronco para fins ndo terapéuticos é permitido e
sustentado pela Agéncia Europeia de Medicamentos (European
Medicines Agency - EMA) que entende que esses produtos se
classificam como Medicamentos de Terapia Avancada para uso
humano, categoria que inclui produtos de terapia génica, enge-
nharia tecidual e terapia com células somaticas®®. Mesmo assim,
ainda existem questdes obscuras na regulamentacao desse tipo
de aplicacao. As principais incertezas sao acerca do montante
e da importancia da propriedade intelectual adicionado a um
material humano necessarios para que esse material se torne
um bem comercializavel. Alguns paises europeus entendem que
o dispéndio associado a coleta, processamento e estocagem do
material configura propriedade intelectual substancial que justi-
fica o tratamento do material como produto. Isso nao quer dizer
que nao haja ainda preocupacao com o sigilo, privacidade e con-
sentimento dos doadores. Esses itens sao seriamente conside-
rados e regulamentados pelos cdédigos de éticas que buscam a
protecao e integridade do voluntario®.
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Inicialmente, a regulamentacao europeia era mais restritiva,
permitindo apenas biobancos conectados a hospitais, o que sig-
nificava o uso de materiais de origem humana apenas para fins
terapéuticos. Entretanto, o crescente desenvolvimento biotecno-
logico e a pressao da indlstria impulsionaram os drgaos legislado-
res a promoverem alteracées nas leis. Em 2008, uma nova regula-
mentacao (EC n°1.394/2007, de 13 de novembro de 2007)% entrou
em vigor para facilitar a comercializacao de produtos de enge-
nharia tecidual de origem humana. Uma das principais mudancas
que essa nova regulamentacao trouxe foi a discriminacao entre
orgaos e tecidos humanos, ao estabelecer que tecidos humanos,
ao contrario dos drgdos, seriam bens comercializaveis. Essa legis-
lacdo deixa, entretanto, a cargo de cada pais-membro da unido
europeia a regulamentacdo das questdes éticas e legais envolvi-
das na utilizacdo de material humano para fins ndo terapéuticos.
Assim, cada pais tem estabelecido suas proprias regras, e embora
a venda de material humano seja proibida de maneira geral, isso
nao impede que materiais que tenham sido isolados, purificados
e minimamente alterados sejam patenteados e comercializados®.

Os Estados Unidos (EUA), embora em moldes distintos dos da
Europa, também possuem uma legislacdo que acompanha o
desenvolvimento industrial e tecnoldgico e permite a comercia-
lizagao de produtos terapéuticos e biotecnoldgicos provenientes
de bioengenharia de tecidos e células humanas®. O Ato de Servico
de Salde Piblica (Public Health Service Act - PHSA) distingue o
uso de células-tronco de acordo com duas classificagdes: as célu-
las que sao largamente manipuladas sao consideradas produtos
bioldgicos, drogas e dispositivos médicos e reguladas como tais;
enquanto que as nao manipuladas sao consideradas “produtos
minimamente manipulados” e tidas como tecnologias de menor
risco ndo exigindo nem aprovacao para comercializacao®®. Além
disso, nos EUA, os bancos de tecidos podem retribuir moneta-
riamente pelo recrutamento de doadores (incluindo cadaveres),
pela coleta, processamento e armazenamento de materiais de
origem humana, incluindo também sangue e gametas. Conforme
destacado por Pirnay et al., embora os materiais sejam sempre
produtos de doacao, hoje se discute a legitimidade de um pro-
cesso que torna doacdes voluntarias em um negocio rentavel®.

Embora a legislacao norte-americana possa parecer muito aberta
e permissiva, enquanto a europeia ainda nao seja homogénea e
necessite ajustes, as medidas internacionais, mesmo que imper-
feitas, garantem que cidadaos europeus e norte-americanos
tenham acesso a terapias inovadoras com maior agilidade® ou,
em Ultima analise, ndo impdem tantas barreiras para o uso bio-
tecnolégico de material humano ou desenvolvimento de métodos
alternativos ao uso de animais.

Exemplo da regulamentacdo de sangue e hemoderivados
- uma perspectiva para uso de células-tronco para fins nédo
terapéuticos no Brasil?

A doacéo de sangue é uma pratica bastante difundida no Brasil.
Além do uso terapéutico direto, o sangue, um material humano
proveniente de doadores voluntarios, € utilizado inclusive para a
obtencao de hemoderivados®. Talvez uma analise cuidadosa e a
compreensao de como esse material é, muitas vezes, entendido
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como um insumo, possam nortear as discussoes e trazer pers-
pectivas para o uso nao terapéutico de células-tronco, principal-
mente daquelas células que possam ser obtidas de material de
descarte ou através de métodos nao invasivos como, por exem-
plo, através da coleta de urina.

Em um olhar mais detalhado na legislacao, a Constituicao Fede-
ral Brasileira de 1988% é a base norteadora de toda a legislacdo
do pais, e na Secéo Il - Satde, em seu Art. 199 § 4°, diz:

Alei dispora sobre as condicdes e os requisitos que facilitem
a remocao de 6rgaos, tecidos e substancias humanas para
fins de transplante, pesquisa e tratamento, bem como
a coleta, processamento e transfusao de sangue e seus
derivados, sendo vedado todo tipo de comercializacao.

A regulamentacao desse item da Constituicao Federal no que diz
respeito ao sangue e hemoderivados foi posteriormente efetivada
pela instauracao da Lei n° 10.205/2001. Entre outras questdes,
o0 artigo 14 do capitulo Il que versa sobre Principios e Diretrizes
aborda a doacao voluntaria de sangue, o veto a comercializagao,
a permissao da remuneracao de custos de insumos, reagentes,
materiais descartaveis, entre outros, utilizados no processamento
das amostras, além de questdes relativas tanto a seguranca dos
doadores quanto a qualidade das amostras®'. Talvez as diretrizes
nacionais relativas ao sangue e hemoderivados possam ser anali-
sadas pelo menos em parte como exemplos, de maneira a servir
como ponto de partida para a criacao de uma legislacao e regu-
lamentacao do uso nao terapéutico de células-tronco, como por
exemplo, no desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de
animais. Essa abordagem também ja foi sugerida por Carias et
al., quando os autores fizeram uma revisao da legislacao brasileira
a época relativa a regulamentacgdo do artigo 199, paragrafo 4°,
da Constituicao Federal, entre outras, e propuseram que se dis-
cutisse um modelo legal semelhante ao gerenciamento de exce-
dente de sangue e hemoderivados para materiais bioldgicos de
origem humana, citando além da aplicacdo em pesquisa ou em
terapia, também seu uso em ensaios toxicoldgicos®.

A determinacao dos tipos de material humano que podem ser consi-
derados para o uso biotecnoldgico das células-tronco também é um
ponto favoravel a sua utilizacdo. No que se refere as CTM adultas,
estas podem ser obtidas de materiais de descarte, que normalmente
sao residuos de servigos de salde. Geralmente, esses residuos tém
como destinacao final a destruicao e descarte. Entre esses materiais
podemos citar tecido adiposo? proveniente de lipoaspiracao ou der-
molipectomia, polpa dentaria®®, corddo umbilical*’*2, para os quais
nenhum outro procedimento invasivo para a obtencdo das células
é realizado no doador a nao ser o que ele inicialmente se dispos.
Ao invés de serem destinados a destruicdo e eliminacao, esses mate-
riais de descarte poderiam ser doados e destinados a laboratérios
onde as células-tronco podem ser isoladas. O facil acesso também
€ uma vantagem dos tecidos que podem dar origem as células plu-
ripotentes, como é o caso do sangue'™ e até mesmo da urina''.
Esses tecidos ou fluidos humanos excedentes, sem valor terapéutico,
devem ser considerados de maneira diferenciada, considerando sua
fonte e forma de obtencao com a finalidade de serem destinados ao
isolamento ou inducao de células-tronco pluripotentes.
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As informacdes acima levantadas podem servir como base norte-
adora aos legisladores quanto aos avangos da ciéncia e a neces-
sidade de evolucdo da regulamentagdo. E fundamental que a
ciéncia e a legislacao andem no mesmo passo, a fim de que os
progressos da ciéncia e do desenvolvimento tecnoldgico possam
beneficiar a sociedade com seus avancos. Contudo, ndo existe
uma regulamentacao nacional sobre o uso de células-tronco, ou
bioprodutos de origem humana para fins de diagnéstico, processos
biotecnologicos ou mesmo para substituicdo do uso de animais,
embora, a legislacao seja bastante abrangente e madura no tema
relativo ao uso de sangue e hemoderivados®, e pode, portanto,
servir de modelo para as questdes ainda nao contempladas.

Nos ultimos anos, as pesquisas cientificas com foco em métodos
alternativos ao uso de animais tém buscado nao apenas fomentar
um uso mais racional de modelos animais, mas também forne-
cer dados de maior relevancia para a satde humana®. As célu-
las-tronco de origem humana sao apontadas como ferramentas
promissoras para atender a essas duas questoes principais. Mui-
tos modelos in vitro utilizando células-tronco vém sendo desen-
volvidos e apresentam relevancia cientifica®, sendo, portanto,
necessaria e urgente a discussao sobre a possivel aplicacao e
regulamentacéo do uso desses modelos no cenario nacional, sob
0 Onus de ndo acompanhar os esforcos mundiais na reducdo do
uso de animais e a oferta de métodos com maior potencial de
predicao de toxicidade para humanos.
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CONCLUSOES

Existe um consenso de que a comercializacao de tecidos humanos
seja proibida para que haja a manutencao da integridade do indi-
viduo, como rege a Constituicdo Federal Brasileira. Entretanto,
a maioria dos paises ja conseguiu estabelecer uma legislacdo no
sentido de permitir que produtos de bioengenharia de origem
humana possam ser utilizados para fins nao terapéuticos, permi-
tindo inclusive que, em determinadas situacoes, nas quais tenham
sido modificados a ponto de agregar propriedade intelectual sufi-
ciente, sejam considerados bens comerciaveis. Outra alternativa
é a utilizacdo da regulamentacao para uso de sangue e hemode-
rivados como base da legislacdo para aplicacdo de células-tronco
para fins ndo terapéuticos, em que ndo ha comercializacdo, mas
sim um ressarcimento dos custos associados aos procedimentos
associados a coleta, processamento, estocagem e distribuicao.
Para que o Brasil nao se distancie tanto das tendéncias mundiais
no desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, é importante
que um amplo debate seja iniciado com todos os atores envol-
vidos com essa tematica a fim de definir quais medidas devem
ser tomadas para que a pratica regulatéria do uso de material
humano, como as células-tronco, principalmente para a aplicacao
em métodos alternativos ao uso de animais, possibilite que o pais
atinja patamares internacionais de reducao, refinamento e substi-
tuicao do uso de animais e que possa empregar ensaios com maior
relevancia para predicdo de toxicidade em humanos.
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ABSTRACT

Introduction: The Hazard and Operability Study is considered a feasible tool to assess risks,
where complex technologies, require new strategies to guarantee efficiency, safety, and
quality of products. Objective: To perform a Hazop publications review, to establish the state
of the art, current procedures and perspectives in the pharmaceutical industry. Method:
Hazop methodology and improvements to satisfy actual needs were structured. Subsequently,
its application and integration with other risk tools, and experts systems, were analyzed
to define the current approach and future perspectives. Results: The review allowed the
understanding where models, simulations and specialized software offered adequate support
to assess risk in current complex processes. In addition, an efficient definition of causes and
consequences depends of expert systems, where simulations acquire experience through the
creation of databases, reducing the need of specific process knowledge, which is a typical
limitation of the conventional Hazop methodology. Conclusions: A review of the Hazop state-
of-the-art highlighted the importance to assess risks within the process industry. However, the
use of new technologies designed to meet regulatory affairs to guarantee safety and quality
principles would require the ongoing improvement of the Hazop methodology, restricting the
dependence of specialists, and increasing the use of expert systems.

KEYWORDS: Hazop; Risk Assessment; Process Hazard Analysis; Deviation; Hazard

RESUMO

Introducdo: O Estudo de Perigos e Operabilidade (Hazop) é considerado uma ferramenta
para avaliacdo de riscos, na qual tecnologias complexas exigem novas estratégias para
garantir a eficiéncia, a seguranca e a qualidade dos produtos. Objetivo: Realizar uma revisao
de publicacoes do Hazop, para estabelecer o estado da arte, os procedimentos e as suas
perspectivas na industria farmacéutica. Método: O procedimento Hazop e suas adequacdes
para satisfazer as necessidades atuais foram estruturados. Posteriormente, aplicacoes e
integracao com outras ferramentas de risco e sistemas expertos foram analisadas para definir
a abordagem atual e perspectivas futuras. Resultados: A revisao permitiu a compreensao
de que modelos, simulacoes e software especializado oferecem suporte para avaliar riscos
em processos complexos. Adicionalmente, a correta definicdo de causas e consequéncias
depende do uso de sistemas expertos, cujas simulacdes adquirem experiéncia através
da criagdo de bancos de dados, reduzindo a necessidade de conhecimento especifico do
processo, que é uma limitacdo da metodologia Hazop convencional. Conclusées: A revisao
do estado da arte do Hazop destacou a importancia de avaliar riscos dentro da indUstria de
processos. No entanto, novas tecnologias utilizadas para atender quesitos regulatorios de
seguranca e qualidade precisam da melhoria continua da metodologia Hazop, reduzindo a
dependéncia de especialista por meio do uso de sistemas especializados.

PALAVRAS-CHAVE: Hazop; Avaliacdo de Risco; Analise de Perigo do Processo; Desvio; Perigo
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INTRODUCTION

The fact that the pharmaceutical industry follows one of
the highest standards of regulations at national and inter-
national levels, because of the impact its products have on
human health, is well known. In this case, regulations are
used to guarantee the prevention, diagnosis, treatment or
cure of a disease, so, levels of safety and efficacy are crucial
for obtaining an optimal result under the appropriate treat-
ment scheme'. Thus, the pharmaceutical industry has been a
major player in the traditional industry, in order to success-
fully meet the new requirements, with a decisive factor being
the promotion of regulatory agencies towards the adoption of
new technologies and production methodologies. Analysis and
control aimed at reducing the possible negative impact of a
nonconforming product on the health of the patient or final
user. Considering that health surveillance is the science and
activities related to the detection, evaluation, understand-
ing and prevention of adverse events or any other problem
related to drugs from the production process to its commer-
cialization, it allows the determination of the safety profile
of the drugs being marketed. In this way, adverse reactions,
inappropriate uses, therapeutic failures and undetected
complications during the drug research stage and production
process can be detected. There are several methodologies
with the potential to be used in order to guarantee quality
of products?, however, regarding to production process, it is
necessary do establish a potential tool that could lead to a
feasible process risk analysis. Over the last decade, the pro-
cess industry has been considerably aided by the use of com-
plex technology, which is responsible for the transformation
of raw materials into products. Nevertheless, it is a fact that
technological improvement is usually related to unexpected
failures, which were not considered during risk assessment in
previous or similar processes. In addition, such failures could
be ignored and underestimated due to the lack of knowledge
or by the incipient application of risk analysis methodologies?.
Thus, risk management specialists agree that to prevent fail-
ures in manufacturing processes is demanding to reduce and
eliminate (when it is possible) factors leading to failures. Con-
sequently, the identification and address of failures during the
conception and design of projects has become a mission for
risk specialists®. Defining hazards as the result of the unex-
pected interaction of components, or operation methods in
exceptional conditions, only the integration of specialists’
knowledge involved in the project, will guarantee that unde-
sired events in new plant will be avoided’. The implementa-
tion of control measures is also a common strategy used to
guarantee that a process will operate as desired, even if the
conjunction of circumstances could lead to failures®. This is
the main reason they are applying professional experience to
analyze particular aspects of a project to assess failures in
early stages of projects more frequently’. The promotion of
effective prevention actions in the design of industrial process
facilities follows the application and constant monitoring of
international regulations, where international and local stan-
dards and Good Engineering Practices (GEP) can be powerful
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allies. As the structure of these regulatory issues is sup-
ported by technical knowledge and wide experience of deeply
involved professionals from the process industry®. However,
the application of such standards is not an easy task to carry
out, because only process engineers and managers involved
directly in the process or similar facilities can understand the
scope and fundament of such regulations and the impact on
their processes when applied®.

Therefore, this is how the hazard and operability studies
(Hazop) provides to the group of specialists a structured pro-
cedure to develop a risk analysis systematically and compre-
hensively'®. Hazop methodology can be defined as a struc-
tured and systematic process analysis, which can be applied
in early stages of the project such as conception and basic
steps until operational and post-operation stages. This meth-
odology is widely used in the process industry to identify and
assess failures that may lead to potential hazards for the per-
sonnel and equipment involved in the process, as well as to
failures that prevent an efficient operation or are responsible
for abnormal operations.

The brief history of the hazard and operability study

A group of engineers in the IClI’s division of Heavy Organic
Chemicals was in charge to develop a preliminary version of
the Hazop (HAZard and OPerability) methodology in the mid-
1960s''. However, it was not until 1974 when the Flixborough
disaster in North Lincolnshire, England caused by an explosion
at a chemical plant close to the village, in which 28 people
died, and at least 36 were injured, ushered the use of risk
prevention techniques'. Then, a safety course offered by the
Institution of Chemical Engineers (IChemE) at the Teesside
Polytechnic (now Teesside University), included simple Hazop
procedure to support and possibly determine failures that led
to the Flixborough incident. As a result, the very first publica-
tion considering the Hazop study appeared in the same year,
and finally the Chemical Industries Association published a first
Hazop guide in 1977. Until then, the term Hazop was not used
in formal publications.

The major supporter of the Hazop methodology was Trevor
Kletz'. To perform his work Kletz took advantage of the IChemE
course notes (revised and updated) and structured a standard
Hazop methodology, which has been used up to recent days.

Thus, the concept which states that the Hazop methodology is
a basic technique to identify risks that may occur to the per-
sonnel, equipment, the environment and/or the objectives of
the organization began to gain strength'. Thereby, the technical
background that characterized the hazard and operability stud-
ies had become an expected part of chemical engineering degree
courses in countries like the United Kingdom and the United
States of America'®. Moreover, although this method was initially
developed to analyze chemical process systems, later spread to
practically any knowledge area.
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Application of the Hazop methodology

The Multidisciplinary Team

The execution of an accurate Hazop study requires several tech-
nical documents and specific process information. After the
data collection, a multidisciplinary team has the responsibility
to analyze and design operation documents, such as Piping and
Instrumentation Diagrams (P&ID), Process Flow Diagrams (PFD),
material flow diagrams, and operating manuals (among others)
describing the system under study'.

Depending on the scope and depth of analysis, a basic multi-
disciplinary Hazop study team must consider: a) a study leader,
responsible for defining the extent of the analysis, define Hazop
specialist team, plan and lead the Hazop meetings. b) Proj-
ect manager, responsible for the design of an Hazop schedule,
book meetings, analyze documents and elaborate the Hazop
report, follow actions, and monitoring control measurements.
c) Process engineer, process specialist in charge of the process
under study; d) instrument engineer; e) operation or commis-
sioning engineer. Therefore, the multidisciplinary team should
have the specific knowledge of the process and be able to per-
form identification of potential deviations. This group should
also be able to define causes and consequences for all possible
deviations from a normal operation that could arise in a unit
of the plant and propose actions aiming to reduce the impact
of deviations'®. This is the main reason the multidisciplinary
team must have extensive knowledge of design, operation, and
maintenance in process plant'.

de la O Herrera MA et al.
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The Hazop procedure

After analyzing technical data, the multidisciplinary team should
establish the “primary guide words” better known as process
parameters. In addition, the experience of past events in similar
systems is required to justify the identification of “secondary
guide words” or deviations, and their effect on the system under
study?>?', After the identification of risks, severity and probabil-
ity of events, indexes allow to calculate the level of risk of each
deviation. An example of a matrix of the most common process
parameters and their deviation is shown in Table 1.

Once the identification of unacceptable consequences or risks
is completed, a list of recommendations and actions may be
required to improve the process or avoid hazards?. In Figure 1,
the traditional process of the Hazop study considering the rela-
tionship between process information and risks identification
is shownZ. Authors followed this process to support the iden-
tification of deviations in critical elements to establish prior-
ity points for qualification in a facility for recombinant biomass
production. The definition of critical points for qualification was
performed in response to regulatory requirements created by
Brazilian regulatory agencies?.

As mentioned, the correct application of the Hazop methodology
requires a dedicated multidisciplinary team and the discussion
meetings usually are a time-consuming process. According to
this, a structured procedure must be followed to maintain focus
and objectivity along the study. Ericson? recommended an easy
procedure to follow in order to apply the Hazop methodology:

Table 1. Example matrix of parameters and guide words as the most common deviations.

Guide Words

Parameter

More Less None

Reverse Part of As well as Other than

Flow
Temperature
Pressure
Liquid level
Volume
Mixing
Composition
Reaction

pH

INPUT

HAZOP PROCESS

OUTPUT

« Design data

« Team leader

« Team members
« Guidelines

« Establish HAZOP plan

« Select team

« Define system elements
« Select guide words

« Perform analysis

« Document the process

» Hazards
« Risk
« Corrective action

Figure 1. Risk identification procedure using the Hazop methodology.
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a. System Definition. The first step is to define scope and
boundaries of the system.

b. Planning. Establish objectives of the Hazop analysis; establish
worksheets, schedule, et caetera. Divide the system into
smaller units for analysis. Items to analyze must be defined.

c. Multidisciplinary team actions. ldentify a team leader and
establish responsibilities for all members. Each member must
be a specialist in a technical area related to the process.

d. Acquire information. All technical information related to the
process or unit must be collected and used for the analysis
(P&ID, PFD, manuals, technical descriptions, et caetera).

e. Hazop execution. |dentify items to be evaluated, identify
parameters, define a guide word (deviation), establish cau-
ses, effects, and recommendations.

f. Responsibilities. Assign responsibility to implement actions
to reduce risk levels.

g. Monitoring. Review the Hazop proposed measures to ensure
that actions are implemented.

h. Document. Make records of the Hazop process to be used in
further analysis.

Finally, the Hazop report should be done, including each of the
elements of the methodology, describing the analysis performed
by the multidisciplinary team. In Table 2 standard model of the
Hazop report is shown.

METHOD
The Hazop methodology in the last decade

Procedure of search and analysis of publications focusing on the
methodology

Science Direct is an important bibliographic database of multi-
disciplinary content from the Elsevier group, providing articles
from more than 2,500 scientific journals, and articles from over
11,000 books. In January 2010, more than 9.5 million documents
of high scientific quality were accounted, and recently, it was

Table 2. Hazop report layout for risk characterization.

de la O Herrera MA et al.
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estimated that there are more than 15 million documents,
highlighting topics such as Physical Sciences and Engineering,
Life Sciences, Health Sciences, Social Sciences and Humanities,
among others. Document search is a very powerful and sophisti-
cated tool, which allows to retrieve a large amount of relevant
information depending on the terms used in the search. Based
on the scope and multidisciplinary of the platform, we restrict
the material used for our research considering exclusive arti-
cles of Science Direct. In this way, to perform this work, we first
define what would be the keywords that we would use as input
in the search engine. The consensus of the group concluded
that we should use in addition to the main word (Hazop), words
related directly to “Processes” “New Trends”, “Applications”,
“Procedures”, “Health Science”, “Pharmaceutical Industry”,
and “Biotechnology”. Finally, the Science Direct system has
the ability to filter results considering the relevancy and date
of publication. It is important to emphasize that only articles
and publications were considered in which the main research
topic is the Hazop methodology. As it was observed that several
publication mentioned this tool as one of the possible method-
ologies that could be used, without deepening in its potential
application or improvement.

RESULTS AND DISCUSSION

A Hazop retrospective

Since it was created in the mid-1970s, the Hazop methodology
has been widely employed in the process industry as a reliable
tool for risk assessment. That is why a large number of published
papers describing case studies and referring to this methodology
have been issued. Swann and Preston? described the historical
evolution of the Hazop methodology. In their work is presented
the use of this methodology since the late 1960’s until 1995,
being the first paper making this type of research. However,
it was not the only work mentioning the historical evolution of
publications referring to the Hazop methodology. As a second
example, Marhavilas et al.?* conducted a research on risk anal-
ysis and assessment methodologies during a decade, starting in
early 2000 until the end of 2009. Finally, Dunjo et al.?” conducted
one of the most intensive research of publications where the
Hazop methodology was applied within the process industry
since it was conceived (the 1960’s) until early 2009.

Report No.
Company Process Related Equipment Date:
Multidisciplinary team Process Objective
Node No.
ID Parameter Deviation Causes Controls Effects Severity Frequency | Risk Level Actions Responsible

1

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):106-121 | 109



PR

Hazop methodology applications in the last decade

At the end of 2016, an idea of carrying out a review of publica-
tions of the Hazop methodology in the last ten years was con-
ceived, aiming to establish its state-of-the-art and perspectives
within the process industry. For this reason, the period consid-
ered in this work included the decade between 2005 and 2015.

As can be observed in Table 3, 55 articles describing the Hazop
methodology as a risk assessment tool were published for this
period. Although the number of publications has remained con-
stant through the years, the number of publications increased
substantially in the year 2012. A possible explanation of such
increase is the use of computer tools and development of sim-
ulation models performed by risk specialists aiming to simplify
its application and reduce time and resources for its execution.
Therefore, it is possible to notice that most of the Hazop pub-
lications refer to modeling and simulations that were designed
to make easier the process of implementation of the methodol-
ogy by data processing and automated decision-making. Com-
pleting the retrospective of the last decade, in the same Table,
the knowledge areas responsible for generating more papers
about this subject are shown. It is possible to notice that chem-
ical engineering, computer science, engineering, energy and
environmental areas published more papers about the Hazop

de la O Herrera MA et al. Hazop methodology, applications and perspectives

methodology than the other technological areas?. This is not
surprising, once this methodology is commonly described as a
technique used to detect unsafe situations in industrial plants
originated by deviations in equipment and abnormal process
operations. Finally, in the same Table are displayed possible
applications in not engineering related areas, like business and
education, where the use of the methodology helped the identi-
fication of deviations, measure risk impacts and promote control
actions to reduce the adverse effects of events.

The application of Hazop methodology in industrial processes has
not changed its procedure significantly over the years, because
most of the Hazop methodology applications aimed to assess
risks in critical systems, or when is needed to analyze systems
looking for a continuous improvement.

As an example, Hashemi-Tilehnoee et al.? identified deviations
and proposed measures to reduce risks in a reactor cooling fol-
lowing the traditional methodology procedure. In a similar case,
Jose et al.* applied the methodology and identified deviations
and possible effects during the operational staff performance in an
electrical discharge machining process. Added to this, their pro-
posed new approach, which is integrating human and equipment
risk evaluation, made possible to preserve the integrity of a sys-
tem through risk analysis. Johnson*' suggested in his work that risk

Table 3. Journal publications of Hazop methodology as a subject of study from 2005 to 2015.

2005 Papers 2011 Papers
Process Safety and Environmental Protection 4 Education for Chemical Engineers 1
2006 Process Safety and Environmental Protection 2
Computer Aided Chemical Engineering 1 Journal of Loss Prevention in the Process Industries 1
Journal of Loss Prevention in the Process Industries 1 Fuel Cells Bulletin 1
2007 2012
Computer Aided Chemical Engineering 1 Computer Aided Chemical Engineering 4
Tsinghua Science & Technology 1 Procedia Engineering 4
Journal of Loss Prevention in the Process Industries 1 Journal of Loss Prevention in the Process Industries 2
2008 Process Safety and Environmental Protection 2
Computer Aided Chemical Engineering 2 Computers & Chemical Engineering 1
2009 Reliability Engineering & System Safety 1
Process Safety and Environmental Protection 1 2013
Computer Aided Chemical Engineering 1 Computer Aided Chemical Engineering 1
Computers & Chemical Engineering 1 Process Safety and Environmental Protection 1
Journal of Loss Prevention in the Process Industries 1 International Journal of Hydrogen Energy 1
Systems Engineering - Theory & Practice 1 Journal of Loss Prevention in the Process Industries 2
2010 Fusion Engineering and Design 1
Computer Aided Chemical Engineering 1 2014
Journal of Hazardous Materials 1 Reliability Engineering & System Safety 1
Computers & Chemical Engineering 1 Journal of Natural Gas Science and Engineering 1
Annals of Nuclear Energy 1 2015
Process Safety and Environmental Protection 1 Procedia Earth and Planetary Science 1
Journal of Loss Prevention in the Process Industries 1 Journal of Loss Prevention in the Process Industries 4
Engineering Applications of Artificial Intelligence 1
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reduction could be easily achieved if the impact and frequency
parameters are established considering the particular order of
magnitude. Through its proposal, a better-assessed risks and the
reduction to an acceptable level to attend regulatory require-
ments was achieved. Mohammadfam et al.3 presented another
case where the application of the hazard and operability study in
a fatty acid unit of an oil company allowed assessing environmen-
tal health and safety hazards. As a result of their work, authors
established a fast and efficiently procedure to identify deviations
and promote the implementation of mitigation measures.

Hazop methodology use in early stages of projects (conceptual
and basic design preferably) could bring the opportunity to avoid
risks and propose response actions in cases where only low lev-
els of risk can be accepted or when economic resources are
restricted. It is the case of Hu et al.** in which a multi-component
systems analysis was used to identify risks. This strategy made
possible to conclude that failures in preventive maintenance pro-
cedures for critical elements in a multi-component system were
easily detected, simplifying the promotion of measures to reduce
risks in the equipment involved. The frequency control of events
is another common approach to assessing risks. Duisings et al.*
performed a risk analysis in port plugs of a Hot Cell Facility to
identify the weak points of the current maintenance procedures.
The specialist group also established design and operational rec-
ommendations aiming to prevent risks by reducing the possibil-
ity to occur. In an Hazop analysis within the infrastructure of an
oil production facility, Pérez-Marin and Rodriguez-Toral*> showed
the general criteria to accept risks for the oil and gas industry in
Mexico. Authors also demonstrated that risk behavior is usually
ranked in acceptable levels, increasing, in this case, the reliability
of the system. They also concluded that the best way to establish
risk prevention measures is by analyzing it according to a qual-
itative methodology. Silvainita et al.** also applied the conven-
tional Hazop methodology as a preliminary strategy to investigate
the risk-based on decision making of mooring systems. They con-
cluded that after assessing risks, it was possible to identify critical
risks and easily propose measures to prevent deviations in order
to guarantee the safety of floating structures commonly used in oil
and gas industries. The initiative to use the Hazop methodology in
a failure analysis of a thermal process of H, production facility in
silica membrane reactor via methanol steam reforming presented
by Ghasemzadeh et al.?’, made possible to determine critical ele-
ments of the process. This analysis also allowed perceiving the
need to install control devices at key points in the equipment,
aiming to increase the detection of failures. Kriaa et al.® used
the methodology as support to identify critical security related
deviations from the intended behavior in digital control systems,
maintaining confidentiality, integrity, availability, and authentic-
ity. For Necci et al.* the application of an Hazop study was essen-
tial to identify the risk of undesirable events in nearby industrial
facilities. They also were able to promote actions if such events
lead to a “domino effect” that could have a negative influence on
more than a single process facility.

Considering that risk, specialists commonly agree that the use of
more than a single risk assessment tool could lead to a better risk
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identification and in most cases PHA tools are complementary.
In addition, it is possible to notice a rising number of researchers
comparing the effectiveness of methodologies. According to the
last fact, Rebelato et al.* developed a comparative study of the
Hazop methodology and the Failure mode and effects analysis
(FMEA). The comparison of both methodologies helped to define
the most reliable tool in a bioethanol production facility. The
team also analyzed the technical benefits of both methodolo-
gies, concluding that the Hazop methodology was more efficient
to detect technical deviations than the FMEA method.

For most specialists, Hazop methodology is the most feasible
tool for identifying risks in chemical facilities. Nonetheless, Bay-
butt*' performed a review of the Hazop methodology, establish-
ing the weaknesses of this method that usually risk specialists
ignore. Among the major failures, the dependency of profound
and specific knowledge about the process that is required by
the personnel involved in Hazop studies makes almost impossible
the probability to create a multidisciplinary group to assess risks
using the Hazop methodology in several and different processes.
Kidam et al.“? also defined the difficulties to apply the method-
ology in projects during the preliminary design phase. They con-
cluded that initially, the main obstacle to overcome is the lack
of technical information about the process that is considered the
base to perform Hazop studies.

Therefore, they recommended gathering any available infor-
mation about similar processes, like documents and recorded
data before applying an Hazop methodology. They also remark
that the absence of process flow diagrams (which are usually
generated only at the basic engineering and detailed engineer-
ing phases) are an impediment to applying this methodology in
a traditional way. Because the common procedure is based on
technical descriptions and recommendations should normally be
implemented before the project components started to be built.

Improving the Hazop methodology procedure

The principal advantage of using the Hazop methodology in
the design stage of projects is the opportunity to apply risk
reduction measures without generating considerable costs for
the company. It could be achieved by proposing and imple-
menting measures to reduce impacts on the system before the
execution stage (construction), however, risk analysis can also
perform an important role during commissioning steps®. The
process industry has focused lately on the task of establishing
parameter selection criteria to guarantee useful definition of
the Hazop nodes.

The strategy of select nodes based on their functionality is the
new approach that could attend to this premise.

In recent studies, Rossing et al.* analyzed the functionality of
key elements of a Vapor Recompression Distillation Pilot Plant.
The node identification was performed through the analysis of
pipe and instrument diagrams (P&ID) in which the specialist
team defined four main functional nodes. In another analysis,
Wu et al.® proved that multilevel flow models (MFM) lead to a
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fast identification of nodes in a liquid residues treatment plant.
According to Mingda et al.*, this approach was also reliable to
analyze system components separately in a dehydration system
of Oldfield United station. As a result, it was easy to perform a
structured and accurate node identification model, making eas-
ier the deviation analysis process.

The Boonthum et al.#” proposal, establishes a structural model
using a matrix from heat and mass balances to define the rela-
tionship among all the variables of a system. The creation of
this model simplified the identification of existing deviations
and the identification of potential risks that were not consid-
ered beforehand in previous risk analysis. In highly complex
systems like bioreactors used in the biomass generation to pro-
duce pharmaceutical supplies, the identification of nodes can
be challenging, because of the high number of components that
comprise it. O Herrera et al.?* applied the concept of functional
nodes, which a group of process elements used to perform
the same final function or objective like pH control, heating,
cooling, etc., in the fermentation line used for recombinant
biomass production. These elements were grouped as a single
node and subsequently analyzed aiming to reduce the required
time for risk assessment. The result of this process leads to the
conclusion that most of the deviations identified in the system
were caused by external factors. In this pharmaceutical facil-
ity, the supply of utilities and raw materials that do not meet
the required parameters of operation is the primary source of
deviations. On the contrary, the high automation of the system
allowed taking corrective actions almost immediately in case
the deviations may appear and even to take actions to pre-
vent events when abnormal parameter behavior is detected.
However, for Sauk et al.“®, determining the optimal order of
identification of nodes can be a difficult task because of the
lack of experience or when a logical sequence of analysis is
not followed. In their work, they used the matrix process flow
behavior to determine the sequence of nodes selection and
treatment. Finally, they conclude that a linear and continu-
ous flow throughout the process should be followed; this will
ensure the management of documents and understanding of
the relationship between the critical elements of the system.

Integration of Hazop and Process Hazard Analysis tools

The Hazop methodology is essentially a qualitative method,
which is commonly complemented by other Process Hazard Anal-
ysis (PHA) tools. Quantitative Risk Assessment (QRA) has been
used in the chemical industry to support decision-making to set
arrangements and promote mitigation measures to treat risks
related to chemical processes, transportation and storage of
dangerous substances®.

Recently, a large number of researchers use risk management
methodologies as support to increase the reliability of Hazop
studies. Johnson®' proved the benefits of using Hazard and Oper-
ability Studies, Layer of Protection Analyses (LOPA) and Safety
Integrity Level (SIL). The main objective of this integration was
to sort risk scenarios through the estimation of the risk’s order
of magnitude, making easier to apply risk reduction measures.
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Liu et al.® also executed a similar work highlighting the impor-
tance of using Hazop, SIL LOPA to establish risk acceptance limits
for life extension management in oil platform systems. In the
study led by Giardina and Morale®', the integration of FMECA and
Hazop methodologies, avoided the omission of failures in a regas-
ification plant. It was achieved by establishing failure modes and
identifying hazards through analyzing causes and effects of devi-
ations in process parameters following the normal application
procedure. Mohammadfam and Zarei*? established the risk study
for a hydrogen production plant using a combination of Hazop
and a Preliminary Risk Analysis (PRA) as qualitative methods.

After that, a Quantitative Risk Assessment (QRA) tool was used
to quantify risk, thus increasing the depth and coverage of the
analysis. It is a fact that the Hazop methodology could be com-
plemented not only with conventional PHA procedures. Special-
ized techniques can be used in conjunction with the operability
studies to increase the robustness of security programs designed
to protect people, facilities, and the environment. It is the case
of Process Safety Engineering (PSE) and Fire Protection Engineer-
ing (FPE) tools proposed by Chen et al.*. Both techniques were
used to increase the number of elements to be considered during
risk identification to ensure safety and take advantage of the
benefits of these programs when integrated with conventional
risk assessment techniques.

New trends of application of Hazop studies using modeling,
simulations, and computer aided tools

Recently, a new strategy has been used in the process industries
to implement successfully the Hazop analysis methodology, how-
ever, it is necessary to comply with the following premises.

1. Firstly, the Installation must be properly designed, in rela-
tion to the experience, knowledge of the processes involved,
and the application of the regulatory standards and codes.

2. On the other hand, the materials of construction must be
adequate and the construction and assembly have been car-
ried out correctly (installations in operation).

In the first case, new processes are historically dependent of
experience; this issue has been considered as the greatest lim-
itation of the methodology. Thus, this is the reason why com-
puter systems are currently widely used, aiming to avoid the
dependence and subjectivity of experience on the part of the
specialists.

For this reason, a recent approach to Hazop methodology
included the use of computer simulations better known as expert
systems. According to Sharvia and Papadopoulos®, the traditional
application of Hazops becomes a challenge because of the higher
complexity of modern systems and the potential human error
of manual processes. That is why the use of computational sys-
tems provides a faithful support for decision making through the
“learning” of data generated from simulations in case studies.

As mentioned by Chung et al.> the amount of data generated in
the engineering and routine operation stage of projects could
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be extensive, in this way, it is mandatory to have automated
tools to analyze and process efficiently the large amount of
information. In response to this demand, the authors state that
the HAZID software is a feasible tool that allows identifica-
tion of risks through the qualitative analysis of the main and/
or more critical units that are represented in diagrams P&ID.
Subsequently the HAZID software is able to correlate causes
and consequences of potential failures between units that
comprise the entire system or process®. The need to develop
contingency plans for responding to failures in a sulfur recov-
ery unit was the motivation for Alaei et al.” to use the Hazop
methodology. In order to achieve this, they used expert sys-
tems to facilitate the analysis process and help in determining
measures that may be taken by the personnel involved in the
operation to prevent incidents and reduce the impact of these
deviations. The development of computer system simulation
applied to Hazop studies has been present in the last years.
For example, Svandovéa et al.® demonstrated that tools ini-
tially designed for the model and to simulate chemical reactors
allowed to establish a new methodology for identifying hazards
when integrating to models and hazard and operability stud-
ies. The conversion model of hydrolysis of propylene oxide into
mono propylene glycol helped to conclude that the integration
of simulations and risk assessment tools granted a fast identifi-
cation of deviations and possible consequences. The model also
led to establishing actions to reduce the impact and frequency
of undesired events.

From the early 2000s commercial software for performing Hazop
like the HAST software has been used for risk management in
production plants®, including several “intelligent” Hazop soft-
ware developed to aid Hazop analysis such as the PHASUITE.
Zhao et al.®® performed an analysis in a pharmaceutical process
using this intelligent software as a case study. As a result, this
software could identify dangerous situations that could be eas-
ily avoided when corrective actions are applied. Moreover, the
integration of mathematical modeling into the Hazop study may
potentially lead to the detection of unexpected aleatory devia-
tions. Nevertheless, they concluded that in particular situations
the extreme amount of information could be extensive, causing
losing of objectivity and could be responsible for the lack of
corresponding knowledge to promote measures needed to face
undesirable deviations. They also established that too much
information could lead to the promotion of non-viable solutions,
or even worse, to propose too many options to reduce risks,
turning the process of eliminating risks a difficult task to realize.

Eizenberg et al.®' in a similar work established a model to per-
form Hazop analysis in a semi-batch reactor where an exother-
mic reaction takes place. The model was exported to popular
mathematical simulators like MATLAB, and abnormal conditions
(previously identified) were used as data in an Hazop procedure.
Labovsky et al.t? used the same modeling concept to establish
a mathematical model in a tubular reactor design for ethylene
oxide production. They also developed a computer algorithm
called DYNHAZ to identify hazards in similar production sys-
tems. In a further research, Labovsky et al.®* applied the same
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algorithm to perform a steady-state analysis and perform a
detail safety analysis for a relatively complex process. A methyl
tertiary-butyl ether (MTBE) production unit was chosen as a case
study to demonstrate this methodology, due to the complexity
and extensity of the Hazop analysis.

The development and use of specialized software designed to
simplify risk analysis in complex installations are a new trend
that is being followed by risk specialists. Zhao et al.* designed
a specific expert system called Petrohazop, which can help
automate “non-routine” Hazop analysis due to the software
capacity of learning. Therefore, Hazop analysis can be contin-
uously improved through experience stored in databases. As an
example, Cui et al.®® developed an intelligent software called
HASILT, by integrating the Hazop, LOPA, Safety Requirements
Specification (SRS) and SIL techniques. In this case, this inte-
gration not only allows to make easier the execution of risk
assessment studies, the software also facilitates the promotion
of potential solutions based in the experience gained in similar
events. Another common tool for hazard identification is the
ExpHazop®®, this expert system was designed to identify hazards
and suggesting mitigation measures in a process facilities. This
software is well known because its friendly interface, enhanced
graphical user interface, methods to identify a study nodes,
dynamic knowledge-base, failure propagation algorithm, report
generation, etc. All these features make this expert system one
of the most used support tools for Hazop analysis.

In another case, Wang et al.®” designed and tested a computer
program called HELPHAZOP in a processing system for residuum
hydrotreating. This software works with databases of incidents,
considerations, risk parameters, et caetera, and serves as a
guide to reducing human errors originated by the lack of experi-
ence about the process. The creation of databases from process
parameters and treatment procedures has become usual within
the process industry. Databases are stored in computer systems
and made available to guide in the resolution of abnormal sit-
uations. It was shown in the work by Wang et al.®®, in a plant
producing ethylene glycol.

A new structured approach to Hazop modeling and simulation is
the signed direct graph (SDG) theory. This theory provides algo-
rithms and methods that can be applied directly to the chem-
ical process®>’. The SDG analysis can validate models and is a
basis for the development of software simulation environment
to make possible the automation of validation activities’ 7273,

Trying to find all the possible logical paths in the SDG model
Li and Wang’™ used signed directed graphs (SDG). The SDG
models integrated to Hazop methodologies, made possible to
determine more certain deviations and consequences, saving
time, human resources, and expenses than the conventional
Hazop. Wang et al.” also used SDG and proved the effectiveness
to identify the most likely operating mistakes that may cause
process variable deviations in a polyvinyl chloride (PVC) plant.
Kwamura et al.” proposed an intelligent Hazop support system
that integrates a Dynamic Flow Diagram (DFD). After perform-
ing a simulation, the resulting information could be used in
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conjunction with specialized software to identify risks in real-
time during operation. The model also can propose feasible solu-
tions to prevent damage to infrastructure, procedures and all
personnel involved in the process.

According to Adhitya et al.”’, Dynamic Simulations previously
defined by Haug’, were used to identify deviations in differ-
ent supply chain parameters. Dynamic Simulations were also
applied to identify possible causes, consequences, safeguards,
and mitigating actions using a systematic framework for risk
management. The simultaneous hazard analysis in multi-node
systems with different failure modes could be a time-consuming
task if there were no models to simplify this process. Hu et al.”
established the fact that it is possible to solve practical safe-
ty-related problems in the industry. Such problems included a
significant information loss and the difficulty of safety system
decision-making during the traditional computer-aid Hazop anal-
ysis by the fuzzy information fusion theory®. However, it was
noticed that the resulting model must be modified practically
in each phase of the system lifecycle; this process resulted in
more time and resources to conduct studies every time that
was necessary to apply adjustments. As mentioned above, the
methodology Hazop analyzes P&ID diagrams to define deviations
in plants design with the only intention to detect failures in a
system before it has been constructed. Cui et al.®" developed
specialized software for Hazop analysis, and they also propose
the integration with SMART Plant software to assist in trouble-
shooting during a plant design, as well as reducing the effort
and time required for this analysis. It is a fact that the use of
computer simulators, not only will decrease the implementation
of the Hazop methodology, it can also be a valuable tool for
fast decision-making. Jeerawongsuntorn et al.®? proposed the
implementation of an automatic Hazop analysis integrated into
a human-machine interface (HMI). The purpose of this analysis
was to monitor a biodiesel production system and reducing the
response time to implement actions to reduce frequency and
impact of risks. It was concluded that undesirable situations
could lead to a complete lack of effectiveness of the analysis
as stated by Wang and Gao®. Nevertheless, they propose with
success a new database construction method based on Hazop
analysis, which could guide the operator to act fast when facing
deviations and to prevent potential damages within the system.

Bayesian networks (BNs), also known as belief networks
(or Bayes nets for short), belong to the family of probabilistic
graphical models (GMs). These graphical structures are used to
represent knowledge about a variable domain. In particular,
each node in the graph represents a random variable, while the
edges between the nodes represent probabilistic dependencies
among the corresponding random variables®. These conditional
dependencies in the graph are often estimated by using known
statistical and computational methods. Hence, BNs combine
principle from graph theory, probability theory, computer sci-
ence, and statistics®.

Operational risks include a variety of types of failures which
quantification is not easy because the lack of data is a fundamen-
tal feature®®. Making risks databases is an essential requirement
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in process risk assessment. These databases consist of detailed
functional procedures and equipment characteristics. However,
in specific cases, due to their low availability, it will be necessary
to access external information sources of validation or devia-
tion data. Unfortunately, the opinion of experts and subjective
probability definitions are commonly the only source of such
information. Nonetheless, a Bayesian approach is capable to pro-
cess and validate such information due its capacity to analyze
accumulated data and consequently improve its quality®. Thus,
Bayesian Networks are being used as a method to calculate prob-
abilities of events® and as a tool for decision making in expert
systems during implementation of the Hazop methodology.

BN also support decision-making in situations where it is neces-
sary to evaluate gains and costs versus risks®. Hu et al.” pre-
sented a model that uses the integration of the Hazop methodol-
ogy and a dynamic Bayesian network. This model was developed
aiming to aid in quantification of deviation level through the
relationship analysis between parameters in complex processes.

Limitations of expert systems to support Hazop studies

Although the expert systems provide the necessary support to
facilitate the process of applying the Hazop methodology, these
tools present some limitations that must be considered during
their use to challenge the results®"-%2.

Sense: An Expert System lacks common sense, which is essential
to specify based in knowledge, each and every one of the con-
ditions and circumstances of the context and environment. For
the Hazop methodology, even the most simple decision based on
common sense, is not considered by the system, since the inter-
pretation of acquired data along the time creates data bases,
without applying criteria for specific cases.

Natural language: Just as a human uses a language in order to
maintain communication with another individual, an Expert Sys-
tem uses a programming language, which prevents the possibil-
ity of informal conversation. Thus, users most conform to the
system language, leading to limitations to state ideas, causes,
consequences and particular expressions.

Provision for learning: The ability of a person to learn from mis-
takes is relatively high and rapid. Designing an Expert System
that offers these conditions is very complex.

Ability to prioritize: For human experts, it is not very difficult
to differentiate between the relevant topics of an issue from
the irrelevant ones, which for an Expert System is not so trivial,
and requires complex databases of events, and usually demands
upgrades of the programing to achieve this objective.

Sensory aptitude: An Expert System, unlike a human being, is not
able to perceive any of the five senses, which limits its capacity
of perception.

Nevertheless, each day, new technologies are being developed,
and in a near future it is expected that a decision making will be
feasible for expert systems.
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As seen above, the use of models and simulations will be the
base for risk identification and it will provide a guide for deci-
sion-making in risk management. However, although it is well
known that computer systems will give support to risk specialists
and perhaps such systems will reduce the need for an extensive
multidisciplinary team in a long term; what are the immediate
future and potential uses of the Hazop methodology?

It is a fact that the hazard and operability methodology will
continue to be employed in the process industry for a long
time. Since it makes easier systems analysis in early stages
of design by analyzing deviations in abnormal system behav-
ior, when processing raw materials into products. That is the
reason why it will become more common to see new potential
areas of application of this methodology, such as, informat-
ics, business, medical educational, and processes that may
include process parameters.

Potential application areas, should consider that deviations
could also be responsible for affecting not only mechanical
devices but also computer systems, regulatory issues, or even
those elements involved directly or indirectly in this process
as the environment and critical infrastructure®*. However,
as seen in this paper, the fast growing technological evolu-
tion of the industrial infrastructure may turn the conventional
Hazop methodology obsolete. Applying Hazop procedures
could not be feasible when the increase of some compo-
nents and complexity of possible deviations that may occur
during the operation will require the additional effort of those
responsible for the risk assessment. Not to mention the highly
cost of resources and time needed to perform a risk analy-
sis to identify and apply control measurements. Therefore,
now it is common to see that this Hazop methodology is being
adapted and is suitable to meet the needs of new processes.
Thus, the risk management specialists agree that automating
procedures of Hazop application will be in a near future, the
only practical approach to deal with highly complex analysis
if adopted.

Applications in the pharmaceutical industry

Capacity and complexity of upcoming industrial facilities must
be fundamental criteria when risk assessment tools are being
used. Industrial risk assessment using the Hazop methodology
require a complete understanding of components function and
their relationship with the whole system. Nowadays the indus-
trial infrastructure in several sectors needs to be updated, aim-
ing to meet quality requirements. As a special case, it is possible
to notice that the pharmaceutical and biopharmaceutical indus-
try are remarkably evolving in recent years. Both industries are
responsible for producing health supplies, which in some cases
the final product could be the same; however, the technological
difference is the production platform.

The conventional pharmaceutical industry commonly use chemi-
cal synthesis for generating health products, requiring expensive
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raw materials to perform processes. Meanwhile, the generation
of biotech products (as its name suggests) requires biological
platforms, such as bacteria, mammalian or insect cells, and
more recently the use of plants to produce therapeutic proteins,
bacterial and viral vaccines, etc. However, the biological plat-
form requires improved technological facilities and expensive
equipment like bioreactors, when working with genetically mod-
ified organisms (GMO).

As consequence of current regulations like the FDA%2, required
equipment must meet high specifications and complex opera-
tional procedures. At this point, the Hazop methodology pro-
vides the necessary risk assessment support. Accordingly, the
biotechnological systems responsible for material transforming
operations into products are built of some components that
could be considered as Hazop nodes. In Figure 2 an example of
node identification in a stainless steel tank used for bacterial
culture dilution is shown.

In this case, the node identification seems to be an easy proce-
dure to follow, however, Figure 3 illustrates the complexity of
a bioreactor for bacteria used in the process. In this case, the
node identification could represent a challenge for the multidis-
ciplinary team, because each line representing utilities, solu-
tions, media, gas exhaustion, etc., should be considered as a
node. It must be considered too that wether the lack of a single
element required for the process, or a deviation of the function
of consents will have negative impacts on the product or to the
system itself.

Thus, the new approach to nodes selection through the function-
ality may be the answer to reducing the number of components
considered as nodes, by component groups with the same func-
tion within the process. This strategy will simplify the procedure
of identifying, process and treat of deviations, allowing a simul-
taneous analysis of several variables at the same time as it was
demonstrated by O Herrera et al?.

Also, the multidisciplinary group experience needed in risk
analysis that uses this methodology can be reduced if spe-
cialized software tool that enables the acquisition of infor-
mation and generates databases can be used as a basis for
decision-making.

CONCLUSIONS

a. The Hazop methodology is one of the most PHA tools used by
specialists in risk management. As it was seen in this paper,
it will continue to be employed in the process industry for
a long time. However, to address new challenges within the
current process industry, the methodology has to be impro-
ved aiming to attend its implementation in high complex
facilities. Upgrades of this methodology will allow its fast
adaptation to current or even future process requirements
as it was seen in recent publications.

b. This review made possible to notice that most of the consul-
ted authors consider the Hazop methodology a reliable tool
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to identify deviations in process parameters. Also, its structu-
red approach brings the necessary support to make easier the
determination of causes and effects using as a basis the know-
ledge of a multidisciplinary team or databases from expert
systems, however, in all cases the need of specialists will be
continued to be necessary due to the limitations of the expert
systems (explained above).

c. Hazop studies are designed to promote measures to eliminate
risk, and propose controls to reduce the impact of risks when
cannot be avoided. However, most of the authors mentioned in
this paper, converge on the premise that the identification and
characterization of deviation using Hazop methodology data-
bases are not the only information source, and requires a wide
and deep experience of those involved in the risk assessment.

Current processes are being built using the most recent
technology, making systems more complex than they were
in the past. That is the main reason why the conventional
application of the Hazop methodology cannot meet the
requirements of subsequent processes risk assessment.
Nevertheless, the new trend that has been followed by
Hazop specialists is the design and application of intelli-
gent Hazop studies. The creation of models, simulations,
and use of the specialized software will simplify the pro-
cedure for dealing with deviations, making the hazard and
operability studies a fast and low-cost tool for risk assess-
ment. Although the systems are not infallible, it is expec-
ted that in the near future, the need of human experience
to support expert systems, will become increasingly less
or even unnecessary.
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Figure 2. Node identification in bacterial culture dilution tank. M+W, 2014.
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RESUMEN

Introduccioén: La presencia de ciertos agentes infecciosos hace necesario el uso de antibioticos
para asegurar el bienestar de los animales destinados a consumo humano; sin embargo,
hay que considerar y respetar el tiempo de retiro ya que existe la posibilidad de encontrar
residuos por encima de los niveles permitidos, hecho que podria constituir un riesgo para la
salud publica. Objetivo: Presentar una recopilacion de informacion basada en como se realiza
la deteccion y cuantificacion de residuos de antibidticos en diversos productos de origen
animal mediante métodos cromatograficos. Método: Revision de bases de datos en Elsevier,
SciELO, Springer, Hindawi, FAO, EFSA, Senasa y Sanipes, utilizando palabras clave como
“cromatografia liquida”, “espectrometria de masas”, “residuos de antibioticos” y “productos
de origen animal” en idioma espaiiol e inglés. Resultados: Se seleccionaron 71 referencias
entre articulos, capitulos de libros, normas y reglamentos publicados entre el 2000 al 2017,
de las cuales se destaca que las metodologias cromatograficas para el monitoreo de residuos
de antibidticos deben ser sensibles, reproducibles, confiables e identificar volumenes en
mg/kg; asimismo, deben cumplir con las exigencias de las normas internacionales para la
deteccion de limites maximos de residuos. Conclusiones: La cromatografia liquida acoplada
a espectrometro de masas es la técnica mas utilizada ya permite la separacion de matrices
complejas en base del peso molecular del compuesto (antibiotico) o sus fragmentos; sin
embargo, es compleja, costosa y requiere personal altamente entrenado.

PALABRAS CLAVE: Antibioticos; Cromatografia Liquida; Espectrometria de Masas; Residuos
de Farmacos Veterinarios

ABSTRACT

Introduction: The presence of certain infectious agents makes necessary the use of
antibiotics to ensure the welfare of animals destined for human consumption; however,
the withdrawal time must be considered and respected since there is the possibility of
finding residues above the permitted levels, which could constitute a risk to public
health. Objective: Present a collection of information based on how is performed the
detection and quantification of antibiotic residues in various products of animal origin
using chromatography methods. Method: Review of databases in Elsevier, SCiELO, Springer,
Hindawi, FAO, EFSA, Senasa and Sanipes, using keywords such as “liquid chromatography”,
“mass spectrometry”, “antibiotic residues” and “products of animal origin” in Spanish and
English. Results: They were selected 71 references among articles, book chapters, norms and
regulations published between 2000 and 2017, which it is emphasized that chromatographic
methodologies for antibiotic residues monitoring must be sensitive, reproducible, reliable
and identify volumes in mg/kg; likewise, they must follow the requirements of international
standards for the maximum residue limits detecction. Conclusions: Liquid chromatography
coupled to a mass spectrometer is the most used technique to allow the separation of
complex matrices based on the molecular weight of the compound (antibiotic) or its
fragments; however, It is complex, expensive and requires highly trained personnel.

KEYWORDS: Antibiotic; Liquid Chromatography; Mass Spectrometry; Veterinary Drug Residues
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INTRODUCCION

La presencia de residuos de antibioticos de uso veterinario en ali-
mentos de origen animal es uno de los problemas mas importantes
relacionados con la inocuidad alimentaria'. Estos productos han
sido usados en veterinaria desde 1950 con fines terapéuticos y
como promotores de crecimiento, teniendo desde esa época una
relacion con los residuos alimentos y el medio ambiente, volvién-
dose un problema de salud publica cuando residuos del farmaco
y/0 sus metabolitos llega al consumidor en niveles que pueden
ser perjudiciales para su salud ocasionando reacciones alérgicas,
toxicidad y teratogenicidad?. Ademas de eso, se puede generar
resistencia bacteriana e inclusive causar problemas tecnoldgicos?.

Debido a estas prerrogativas, es de suma importancia el control de
los residuos de antibidticos. Para esto organismos como Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) y World Health
Organization (WHO) han establecido limite maximo de residuos
(LMR) en alimentos. Segln la Tabla 1, donde se muestran algunos de
los LMR de antibioticos para productos de origen animal, se tendria
que poner mas énfasis en los LMR de productos como musculo (carne)
y la leche; sin embargo, estos valores son igual o mas bajos si los
comparados con otros tejidos como higado, rifiones, grasa. Esto es de
suma importancia ya que en diversas partes del mundo estos tejidos
se consumen y son parte fundamental de la dieta.

“Métodos  screening” Enzyme-linked Immunosor-

bent Assay (Elisa) el cual tiene la ventaja de ser de bajo costo,

como

su facilidad operativa, rapidez y el manejo de gran nimero
de muestras, han sido propuestos para la identificacion de
antibioticos. Sin embargo, muchas veces esta técnica no dife-
rencia entre antibioticos de la misma clase y/o proporciona
informacion semicuantitativa de los residuos por lo que para la
necesidad de establecer si los residuos estan por encima de los
LMR recomendados, Elisa no seria la mas adecuada®. Por estos
motivos y antes de declarar que las muestras analizadas contie-
nen residuos de antibioticos es necesario realizar una adecuada
confirmacion de la identificacion y su cuantificacion®. Es asi que
el analisis cromatografico en fase liquida (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) o gaseosa (Gas Chromatogra-
phy, GC) acoplados a diferentes tipos de detectores (Ultra-
violeta, UV, Arreglo de diodos, DAD, fluorescencia y espectro-
metria de masas [mass spectrometry, MS]) es una técnica que
responde a estas exigencias®, brindando informacion sobre el
analito en evaluacion’2°,

A pesar de ser una herramienta confiable, los métodos croma-
tograficos no estan exentos de inconvenientes como el costo de
implementacion del equipamiento, capacitacion técnica, infra-
estructura de laboratorios, personal capacitado, costo por ana-
lisis, tiempo entre la recoleccion y el resultado, entre otros.
Debido a esto es necesario conocer las diversas técnicas croma-
tograficas para poder elegir la que mejor se adapte a las necesi-
dades y viabilidad de cada laboratorio.

Tabla 1. Limites maximos permisibles de antibi6ticos en carne de diversas especies y leche.

Antibiotico Bovino Porcino Ovino Pollo Pavo Conejo Leche
Amoxicilina 50 50 50 - - - 4
Avilamicina - 200 200 200 200

Benzilpenicilina 50 50 50 - - 4
Ceftiofur 1.000 1.000 - - 100
Colistina 150 150 150 150 150 150 50
tCelf(J:;gccrEELclina/ Oxitetraciclina/ 200 200 200 200 ) ) 100
Danofloxacina 200 100 200 - - -
Estreptomicina 600 600 600 600 - - 200
Eritromicina - - 100 100 - -
Flumequina 500 500 500 500 - - -
Gentamicina 100 100 200
Lincomicina - 200 200 - - 150
Neomicina 500 500 500 500 500 1.500
Pirlimicina 100 - - - 100
Sarafloxacina 10 10

Espectinomicina 500 500 500 500 - - 200
Espiramicina 200 200 200 - - 200
Sulfadimidina 100 - - 25
Tilmicosina 100 100 100 150 100 -

Tilosina 100 100 100 - - 100
Cloranfenicol/Furazolidona/ Ausencia

Nitrofurano/Olanquindox

Valores expresados en pg/kg para carne y pg/L para leche.
Fuente: FAO/WHO’.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):122-136 | 123



PR

METODO

El presente trabajo narrativo tiene como objetivo brindar
informacion y explorar las diferentes técnicas cromatograficas
y su aplicacion en determinacion de residuos de antibidticos
veterinarios en productos de origen animal a partir de una
revision de literatura de capitulos de libros y articulos cien-
tificos indexados, siendo las bases de datos mas consultadas
Elsevier, Scientific Electronic Library Online (SciELO), Sprin-
ger y Hindawi. Ademas, fueron consultados diversas normas
y reglamentos de las bases de datos internacionales como la
FAO, Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European
Food Safety Authority, EFSA), Union Europea, Comunidad
Andina; y otras nacionales como el Servicio Nacional de Sani-
dad Agropecuaria (Senasa) del Perd, Servicio Nacional de Sani-
dad Pesquera (Sanipes). Todos ellos estan disponibles en inter-
net de forma libre y/o bajo un costo. Es importante sefalar
que inicialmente la busqueda on-line se basé en términos de
referencia mixtos en espanol involucrando palabras como: pro-
ductos de origen animal, antibidticos y cromatografia liquida,
espectrometria de masas. Esto nos sirvié para conocer un poco
la realidad. Sin embargo, la busqueda no resulté muy actua-
lizada por lo que posteriormente se empezo a utilizar térmi-
nos en inglés como: “Liquid chromatography” “chromatogra-
phy”, “mass spectrometry”, “LC/MS”, “antibiotic residues”,
“meat”, “milk”, “fish”, “food”, “animal origin”. El periodo de
blsqueda bibliografica fue de enero de 2016 hasta diciembre
de 2017. En este tiempo se pudieron encontrar 164 referen-
cias, de las cuales solo se utilizaron 71 para la realizacion de
esta revision. Dentro de los criterios de inclusion de las refe-
rencias seleccionadas se traté en lo posible de usar referencias
de los ultimos 7 afos, sin embargo fue necesario ampliar este
rango ya que encontramos referencias que eran interesantes
y necesarias, sobre todo algunas normas y reglamentos que
vienen desde el afo 2000.

” o«

RESULTADOS Y DISCUSION

Panorama sobre el control y monitoreo de residuos de
antibioticos veterinarios

Es bastante conocida la importancia del uso de antibidticos
en la crianza de animales de produccion. Sin embargo, su
uso indiscriminado, la falta de informacion sobre su cinética
en diferentes especies o incluso no respetar los periodos de
retiro hace que se incremente el riesgo de residuos por encima
de los niveles tolerables. Esto podria conllevar a la aparicion
de cuadros alérgicos y el desarrollo de resistencia bacteriana
trasferida del alimento al hombre'™. Todos los alimentos son
susceptibles de contener residuos de farmacos, un ejemplo
son los productos provenientes de bovinos (leche, carne y
derivados), a los cuales se les asocia la presencia de resi-
duos de antibidticos al tratamiento de enfermedades infec-
ciosas frecuentes como mastitis, neumonia o podofilitis'12,
Aunque los paises de la Union Europea (UE) prohibieron el uso
de antibioticos como promotores de crecimiento desde 2006
y los Estados Unidos han planteado su retiro gradual, muchos
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paises contindian con esta practica que contribuye a la gene-
racion de residuos'™. En una sociedad que esta interconectada
globalmente, es necesario que paises importadores y expor-
tadores de alimentos estén monitoreando continuamente sus
productos. Una de las producciones que mas esta destacando
en los ultimos afos por la preferencia del consumidor es la
de productos acuicolas. En la Tabla 2 se presentan LMR de
algunos antibidticos establecidos por diferentes paises para
productos de acuicultura.

En la UE el Reglamento n° 37/2010, de 22 de diciembre de
2009, describe las sustancias y medicamentos veterinarios
monitoreados y los procedimientos para establecer los LMR
para productos veterinarios en productos de origen animal'.
Basado en esto el monitoreo realizado en el 2014 por la EFSA
evidencio que 0,03% de muestras (n = 736.907) presento resi-
duos de antibiéticos del Grupo A (sustancias prohibidas como
cloranfenicol, nitrofuranos, nitroimidazoles) asimismo solo el
0.18% de las muestras analizadas presenté valores por encima
de los permisibles para antibiéticos del Grupo B (Residuos de
antibidticos veterinarios), siendo las muestras de miel las que
estaban mas implicadas.

En el caso de los paises miembros de la Comunidad Andina se
viene impulsado el desarrollo pecuario y agroindustrial, siendo
uno de sus objetivos alcanzar un mayor grado de seguridad ali-
mentaria. Todo esto dentro del marco establecido por el Acuerdo
de Cartagena establecido para adoptar normas y programas
comunes de sanidad vegetal y animal. Es asi que Decision 483
establece una norma para el registro, control, comercializacion
y uso de productos veterinarios en todos los paises miembros de
la Comunidad Andina.

En base a esta Decision, si vemos lo que sucede en el Peru en
relacion a los residuos de antibidticos, encontramos un Regla-
mento de Inocuidad Agroalimentaria y un Programa Nacional de
Monitoreo de contaminantes en alimentos agropecuarios prima-
rios y piensos mediante Decreto Supremo N° 004-2011-AG. Este
también establece que los alimentos agropecuarios primarios
que se consuman en el mercado nacional, incluyendo los alimen-
tos importados, no deben exceder limites maximos permisibles

Tabla 2. Limites maximos permisibles de antibioticos para productos
acuicolas aceptados por diversos paises.

Antibiético PERU USA EUROPA JAPON
Cloranfenicol Ausencia -

Nitrofuranos Ausencia =

Amoxicilina 50 Ausencia 50 50
Ciprofloxacina 100 Ausencia  Ausencia 200
Enrofloxacina 100 Ausencia 100 100
Eritromicina 200 Ausencia 200 200
Florfenicol 1.000 1000 1.000 200
Sulfas 100 Ausencia 100 100
Oxitetraciclina 100 2000 100 200

Valores expresados en pg/kg.
Fuente: Servicio Nacional de Sanidad Pesquera (Sanipes)??2.
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de residuos quimicos y otros contaminantes, fijados en la norma
nacional, o establecidos por la FAO/WHO'". Este pais cuenta con
3 instituciones encargadas del control y monitoreo de residuos
de farmacos: el Senasa, la Direccion General de Salud Ambiental
(Digesa) y el Sanipes™'". Estas establecen planes anuales para
realizar muestreos por regiones, definen el tipo de alimento a
evaluar, el numero de muestra a analizar y los procedimientos
analiticos; ademas, se establecen los procedimientos necesarios
para la toma y envio para la determinacion de residuos de medi-
camentos veterinarios?®2'.

La cromatografia en la determinacién de residuos veterinarios

Haciendo un poco de historia, encontramos que las primeras
experiencias sobre cromatografia fueron llevadas a cabo en el
ano 1906 por el botanico ruso Mikhail Tswett quien consiguio
separar algunos pigmentos (clorofilas y xantofilas) de hojas de
plantas utilizando una columna de vidrio empacadas con CaCO,.
Las especies separadas aparecian como bandas coloridas sobre
la columna, lo cual explica el nombre de origen griego chroma
= color y graphein = describir, con el cual se nombroé el método.
Segln la International Union of Pure and Applied Chemistry
(lupac) la cromatografia se define como un método fisico de
separacion en el cual los componentes son separados y distri-
buidos entre dos fases, una que es fija (fase estacionaria) mien-
tras que la otra se mueve en una direccion establecida (fase
movil), la cual puede ser gas, gel o liquido**?. Este principio es
fundamental para la separacion y analisis de moléculas especi-
fica en matrices complejas como los alimentos, por lo que su
aplicacion en la determinacion de residuos de farmacos ha sido
muy explorada.

En nuestra revision podemos verificar que la cromatografia y su
aplicacion en residuos de antibidtico han variado mucho durante
los anos. En un inicio se empleaba la GC acoplada a detectores
de captura de electrones (ECD), nitrogeno-fosforo (NPD) y foto-
métrico de llama (FPD). Las aplicaciones que se llevaban a cabo
mediante LC eran menos habituales debido a que los detecto-
res utilizados como UV, diodos y fluorescencia presentaban una
menor sensibilidad y selectividad que los empleados en GC. El
desarrollo que ha experimentado la MS, que permiten detectar
niveles por debajo de pg/kg e incluso ng/kg, ha revolucionado
este campo a tal punto que hoy en dia no puede concebirse la
deteccion y cuantificacion de residuos sin el uso de los detec-
tores de MS%*. Los detectores MS aportan a los métodos croma-
tograficos una sensibilidad y poder de confirmacion mucho mas
elevados, que no era posible conseguir con los detectores tradi-
cionales (UV y fluorescencia)?. Teniendo en consideracion esto,
a continuacion vamos a detallar los procedimientos para realizar
la LC acoplada a detector MS.

Cromatografia liquida de alta resolucion

Mejor conocida como HPLC por sus siglas en inglés High Perfor-
mance Liquid Chromatography®®, este tipo de cromatografia se
basa en una fase movil liquida donde se usan solventes como
agua, acetonitrilo o metanol y una fase estacionaria o columna
cromatografica que puede variar dependiendo del analito.
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Alintroducir la muestra al sistema cromatografico, esta hace una
interaccion con ambas fases y es en la fase estacionaria donde se
retienen las sustancias que pretendemos identificar. Las particu-
las retenidas poseen diferente afinidad por la fase estacionaria,
esta propiedad hace que la salida del sistema sea en tiempos
diferentes, esto corresponde al tiempo de retencion y es funda-
mental en el proceso de separacion. Esto podria realizarse con
mayor velocidad y eficacia si incrementamos la presion del flujo
de la fase movil de algunos cientos de kilos por centimetro cua-
drado, por lo que son necesarias ciertas condiciones en el equipo
que soporte estas variaciones?.

Normalmente, un sistema HPLC cuenta con 6 componentes basi-
cos: un sistema de inyeccion para introducir la muestra, una
bomba que mantiene constante el flujo de la fase movil, una fase
movil, una fase estacionaria, un detector y el integrador que
procesa las senales y las transforma en un lenguaje que poda-
mos interpretar (Figura 1). La eleccion del sistema de deteccion
para el sistema HPLC es muy importante para la selectividad y
sensibilidad del analito a identificar. Entre los detectores mas
utilizados podemos mencionar el UV y el de DAD*. Sin embargo,
en la actualidad la asociacion del HPLC con la deteccion por
espectrometria de masas (LC-MS) es la mas preferida para la
determinacion de residuos de farmacos veterinarios®. Es impor-
tante sefalar también que los métodos cromatograficos emple-
ados deben ser validados para una correcta aplicacion, tratando
que cumplan especificaciones como limites de deteccion/cuanti-
ficacion, repetitividad, linealidad, robustez, entre otras®.

La clasificacion de la LC puede ser realizada en base a la compo-
sicion quimicas de los tipos de relleno de la columna cromatogra-
fica, las cuales tienen caracteristicas fisico-quimicas que producen
diferentes mecanismos de separacion. En el caso de antibio6ticos
el mas utilizado es la LC en fase reversa la cual se adecua al ana-
lisis de analitos polares e incluso idnicos, si se hace uso de la
formacion de pares ionicos. El tipo de material apolar con que
se rellenan las columnas de fase reversa suele ser silice quimica-
mente modificada (cadenas de C8, C18), las cuales interactGan
con una fase movil polar (combinaciones de agua con solventes
organicos como metanol o acetonitrilo). El porcentaje y tipo de
modificador organico en la fase movil es el factor mas determi-
nante en la retencion de los analitos polares, pero no idnicos. Las
interacciones entre el analito y el solvente son las que determi-
nan la especificidad de la cromatografia en fase reversa, ya que
las interacciones del analito con la fase estacionaria son relativa-
mente débiles, interacciones de Van der Waals no especificas®'.

Procedimientos utilizados para realizar la cromatografia
liquida de alta resolucion

Acondicionamiento de las muestras

Las condiciones y procedimientos empleados van a depender del
tipo de material a ser analizado (carne, leche, huevos, entre
otros). En el caso de muestras solidas como la carne, es nece-
sario realizar un proceso de cortes, molido y homogenizacion®.
Una desventaja de esto es que el muestreo es destructivo y se
realiza luego de que el animal ha sido faenado®.
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Figura 1. Esquema de un cromatografo liquido acoplado a un detector de ultravioleta.

Extraccion de analitos de la muestra

Luego de su acondicionamiento, deben eliminarse elementos
como proteinas, lipidos u otros que puedan interferir en la lec-
tura de los analitos. La mayoria de metodologias usan solven-
tes organicos (acetonitrilo, acetato de etilo, metanol, acetona
o éter de petroleo). El uso de estos solventes va acompaiado
de proceso de agitacion, homogeneizacion o ultrasonicacion que
permite una mejor interaccion con las muestras®.

Posterior a este procedimiento, es recomendable utilizar una téc-
nica de purificacion o limpieza denominada extraccion en fase solida
(Solid Phase Extraction, SPE). En esta parte se somete la muestra
mas el solvente organico a un cartucho (jeringa) que contiene inter-
namente las mismas propiedades de la fase estacionaria (C18) y
sirve para retener los analitos de interés (residuos de antibioticos).
Para recuperar estos residuos se realiza el lavado del cartucho con
solventes (acetonitrilo/metanol y agua) para luego ser inyectado
en el cromatdgrafo®. La SPE es muy efectiva para la deteccion de
compuestos con propiedades no muy diferentes; sin embargo, esta
técnica inicialmente concebida con la fase estacionaria fija en un
cartucho demandaba aun tiempo de preparacion, uso bombas de
vacio y limpieza para su reutilizacion. Por este motivo comenzaron
a presentarse variaciones a la SPE inicial®.

La extraccion en fase solida dispersa (SPE-d) es una de estas varia-
ciones, la cual consiste en la adicion de un material adsorbente
al extracto crudo seguido de agitacion, centrifugacion y poste-
rior aislamiento del adsorbente. En la actualidad este método
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es el denominado QUEChERS, acrénimo de las palabras en inglés
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y Safe. Esta técnica, la
cual se caracteriza por ser rapida, facil de realizar, econdmica,
eficaz, robusta y segura, consta de dos etapas: 1) extraccion
liquida con solventes (agua y acetonitrilo) y soluciones hiperto-
nicas (cloruro de sodio, sulfato de magnesio, agentes tampon) y
2) SPE-d en la que una alicuota de la fase organica de la primera
etapa se trata con diversos adsorbentes para eliminar los inter-
ferentes de la matriz que pudieran dificultar el posterior analisis
instrumental®*%, Recientemente se ha experimentado con diver-
sos materiales para mejorar la extraccion y purificacion utilizando
SPE. Columnas con polimeros impresos molecularmente (PIM) que
reconocen selectivamente moléculas para lo que fueron sintetiza-
dos hacen que la adsorcion sea mas selectiva®®.

El proceso de extraccion es fundamental para asegurar la vida
media de las columnas y optimizar los tiempos de mantenimiento
y limpieza del sistema cromatografico. Sin embargo, si se abusa de
los solventes en los procesos de filtrado y purificacion, podemos
perder parte de los analitos (residuos de antibioticos). Por este
motivo se debe elegir juiciosamente el método a utilizar de
acuerdo al alimento como el tipo de molécula®.

Instrumentacion

Las partes fundamentales del sistema cromatografico constan
de una bomba, la cual suministra un flujo constante (entre
10 pyL/min y 2 mL/min) y libre de pulsos de la fase movil a
través de la columna. A parte de la capacidad de la bomba, la
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velocidad del flujo depende del diametro y del material de la
columna cromatografica. Asimismo, la bomba debe ser fabri-
cada con materiales quimicamente inertes, soportar altas pre-
siones y proporcionar un flujo libre de pulsaciones?*. Otro parte
fundamental del sistema es la columna, lugar donde se rea-
liza la separacion de los analitos. La mayoria de las columnas
consisten en estructuras cilindricas de acero rellenas de silice
quimicamente modificada (C8 6 C18). Existen variaciones de la
columna en base al diametro interno, longitud, tipo de relleno
y tamafo de particula de relleno. La evolucion de la columna
ha priorizado la disminucion del tamano de particula de rel-
leno, lo cual se ha traducido en un incremento de la selectivi-
dad y mejora de la resolucion de los cromatogramas?'.

El detector del sistema cromatografico debe ser sensible a
pequehas concentraciones de analito, dar una respuesta lineal
amplia, tener poco ruido de fondo y ser estable en el tiempo
que dura la corrida cromatografica. Ademas, debe ser capaz de
resistir presion, flujo y porcentajes de la fase movil (gradiente).
Algunos de los detectores mas usados son los espectrofotometros
que miden la absorbencia a una o varias longitudes de onda en
el espectro UV o en el visible; los de fluorescencia, que miden la
emision fluorescente por parte de los analitos inducida mediante
un reactor situado antes o después de la separacion; y otros mas
complejos como la MS pueden proporcionar informacion especi-
fica que permita la determinacion inequivoca de compuestos en
base a su peso molecular?. En la siguiente seccion se detalla las
partes y funcionamiento del detector de MS.

El volumen de muestra aplicada al sistema cromatografico debe
ser preciso y no debe perturbar la circulacion de la fase movil.
Debido a esto es necesario contar con un sistema de inyeccion el
cual consta de valvulas rotatorias de alta presion de varias vias
las cuales pueden ser manuales o automatizadas. Estas valvu-
las posen dos posiciones. En la posicion de llenado, la bomba y
la columna estan comunicadas y la muestra se introduce en un
pequefo depdsito de forma tubular (bucle) con ayuda de una
microjeringa. El bucle puede escogerse de diferente volumen
(5-500 pL). En la posicion de inyeccion, gracias a la rotacion de
la valvula, la muestra se arrastra por el flujo de la fase movil y
se introduce en la columna?. Por otro lado, es necesario que los
solventes que ingresen al sistema estén libres de aire. Esto hace
preciso el uso de un desgasificador, el cual puede funcionar por
un sistema de bombeo al vacio, un sistema de destilacion, dispo-
sitivos para calentar y agitar los solventes o sistemas de difusion
que permiten arrastrar los gases disueltos fuera de la solucion
mediante finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad. Por
ejemplo, una forma conveniente de tratar los solventes antes de
ser usados como fase movil es filtrarlos al vacio a través de un
filtro de poro muy pequeno.

En la actualidad, los diversos métodos favorecen la interac-
cion de la fase movil y estacionaria lleve mas tiempo por lo
que se tuvo que aumentar la velocidad del flujo para no afec-
tar el tiempo de retencion. Esto trajo como consecuencia la
aparicion de una nueva linea de cromatografos con capacidad
de trabajar en altas presiones, utilizar inyectores mas rapi-
dos, flujos de alta velocidad y detectores de mayor velocidad
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de captura lo que conllevo a reducir el tiempo de la corrida
cromatografica. Es asi como aparece la Cromatografia Liquida
de Ultra Presion (Ultra Performance Liquid Chromatography,
UPLC) y la Cromatografia Liquida Ultra Rapida (Ultra Fast
Liquid Chromatography, UFLC)%.

Espectrometria de masas

La MS acoplada a LC (Figura 2) es una de las técnicas anali-
ticas que mas se ha extendido en las Ultimas décadas para
la confirmacion de residuos de antibioticos en productos de
origen animal. El éxito de su aplicacion es una consecuencia
de la combinacion de una técnica de separacion por LC y la
capacidad de deteccion por espectro de masas. La MS se ha
presentado como una técnica analitica de elevadisima sensi-
bilidad, incluso hasta niveles de pg/L. Ademas, es capaz de
medir los iones con masa exacta, proporcionando informacion
de la composicion elemental, permitiendo establecer las rutas
de fragmentacion. Incluso, ha sido posible aplicar todas esas
cualidades en muestras de alta complejidad, alcanzando nive-
les de resolucion muy altos”-38.,

La MS esta basada en la deteccion de iones a partir de molécu-
las organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se
separan de acuerdo a la relacion masa a carga (m/z), y final-
mente se detectan por medio de un detector que convierte el
haz de iones en una sefal eléctrica que puede ser procesada y
almacenada. Estos analizadores, pueden detectar solo los iones
y por lo tanto las moléculas deben ser ionizadas en una fuente
de iones antes de su separacion y deteccion.

Métodos de ionizacion

La clave que asegura el éxito de la deteccion por MS es con-
seguir que los compuestos neutros se conviertan, dependiendo
de la fuente de iones, en iones moleculares, moléculas proto-
nadas, cationizadas, desprotonadas, anionizadas o fragmentos

en estado gaseoso mediante la aplicacion de campos eléctricos

Figura 2. Cromatografo liquido acoplado a espectrometro de masas
cuadrupolo en tandem. (Cortesia Senasa).
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y magnéticos. La ionizacion es la una propiedad en la que las
moléculas de los analitos pasan a estado gaseoso ionizandose,
este estado se consigue adicionando o eliminando un electron o
un proton. El exceso de energia proporcionado en este paso tam-
bién puede transformarse en una fragmentacion de la molécula,
generando iones fragmento?.

Las primeras interfases que se desarrollaron tenian como obje-
tivo la eliminacion del disolvente (fase mdvil) e intentar conse-
guir moléculas de analito en fase gaseosa antes de llegar a la
fuente de ionizacion. Posteriormente, durante el desarrollo de
estas fuentes se comprobd que era posible favorecer la ioniza-
cion de los analitos en presencia del solvente y a presion atmos-
férica sin perturbar al analizador de masas. A partir de estos
principios fisicos basicos se comenzd a desarrollar las interfases
a presion atmosféricas (Atmospheric Pressure Interfase, API),
incluyendo la de ionizacion por electrospray (Electrospray loni-
zation, ESI) que son los mas utilizados en la deteccion de resi-
duos de antibidticos por LC-MS¥.

La ESI se produce por la aplicacion de un alto voltaje (3-6 kV)
sobre un capilar conductor por el que circula un pequeio flujo
de fase mavil a presion atmosférica. La elevada diferencia de
potencial crea un campo eléctrico que induce la acumulacion
de cargas sobre la superficie del liquido al final del capilar, rom-
piéndose en pequeiias gotas de solvente cargado positivamente
(modo positivo) o negativamente (modo negativo). Estas gotas
de solvente se dispersan como consecuencia de la introduccion
de un flujo de gas inerte coaxial al flujo de la fase movil, este gas
también provoca la evaporacion o pérdida del resto de solvente
en las gotas, ya que circula a altas temperaturas. El flujo 6ptimo
proveniente de la LC debe ser del orden de 2 a 10 pL/min, sin
embargo se han aplicado flujos mayores, de hasta 300 pL/min,
empleando disefios de fuentes con energia adicional, tempera-
tura o flujo del gas, lo que permitir una mejor dispersion de las
gotas a partir del capilar®.

Por otro lado, la lonizacion Quimica a Presion Atmosférica
(Atmospheric pressure chemical ionization, APCI) es una inter-
fase que primero vaporiza la fase movil y luego somete a las
particulas a una descarga para cargarlas al analito en fase
gaseosa. Esta técnica es usada en compuestos que no se ioni-
zan bien con la ESI (frecuentemente mas estables, compuestos
con pesos moleculares bajos y compuestos no polares) pero en
condiciones mas complejas es probable que ESI cause la degra-
dacion de la muestra, especialmente en compuestos termolabi-
les. Al parecer APCI tienes menos problemas para la ionizacion
que ESI. Debido a que tanto ESI como APCI tienen diferentes
mecanismos de ionizacion, la respuesta y la selectividad pue-
den variar entre ambas interfases®.

Separacién de iones

Al analizador de masas es la parte mas importante del espec-
trometro, el principio fisico se basa en la dispersion y focali-
zacion de los iones en funcion de la relacion masa/carga (indi-
cado comUnmente como m/q o m/z), siendo las variantes de
este proceso la diferencia entre los distintos instrumentos de
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espectrometria de masa. Entre los mas utilizados tenemos: cua-
drupolo (Quadrupole, Q), trampa de iones cuadrupolares (Qua-
drupole lon Trap, QIT) y tiempo de vuelo (Time of flight, TOF).

El cuadrupolo es el mas usado ya que ofrece un amplio rango
de masas (40 a 4000 u), reproducibilidad y precision para la
cuantificacion, ademas de una alta sensibilidad. Un cuadru-
polo consiste en cuatro barras dispuestas en paralelo con una
alta precision, los polos se encuentran espaciados alrede-
dor de unos ejes centrales. Las barras situadas en posicion
opuesta se les aplican una corriente continua (DC) y un vol-
taje de radiofrecuencia (RF)®. Los iones son introducidos en
el campo cuadrupolar mediante la aplicacion de un potencial,
con lo que empiezan a oscilar en un plano perpendicular a las
cuatro barras. De esta manera los iones describen una trayec-
toria que depende directamente de su relacion m/z permi-
tiendo realizar un analisis completo de todos los elementos
de la muestra (Full scan). Sin embargo, de forma especifica,
los cuadrupolos son capaces de ajustar una radiofrecuencia
para estabilizar una relaciébn m/z concreta que es dirigida
hacia el detector, descartando aquellas relaciones m/z mayo-
res o menores a la seleccionada (Selected lon Monitoring). El
cuadrupolo actlla como un filtro de masas, de forma que, de
todos los iones provenientes de la fuente, s6lo se van transfi-
riendo al detector los seleccionados, perdiéndose el resto por
el camino. En ese sentido, para obtener un barrido total de
masas debe ir acoplando una a una las m/z mediante la crea-
cion de campos eléctricos selectivos de cada una de ellas®”-3.

La trampa idnica cuadrupolar es un dispositivo formado por tres
electrodos, dos de ellos hiperbolicos, y entre estos un electrodo
en forma de anillo toroidal. El sistema tiene el mismo funda-
mento que el analizador de cuadrupolo. Se aplican, simultanea-
mente, una corriente continua y un potencial de radiofrecuencia,
de tal forma que los iones generados quedan confinados dentro
del anillo toroidal. Los iones son expulsados de la camara tras
la aplicacion de rampas de radiofrecuencia. Conforme aumenta
el voltaje, aumenta la amplitud de su movimiento oscilatorio
hasta ser expulsados. Los iones de mayor masa se desestabilizan
conforme va aumentando el voltaje de radiofrecuencia, de tal
forma que los iones se detectan de forma secuencial, obteniendo
asi el espectro en funcion del voltaje y la masa®.

El triple cuadrupolo (QqQ o TQ), donde el primer cuadrupolo
(Q1) acttia como un filtro que selecciona y separa las molécu-
las cargadas del resto de componentes que eluyen del croma-
tografo. El tercer cuadrupolo (Q3) actia también como filtro,
pero en este caso de los fragmentos producidos por disociacion
que llegan del segundo cuadrupolo (Q2), dejando pasar hacia el
detector solo aquellas masas de los fragmento seleccionados.
El proceso de disociacion que ocurre en el Q2, es inducido por un
gas ionizado y acelerado, de forma que colisiona con las molécu-
las de analito provocando su fragmentacion?.

El TOF, se basa en la separacion de los iones en funcion del
tiempo que tardan en atravesar un tubo de vuelo de longitud
conocida. Este tiempo depende de la relacion m/z porque los
iones menos pesados llegaran mas rapidamente al detector
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que aquellos que presentan una relacion m/z de valor mas
alto. Una de las dificultades mas importantes de este tipo de
instrumentos al acoplarlos con LC es que los iones que lle-
gan continuamente de la interfase tienen que ser enviados
al TOF mediante un pulso. Para obtener una buena medida
del tiempo de vuelo de los iones, el tiempo al que comienza
el vuelo de los iones debe estar muy bien controlado. TOF
trabaja de forma discontinua al contrario que el analizador de
cuadrupolo, ya que los iones que llegan al analizador son pul-
sados al tubo de vuelo teniendo que esperar el tiempo nece-
sario para que todos alcancen al detector antes de volver a
lanzar otro pulso:%,

Tradicionalmente se habia trabajado con cuadrupolos simples
acoplados a GC, debido a que se obtenia gran cantidad de
informacion estructural bajo una ionizacion por impacto elec-
tronico. Ante la aparicion de las fuentes de ionizacion API,
que permiten el acoplamiento entre LC y MS, se vio un pri-
mer inconveniente relacionado a la poca fragmentacion de
las moléculas ionizadas, lo cual genera escasa informacion
estructural. Por este motivo surge la idea de acoplar dos ana-
lizadores de espectrometria de masa (MS/MS) para aumentar
considerablemente el potencial y las posibilidades que ofrece
el LC-MS. De este modo, la MS en tandem (MS/MS) conlleva dos
etapas: En la primera, se produce la seleccién de un ion pre-
cursor seguida de una ionizacion de las moléculas mediante un
proceso de disociacion o por medio de una reaccion quimica.
En la segunda etapa se lleva a cabo el analisis de los iones pro-
ducto obtenidos del proceso de fragmentacion. Esta técnica
ofrece una gran selectividad, ya que permite la posibilidad de
aislar un ion en la celda de colision, eliminando otros iones o
fragmentos que puedan interferir. La fragmentacion en este
caso se produce por la colision del ion seleccionado’”-®.

Deteccion de iones

Un espectro de masas sera, en consecuencia, una informacion
bidimensional que representa un parametro relacionado con
la abundancia de los diferentes tipos de iones en funcion de la
relacion m/z de cada uno de ellos. Una vez realizada la adqui-
sicion, el procesamiento de los datos es una de las partes mas
importantes para identificar y cuantificar la cantidad de analitos
presentes en la muestra. Hay que tener en cuenta que de una
muestra eluyen miles de compuestos, incluyendo los de interés,
siendo la determinacion de todos casi imposible debido en parte
a la cantidad de compuestos presentes y a las bases de datos
insuficientes para los compuestos®.

La mayoria de los proveedores de instrumentos ofrecen her-
ramientas de software quimiométricos para analizar sus pro-
pios formatos de datos. Sin embargo, la determinacion de los
compuestos en analisis se realiza mediante comparacion con
estandares. Ademas, la creacion de bases de datos (bibliote-
cas) con informacion acerca de fragmentos, formula molecular,
etc., para el analisis es de vital importancia. La mayoria de
los programas proporcionados por los fabricantes permiten la
generacion de varias formulas moleculares a partir de un m/z
particular y su patron isotopico®.
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La cuantificacion utilizando la deteccion MS/MS no difiere de
las cuantificacion utilizada por otras técnicas cromatograficas.
Basicamente se compara la intensidad de la sefial generada
por un analito en una muestra con un estandar con cantidades
y concentraciones conocidas. En base a esto se puede crear
una relacion entre la sefal y la concentracion del estandar,
obteniendo una ecuacion lineal (Figura 3). La MS en tandem
presenta grandes ventajas practicas frente a MS simple, ya que
la calidad y la cantidad de informacion proporcionada por MS/
MS, aumenta la selectividad y la capacidad de la técnica para la
elucidacion estructural. En la mayoria de equipos MS, la cuanti-
ficacion y determinacion de los compuestos puede ser direccio-
nada con diferentes formas de analisis®.

» Barrido de todos los iones (Full Scan), en este modo de
adquisicion todas las moléculas que se ionizan en la inter-
fase llegan al detector. En el QgQ, tanto la celda de
colision (q) como el segundo cuadrupolo (Q2) no actdan
en el proceso de seleccion, realizandose el barrido de iones
en alguno de los cuadrupolos y obteniendo un espectro de
full scan.

+ Adquisicion de un i6n seleccionado (Single lon Moni-
toring, SIM), la adquisicion SIM esta dirigida a la
medida de unsolo i6n, que es seleccionado en el primer
cuadrupolo. Este tipo de adquisicion deriva del uso de Q
simple, y su aplicacion en instrumentos QgqQ no suele ser
muy frecuente.

» Barrido de iones producto (Product lon Scan), el bar-
rido de iones producto se lleva a cabo seleccionando en
el primer cuadrupolo (Q1) una m/z concreta denominado
ion precursor, que se fragmenta con una energia adecuada
en la celda de colision; el segundo analizador adquiere
en modo full scan de forma que se obtiene la medida de
todos los fragmentos del i6n precursor. A estos fragmentos
se les denomina iones producto. Este modo de adquisicion
es ideal para la obtencion de la maxima informacion estruc-
tural posible del i6n precursor.
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Figura 3. Representacion de la Linealidad. Relacion entre senal (area)
y concentracion del estandar para la cuantificacion cromatografica. En
este caso se presentan ocho concentraciones diferentes del estandar
de penicilina.
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« Adquisicion de la reaccion seleccionada (Selected Reaction
Monitoring, SRM), en el modo de adquisicion SRM, se selec-
ciona un i6n en el primer cuadrupolo (Q1) denominado i6n
precursor; el ion precursor se fragmenta en la celda (q) de
colision en presencia de gas inerte aplicando una energia de
colision 6ptima; uno de los iones fragmento obtenido en q
se selecciona en el segundo cuadrupolo (Q2) etiquetandose
como i6n producto. La adquisicion en SRM es la mas utilizada
en las aplicaciones analiticas cuantitativas mediante QqQ,
ya que minimiza al maximo la presencia de otros interferen-
tes y se presenta como una herramienta de alta sensibilidad
y selectividad.

« Barrido de iones precursor (Precursor lon Scan), en este
modo de adquisicion, el primer cuadrupolo (Q1) hace un bar-
rido de todos los iones que provienen de la interfase en el
primer cuadrupolo, fragmentandose en la celda de colision
a una energia concreta, de todos los fragmentos obteni-
dos solo se selecciona uno por el segundo cuadrupolo (Q2).
El barrido de iones precursores tiene sentido en instrumentos
de QqQ, debido a que se debe seleccionar un ion fragmento
proveniente de la celda de colision en el segundo analizador
(Q2). La aplicacion a la que viene asociado este modo de
adquisicion es a un grupo de compuestos de la misma familia
0 a metabolitos provenientes de un mismo analito, pues el
barrido de iones precursores a un i6n producto comdn esta
directamente ligado a una estructura quimica comun.

« Barrido de pérdidas neutras (Neutral Loss Scan), es un
modo de adquisicion muy especifico de QqQ debido a que es
necesario que dos analizadores trabajen coordinadamente.
El primer cuadrupolo (Q1) y el segundo cuadrupolo (Q2)
realizan un barrido en desfase, fijando un valor de masa
que diferencia los iones barridos en Q1 y los barridos en
Q2, una vez han sido fragmentados en la celda de colision a
una energia concreta. De esta forma, solo aquellos analitos
que presenten la pérdida neutra seleccionada seran detec-
tados. Al igual que en el barrido de iones precursores, este
modo de adquisicién es idoneo para la busqueda de analitos
de la misma familia o de metabolitos que comparten una
estructura quimica comun.

Aplicacion de la cromatografia en la determincion de
antibiéticos

Basados en la naturaleza polar y baja volatilidad de los resi-
duos de antibidticos veterinarios, la LC es la técnica de elec-
cion para su identificacion y cuantificacion; sin embargo, hay
tener en cuenta puntos importantes como la diversidad de
antimicrobianos usados en la crianza de animales; la baja con-
centracion de residuos de antimicrobianos en los alimentos,
muchas veces en pg/kg y la complejidad de las matrices ali-
mentarias las cuales pueden contener elementos que interfie-
ren en la lectura cromatografica, esto hace que se desarrollen
diversos métodos de extraccion?4%4!, La Figura 4 muestra las
estructuras quimicas de los principales antimicrobianos usa-
dos en veterinaria.
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Como se menciond anteriormente en la seccion extraccion de
analitos de la muestra, los antibacterianos se unen a diversos
componentes de la matriz alimentaria (proteinas) por lo que las
muestras deben sufrir un primer proceso de desproteinizacion.
Esto puede ser realizado con solvente como acetonitrilo, acetato
de etilo, diclorometano o metanol. La SPE es otro de los pasos
fundamentales en la extraccion ya que permite retener diver-
sos componentes de la matriz alimentaria que puedan interferir
en el sistema cromatografico>*. A continuacion presentamos un
resumen de los métodos de separacion y deteccion en diferentes
técnicas cromatograficas usadas para el monitoreo de algunos
antibidticos (Tabla 3).

Aminoglucésidos

Lo mas representativos de esta clase son la gentamicina, neo-
micina y estreptomicina®. Aunque es sabido que estos farmacos
pueden causar nefro y ototoxicidad, aun son utilizados en el
tratamiento de enfermedades infecciosas®. Diversos factores
hacen dificil su determinacion. Su naturaleza polar impide su
extraccion y separacion cromatografica, asimismo no poseen
propiedades de cromdforos o fluoroforos y la mayoria de far-
macos de este grupo poseen estructuras similares®#. Para su
determinacion se prefiere la extraccion por intercambio ionico
en pH alto o bajo, también puede ser utilizada el pareamiento
ionico en solucion acuosa o metandlicaé. Por otro lado, para
facilitar su visualizacion uno de los agentes de derivatizacion
que mas se utiliza es el heptaldehido (OPA) y un detector de
fluorescencia. Dentro del protocolo de extraccion las muestras
pueden pasar por desproteinizacion con acido tricloroacético 6
acido clorhidrico. Debido a su naturaleza polar la purificacion
es realizada con columnas C8 6 C18, se usa una fase movil de
acetonitrilo/metanol y agua y se prefiere un sistema de croma-
tografia liquida de intercambio i6nico®*.

Tetraciclinas

Producidas por Streptomyces spp. y con actividad contra bacte-
rias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo algunas anaero-
bias. Tienen afinidad sobre el ribosoma 30S y por lo tanto inhibe
la sintesis de proteinas, produciendo un efecto bacteriostatico.
Los farmacos mas representativos de este grupo son la oxitetra-
ciclina, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina, demeclociclina;
siendo asociados a problemas gastrointestinales, hipersensibilidad
y pobre desarrollo fetal en humanos con un consumo subcronico®.
Como se vio anteriormente, los LMR para carne de diversas espe-
cies y leche de este grupo son de 200 y 100 pg/kg respectiva-
mente; sin embargo, se acepta 400, 600 y 1200 pg/kg en huevos,
higado y rifiones’. Por otro lado, para miel no debe encontrarse,
aunque algunos paises europeos aceptan LMR entre 15 a 50 ng/g*®.
Las técnicas de extraccion para la determinacion de residuos de
tetraciclinas por HPLC prefieren el uso de SPE, deteccion por
ultravioleta y diferentes soluciones dependiendo del alimento.
Cinquina et al.* usaron acido tricloroacético en leche y carne
mientras que Andersen et al.# utilizaron acido succinico en cama-
rones. Por otro lado, para la miel Vifas et al.® y Li et al.* realiza-
ron propusieron usar un buffer de Na, EDTA.
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Figura 4. Estructura quimica de los principales antibioticos veterinarios de importancia en salud publica.

Betalactamicos

Este grupo de antibioticos son ampliamente utilizados en bovi-
nos. Basicamente estan divididos en dos clases las penicilinas
y las cefalosporinas™. Dentro de la metodologia cromatografica
la parte de extraccion y purificacion es uno de los pasos mas
complicados pues requiere una gran cantidad de sales bufera-
das y solventes organicos (acetato de sodio, acetato de amo-
nio, cloruro de tetraetilo amonio, tungsteno de sodio, citrato
de sodio, acido tricloroacético, acido sulfirico o acetonitrilo);
asimismo, se indica el uso de SPE (C18) y la deteccion en base
a MS#%, Los LMR varian de 4pg/L para la ampicilina en leche
hasta 300 pg/Kg para oxacilina, cloxacilina en tejido como mus-
culo, higado y rifiones™.

Macrdélidos

Son un grupo de farmacos con efectos sobre bacterias Gram
positivas, algunas Gram negativas y micoplasma. Actuan
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inhibiendo la sintesis proteica de los microorganismos sensi-
bles, al unirse reversiblemente a la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano. No se unen a ribosomas de células de mamiferos.
Los métodos cromatograficos se basan en la extraccion con
acetonitrilo 6 metanol. La fase movil esta compuesta de agua,
acetonitrilo/metanol y acido formico/acetato en diferentes
proporciones. Asimismo, se prefiere el uso de columnas C18
acoplada a espectrometro de masas. La forma de ionizacion
mas utilizada es la ESI debido a que los macrolidos son molé-
culas que contienen atomos de nitrégeno que son facilmente
protonadas positivamente®.

Quinolon

Es un compuesto heterociclico aromatico que muestra una exce-
lente actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negati-
vas inhibiendo la replicacion del acido desoxirribonucleico (ADN)
bacteriano. Es usado a menudo en la industria ganadera y en la
acuicultura para combatir cuadros infecciosos de tipo pulmonar,

131

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):122-136 |



R

Tabla 3. Técnicas cromatograficas para la determinacion de residuos de antibioticos veterinarios.

Zambranol PER et al.

Residuos de antibidticos por cromatografia

Fase

Antibiotico Muestra Extraccion . . Fase Movil Deteccion Referencia
estacionaria
Tetraciclinas
o Ar\'etano.l/dlclorometanolFase liquida c18 ACE, FOR, AG MS/MS Mookantga, »
dispersiva Dube y Nindi
Carne. leche Acetonitrilo, Acido trifluoroacético/
i’ ’ Fase sélida con polimero impreso c18 ACE, TFA, AG uv Feng et al.”
huevos
molecularmente
Miel, leche Acetonitrilo, acido acetico/Fase solida c18 FOR, MET TOF/MS  Xu et al.0
miniaturizada
B-lactamicos
Carne Acetonitrilo/Fase liquida C18 ACE, AAC, AG MS/MS Li et al.®
Leche, huevos Acetonitrilo/Fase liquida Cc18 ACE, ACA, AG uv Shao et al.*
Carne (cerdo) Acetonitrilo/Fase solida dispersiva Cc18 ACE, FOR, AG MS/MS Huang et al.®?
Macrélidos
Ganel(cerdo Borato de sodio y acetato de etilo/
. Fase sélida con polimero impreso C18 ACE, FOR, AG MS/MS Song et al.®
pollo, bovino)
molecularmente
Carne (cerdo,
pollo, bovino), Acetonitrilo/Fase liquida Cc18 ACE, AG MS/MS Jank et al.*
leche
Quinolon
Carne, huevos Metanol, acido metafosforico/Fase solida Cc18 ACE, FOR, AG MS/MS :F?Sunnata et
ledie A_cetom.tnlo, metanol/Fase solida c18 MET, FOR MS/MS Dorival-Garcia
dispersiva et al.®
Cloranfenicol
Leche, miel Acetonitrilo, acido acético/Fase solida C18 MET, ACE MS/MS Liu, Lin y Fuh®’
Carne
(Pollo, bovino, Acetato de etilo, hidroxido de sodio Cc18 ACE, ACA, AG MS/MS Barreto et al.®®
pescado)
Nitrofuranos
Pescado (diversos)  Acido clorhidrico/Fase solida c18 ACE, ACA, AG MS/MS Zhang et al.®
(TS [ Alkan, Kotan
(pollo, pescado), Acido clorhidrico/Fase liquida Cc18 MET, AG MS/MS 9 e y
; Ozdemir’
leche, miel
Carne (pollo) Acido clorhidrico/Fase solida Cc18 ACE, ACA, MET, AG MS/MS Kim et al.”

C18, Columna cromatografica de carbono octadecil ligado a silice; MS, Espectrometro de masa; UV, Ultravioleta; TOF, Tiempo de vuelo, ACE,
Acetonitrilo; FOR, acido formico; TFA, acido trifluoroacético; MET, metanol; AAC, acido acético; ACA, acetato de amonio, AG, agua

urinario y digestivo. Dentro de las técnicas cromatograficas, la
extraccion del analito con acetonitrilo a diferentes pH y la iden-
tificacion y cuantificacion con el HPLC y el detector de fluores-
cencia fueron los mas usados. Sin embargo, en afios recientes se
esta empleando mas la LC-MS/MS*.

Anfenicoles

El cloranfenicol se ha utilizado durante mas de 60 afios en veteri-
naria debido a su actividad antibiotica de amplio espectro contra
una variedad de patogenos. Sin embargo, en 1994 se clasificd
como medicamento de riesgo para la salud y desde entonces se
ha prohibido su uso en la produccion ganadera. Los métodos de
extraccion mas utilizados involucran el uso de acetato de etilo
0 acetonitrilo, una purificacion con SPE (C18), separacion en
columnas C18 y deteccion por ultravioleta®.
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Nitrofuranos

Son un grupo particular de antibiéticos que fueron usados como
promotores de crecimiento en diversos sistemas de produccion
animal y utilizados fundamentalmente para tratar la histomoniasis
y coccidiosis en aves, tricomoniasis en ganado vacuno o la disente-
ria porcina; sin embargo fueron prohibidos debido a la implicancia
de sus residuos en matrices alimentares y la generacion de carci-
nogénesis y mutagénesis en humanos. Nitrofurantoina (NFT), fura-
zolidona (FZD), nitrofurazona (NFZ), nifursol (NFS) y furaltadona
(FTD) son alguno de los farmacos que fueron utilizados. Estos rapi-
damente eran metabolizados y se generaban ciertos metabolitos
como 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ), 3-amino-5-morfolinome-
til-2-oxazolidinona (AMOZ), 3,5-dinitro-acido salicilico hidracina
(DNSAH), semicarbazida (SEM), y 1-aminohidantoina (AHD)3"52,
El proceso de extraccion cuenta con el uso de soluciones acidas
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como el HCL (0.125 M), fase movil con mezclas de agua y metanol,
SPE y deteccion por espectrometria de masa

Multiples residuos de antibidticos

En la actualidad, diversas técnicas cromatograficas han sido desar-
rolladas y validadas orientadas a la determinacion simultanea
de farmacos de diferentes grupos. Esto ha sido posible debido al
enorme progreso de la MS®. El objetivo es desarrollar una técnica
que sea facil, econémica y rapida en la determinacion y cuantifica-
cion de residuos de antibioticos. El analisis simultaneo de residuos
de antibioticos veterinarios ha sido realizado en diversas matrices
alimentarias de origen animal como huevos®, miel>»% y leche3-57:%,

CONCLUSIONES

Después de la revision realizada podemos definir que la téc-
nica mas eficiente para detectar y cuantificar residuos de
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