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RESUMO

Objetivou-se com este Trabalho de Conclusdo de Residéncia (TCR) descrever as atividades da
residéncia em Medicina Veterinaria Preventiva - Virologia Animal, desenvolvidas no
Laboratorio de Virologia Animal (LAVIAN), na area de Medicina Veterinaria Preventiva -
Virologia Animal, assim como realizar uma revisao de literatura sobre cultivo celular. Durante
o periodo de residéncia foram cursadas disciplinas obrigatorias, divididas em: nlcleo comum
obrigatorio a todas as areas, nicleo especifico da area de concentracao e nicleo comum da area
de concentracdo. No LAVIAN foram desenvolvidas atividades de treinamento de coleta e
processamento de material biologico; técnicas de diagnostico aplicadas ao diagndstico das
doengas virais; interpretacdo de resultados; aplicagdo das normas de biosseguranca e
organizagdo laboratorial de materiais, reagentes, amostras e patrimonios. Além das atividades
tedricas e praticas no LAVIAN foram desenvolvidas atividades no Sistema de Satide Unica
(SUS), nas seguintes areas: Vigilancia Sanitaria, Vigilancia Epidemiolégica e Vigilancia
Ambiental. O programa de residéncia é importancia para construcdo de uma carreira
profissional mais sélida, direcionado a uma especialidade, e de onde nascem muitos
ensinamentos profissionais e pessoais. A técnica de cultivo celular e as diferentes linhagens
celulares sdo de extrema importancia para a Biotecnologia na area de saude humana e na
Medicina Veterinaria. O seu aprimoramento ao longo dos anos proporcionou para a biologia

molecular e para virologia diagndsticos mais precisos e produtos mais eficientes.

Palavras-chave: Residéncia multiprofissional; Virologia animal;Sistema Unico de Satde

(SUS).



ABSTRACT

The objective of this Residency Conclusion Work (TCR) was to describe the activities of the
residency in Preventive Veterinary Medicine - Animal Virology, developed in the Laboratory
of Animal Virology (LAVIAN), in the area of Preventive Veterinary Medicine - Animal
Virology, as well as to perform a literature review on cell culture. During the residency period
compulsory subjects were studied, divided into: common core mandatory for all areas, specific
core of the concentration area and common core of the concentration area. At LAVIAN training
activities were developed on collection and processing of biological material; diagnostic
techniques applied to the diagnosis of viral diseases; interpretation of results; application of
biosafety rules and laboratory organization of materials, reagents, samples and assets. Besides
the theoretical and practical activities at LAVIAN, activities were developed at the Brazilian
National Health System (SUS), in the following areas: Health Surveillance, Epidemiological
Surveillance and Environmental Surveillance. The residency program is important for building
a more solid professional career, directed to a specialty, and from where many professional and
personal teachings are born. The cell culture technique and the different cell lines are extremely
important for Biotechnology in human health and in Veterinary Medicine. Its improvement
over the years has provided molecular biology and virology with more precise diagnoses and

more efficient products.

Keywords: Multiprofessional residency; Animal virology; Brazilian National Health System

(SUS).
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INTRODUCAO

A partir do ano de 2005 foi instituido por meio de lei no Brasil os Programas de
Residéncia Multiprofissional em Area de Satde, onde profissionais de diferentes areas de satde
foram recrutados para prestar um melhor atendimento a populagdo nas diferentes
regionalidades e para preencher as vagas tdo necessitadas. Dentre eles, o Médico Veterinario
estaria apto a participar do programa de especializacdo e profissionalizacdo que possui uma
vigéncia de dois anos, inseridos no contexto ensino-escola, da saude publica e no cuidado com
0s animais.

O Programa de Residéncia em Area Profissional de Saude em Medicina Veterinaria da
UFRPE ¢ destinado a graduados Bacharel em Medicina Veterindria, com duragao total de dois
anos, podendo ser prorrogado em casos especiais. A sua carga horaria ¢ de 5.760 horas
divididas em atividades praticas (4.608 horas) e teoricas (1.152 horas). Os profissionais
residentes sdo orientados por um tutor e preceptor designados da area de concentragdo
escolhida pelo profissional. Sdo 11 (onze) areas de concentragdo no edital destinado a UFRPE,
divididas em: Clinica Médica Cirurgica; Clinica Geral; Medicina Veterinaria Preventiva
(Bacterioses; Doencas Parasitarias; Saude Publica e Viroses); Anestesiologia Veterinaria;
Clinica Médica; Cirurgica e da Reproducao de Grandes Animais; Patologia Clinica Veterinéria
e Patologia Veterinaria e Diagnostico por Imagem.

Os residentes passam parte de sua experiéncia profissionalizante na Vigilancia em
Satde (ambiental, epidemioldgica e sanitaria), afim de entender a importancia do papel
desenvolvido pelo Médico Veterinario na Saude Publica, além de acompanhar o
funcionamento do NASF (Nucleo de Apoio a Saude da Familia).

Objetiva-se com este Trabalho de Conclusdo de Residéncia (TCR) descrever as
atividades desenvolvidas durante o Programa de Residéncia em Area Profissional de Satide em
Medicina Veterinaria da UFRPE, na area de concentracdao de Medicina Veterinaria Preventiva

-Virologia Animal. Além de realizar uma breve revisdo de literatura sobre cultivo celular.
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1. DESCRICAO DAS ATIVIDADES TEORICAS E PRATICAS DO

PROGRAMA DE RESIDENCIA RELACIONADAS A AREA DE
CONCENTRACAO

1.1 Disciplinas cursadas

Foram cursadas disciplinas obrigatorias ao entrar na residéncia, divididas em: nucleo
comum obrigatdrio a todas as areas, nlcleo especifico da area de concentracao e nacleo comum
da area de concentracdo. O Nucleo Comum Obrigatério (NCO) abrangeu as disciplinas:
Bioética e Etica profissional em Medicina Veterinaria (45 h); Bioestatistica (60 h),
Epidemiologia e Medicina Veterinaria Preventiva (60h); Metodologia Cientifica (60 h);
Integracdo Ensino e Servicgo (45 h); Politicas Publicas em Saude (60 h).

No Ndcleo Comum de Area de Concentracio (NCAC) da Area Preventiva foi
acompanhada a disciplina: Procedimentos de Coleta de Material para Diagnéstico de Doengas
em Animais (45 h). Como cadeiras optativas, ainda foram cursadas as disciplinas: Nefrologia
e Urologia de Pequenos Animais, e Endocrinologia e Metabologia de Pequenos Animais (60
h) do Nucleo Especifico da Area de Concentracio (NEAC) da area clinica. Ja para o Nucleo
Especifico de Area de Concentragdo (NEAC) de viroses foram contempladas as disciplinas:
Boas Praticas Laboratoriais e Biosseguranca e Tépicos Especiais em Viroses dos Animais

Domeésticos.

1.2 Atividades desenvolvidas no Laboratério de Virologia Animal (LAVIAN)

No LAVIAN foram desenvolvidas atividades de treinamento de técnicas de diagnostico
virais, aplicagdo das normas de biosseguranga e organizacdo laboratorial de materiais,
reagentes, amostras e patriménios. Também recebemos amostras de animais da rotina
hospitalar do HOVET vinculados aos projetos executados no laboratorio, € amostras externas
vinculadas a projetos de pds-graduacdo. As principais atividades executadas durante os dois

anos de residéncia (Margo de 2021 a Margo de 2023) no LAVIAN estdo descritas abaixo.

1.2.1 Ensaio de Imunoadsorcio Enzimatica (ELISA)

O Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA) ¢ um teste que tem por principio a
reagdo entre anticorpos e antigenos em amostras (fluidos) bioldgicos de animais ou ser humano,
e que sao detectaveis por reacao enzimatica visivel pela mudanga de cor que ocorre durante o

teste, como observado na Figura 1 (NETO et al., 2018). Além da mudanga de cor visivel, alguns
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testes (quantitativos) exigem o uso de um equipamento chamado espectrofotdmetro.

A sigla vem do inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” e foi descoberta por
cientistas no ano de 1959. Em 1974, a proposta do teste era substituir algumas provas de
radioimunoensaio por ser mais eficiente, e aos poucos vir a substituir o teste Western Blot. E
um teste bastante versatil e muito utilizado nos dias atuais para deteccao de alérgenos e para
rastrear casos de endemias (MIDHUN et al., 2021).

O teste ELISA pode ser direto (pesquisa de antigeno), indireto (pesquisa de anticorpo)
e isso faz com que seu escopo de andlises seja varidvel, pois pode ser um teste analitico
quantitativo ou qualitativo (PEREIRA, 2019).

Durante a residéncia foi acompanhada a execugdo de ELISA indireto em aulas praticas
dos discentes do curso de Medicina Veterinaria da UFRPE que estavam cursando a disciplina
de Viroses dos Animais Domésticos; e também durante a execugdo do projeto de pesquisa de

uma discente da pos-graduacao, nivel mestrado com o Virus de Schmallenberg (SBV).

Figura 1- Teste de Elisa com rea¢ao enzimatica (amarelo).

Fonte: Almeida, 2021

1.2.2 Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA)

O IDGA é um teste soroldgico indireto onde se observa a interacdo do imunocomplexo
formado pelo antigeno e pelos anticorpos presentes no soro do animal infectado (TEIXEIRA
etal., 2018).

O teste & um dos mais recomendados pela WOAH, sendo considerado padrdo-ouro no
caso de AIE, e altamente recomendado para LVPR como o virus da CAE e o virus Maedi-
Visna. O teste apresenta boa sensibilidade e uma alta especificidade, e por ser um teste indireto

ndo diferencia entre os tipos de lentivirus, e isso ndo interfere de forma alguma na execucéo do
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teste. Seu custo é baixo de facil execucdo (SBIZERA et al., 2020). Na rotina do LAVIAN é o
teste mais realizado considerando a demanda interna (projetos de pesquisa e extensdo), assim
como externas (prestacdo de servicos), exemplo do teste pode ser observado na Figura 2.
Durante o periodo da residéncia foram testados aproximadamente 1.200 soros. No ano
de 2021, juntamente a um trabalho de mestrado foram produzidos dois artigos baseados nos
testes de IDGA e CAEV, intitulados “Levantamento epidemiologico das lentiviroses de
pequenos ruminantes no Cariri ocidental paraibano, Nordeste do Brasil” e “Caracterizacdo
epidemioldgica dos Lentivirus de pequenos ruminantes na regido geografica imediata de
Monteiro, Paraiba, Nordeste, Brasil.”, publicados na revista: Research, Society And

Development (Apéndice 1).

Figura 2- Leitura de Teste de IDGA em foco luminoso com fundo escuro.

Fonte: Almeida, 2022.

1.2.3 Isolamento viral e Cultivo celular

O isolamento viral é um método direto para identificacdo viral, logo € bastante utilizado
pela sua alta especificidade, mesmo sendo uma técnica mais demorada para realizagdo, ela é
considerada como padrdo ouro para as enfermidades virais. Os virus, que sdo intracelulares,
produzem efeitos citopaticos especificos (decorrentes da interacdo célula-virus, havendo
formacéo de vactolos ou morte celular) que facilitam a sua pesquisa, visiveis em microscopio
(KENNEDY, 2005; FLORES, 2007).

No LAVIAN foi possivel acompanhar a cultura de células desde a preparagdo de meios
até a inoculagdo de amostras com possiveis particulas virais (isolamento celular). As células
mais utilizadas na rotina sdo as de linhagem continua e aderentes, provenientes ou da ponta de
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orelha bovina (CFBov), que foram isoladas no LAVIAN ou a linhagem de células MDBK
(Mandin-Darby Bovine Kidney), originada das células renais bovina, Bos taurus.

Durante o inicio de um experimento de doutorado, foi realizado o isolamento do Virus
do Ectima Contagioso por esta técnica utilizando células da linhagem MDBK. O isolado viral

foi confirmado por PCR e sequenciamento genético.

1.2.4 Imunocromatografia (Teste rapido)

Foram realizados testes soroldgicos imunocromatograficos, conhecidos como testes
rapidos, que sdo utilizados para identificar a presenca de anticorpos ou antigenos a partir de
amostra biologica do animal, e possuem tempo de leitura de 5 a 20 minutos para interpretacao
(SOARES et al., 2020). As doencas contempladas nos testes estavam dentro do projeto de
Extensdo-Pesquisa do LAVIAN intitulado: “Estudo epidemioldgico das infec¢Bes virais de
cédes e gatos atendidos no Hospital veterinario da UFRPE em Recife”, com a testagem de 177
animais do inicio de 2020 a metade de 2022 para as doencgas: FIV e FeLV em gatos (Figura 3),

e 81 testes de cinomose para caes.

Figura 3- Teste rapido de Fiv e FeLV. (A) e (B) animais positivos para FeLV.

Fonte: Almeida, 2021

1.2.5 Teste de Rivalta

E um teste de triagem para o diagnostico da Peritonite Infecciosa em Felinos (PIF),
teste facil, rapido e sensivel, porém com baixa especificidade, uma vez que detecta uma alta
predominancia de proteinas no liquido abdominal coletado do animal, mas n&o detecta
antigenos ou anticorpos para o virus. O teste consiste em: colocar em tubo de vidro limpo
pequeno uma mistura entre dgua destilada (cerca de 7-8mL) e acido acético na concentracao
de 100% (1 gota), apds isso acrescenta-se uma gota do liquido cavitario abdominal coletado do

animal a ser testado, caso ocorra precipitacdo, se diz que ha 85% de chances do animal ser
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positivo para PIF (FISCHER et al, 2012).

Porém, o diagnostico definitivo é realizado post-mortem através da imunohistoquimica
realizada a partir dos 6rgédos coletados na necropsia, associado ao historico clinico (MATTA,
2018).

Na figura 4 observa-se o teste de Rivalta com precipitacdo, sugestivo de positividade
para PIF.

Figura 4 - Teste de Rivalta formando precipitado em gota (positivo)

Fonte: Almeida, 2021

1.2.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi uma técnica desenvolvida para
amplificar fitas de DNA ou ainda de RNA de patégenos fazendo milhdes ou bilhdes de fitas,
que sdo minusculas, a fim de quantificar e sequenciar com a finalidade de identificagdo genética
viral ou de outros patdgenos, diagnostico e/ou desenvolvimento de tratamentos (OLIVEIRA e
PEREIRA, 2019).

A técnica é amplamente utilizada pela sua alta especificidade e sensibilidade, existem
muitas varia¢Ges da técnica a depender do material genético utilizado e das amostras bioldgicas
coletadas (SANTOS, 2020).

No LAVIAN é uma das técnicas mais utilizadas e foram realizados testes de PCR
convencional para Ranavirus, FeLV e Ectima Contagioso durante o acompanhamento de

projetos de mestrado e doutorado.
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1.2.7 Grafico das Técnicas mais realizadas

Observa-se no Grafico 1 as técnicas de diagndstico mais realizadas no periodo da
residéncia no LAVIAN. Foram testadas 1.587 amostras no teste de IDGA (78%), 258 amostras
em testes Imunocromatograficos (13%), 192 amostras para ELISA (9%). E duas amostras no

teste de Rivalta, que nao foram representados em porcentagem no grafico.

Gréfico 1. Quantidade de amostras testadas no LAVIAN nos anos de 2021 e 2022 divididas pelas

técnicas diagndsticas.

= IDGA = Imunocromatografia ELISA Teste de Rivalta

Fonte: Almeida, 2023.

1.3 Atividades de pesquisa

Foram realizados projetos de extensdo-pesquisa durante o periodo de residéncia. Como
exemplo, o projeto Estudo epidemiologico das infecgoes virais de cdes e gatos atendidos no
Hospital Veterinario da UFRPE em Recife em abrigos da Regido Metropolitana do Recife,
onde foram realizados testes rdpidos nos animais, além da aplicacdo de questionarios
epidemiologicos sobre a satide animal; além da conscientizagdao dos tutores dos abrigos sobre

as enfermidades virais. Na Figura 5 observa-se o momento de uma das coletas.

Figura 5 - Realizagdo de coleta e teste de Cinomose Ag em abrigo para o projeto.
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Fonte: Almeida, 2022

1.4 Aula para discentes de graduacio

Foram ministradas duas aulas para os discentes de graduagao para despertar a docéncia
no contexto da disciplina Viroses dos Animais Domésticos, sob supervisdao dos docentes. As
aulas ocorreram no formato sincrono pelo Google Meet, sobre as doengas virais da FIV e FeLV

e sobre o teste de IDGA.

1.5 Organizacio de eventos

Realizou-se em novembro de 2021, a organizacdo de um evento on-line intitulado |1
simposio de experiéncias em saude Unica com trés dias de duracdo, em parceria com 0
Programa de Mestrado Profissional em Saude Unica — PMPSU, no periodo de 3 a 5 de
novembro de 2021. O tema deste simpo6sio foi “Doengas Negligenciadas durante a pandemia”,
com a realiza¢do de mesas redondas, palestras, oficinas e rodas de didlogos direcionadas para
os discentes de graduacdo e pds-graduagdo, como também docentes de varias areas de atuagao.
O segundo evento foi organizado no ano seguinte, por se tratar de um evento anual.

Ao fim de novembro de 2022, nas datas 29 e 30 foi realizado o III Simposio em Saude
Unica focando em Saude Unica no meio ambiente, e também em doencas criticas pos-
pandemia e resisténcia microbiana. As palestras foram realizadas presencialmente na UFRPE
para os discentes de graduagdo e pds-graduacdo, como também docentes de varias areas de

atuacao

1.6 Producao cientifica
Os residentes de viroses e mestranda de saude publica, além de outros discentes da area
de preventiva foram convidados para participar do projeto de pesquisa multicéntrico Pet Covid

19, onde foi necessario coletar amostras de animais como visto na Figura 6 abaixo, que estavam
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em contato direto com tutores infectados pelo Covidl9, na tentativa de identificar o virus
SARS-CoV-2 ja que com a pandemia a proximidade entre tutores e animais se tornou ainda
maior. Dois animais foram positivos para a presenga viral em Pernambuco. Houve uma
colaboragdo na escrita de um artigo ao fim do projeto, intitulado “First report of severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 detection in two asymptomatic cats in the state of
Pernambuco, Northeastern Brazil. Veterinary World”, publicado na revista Veterinary World
(Apéndice 1).

Figura 6 - (A) Coleta de sangue de felino; (B) Coleta de sangue de canino e (C) Coleta de swab de

orofaringe em felino.

Fonte: Moraes, 2021

Também foi possivel participar da produgdo e edi¢do do artigo como colaboradora
“Diagnostico comparativo de Ehrlichia spp. para construcdo de soroteca.” junto a
colaboradores e que foi publicado no Pubmed em 2021 (Apéndice 1).

Durante os anos de 2021 e 2022 foram elaborados quatro E-books educativos para o
publico geral e estudantes, intitulados: FIV e FeLV - Perguntas e Respostas, Lentiviroses de
Pequenos Ruminantes: Perguntas e Respostas, Cartilha de Conscientizagcdo Sobre a Febre
Amarela e Guia Préatico de Biosseguranca para Laboratério (Figura 7).

Foram elaborados trés resumos para o evento Medtrop em 2022, que foram
apresentados no formato de e-poster em novembro de 2022 durante o evento, intitulados:
“Epidemiological analysis of severe cases of human exposure to Rabies in Caruaru,
Pernambuco, Brazil.”; “Yellow Fever Contingency Plan in the Surrounding Areas of an
Atlantic Forest Reserve in Caruaru-PE” ¢ “Epidemiological study of rabies in dogs and cats

from Pernambuco, Brazil” (Apéndice 1).
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Figura 7 - Cartilhas educativas produzidas pela equipe do LAVIAN

FIV E FelV

PERGUNTAS E RESPOSTAS

Fonte: Editora Universitaria da UFRPE (2021/2022)

1.7 Projetos de Extensao

Foram acompanhados projetos de extensdo, um direcionado para a conscientizagdo de
tutores no HOVET, onde foram aplicados questionarios e distribuidos panfletos falando sobre
a importancia da preveng¢ao de doengas virais em caes e gatos, bem como uma visao geral sobre
cada uma delas (Figura 8).

O outro projeto intitulado “Capacitag¢do dos produtores de caprinos com aptidao leiteira
da regido Agreste de Pernambuco sobre a Artrite-encefalite Caprina” que consistiu na coleta
de soro de caprinos provenientes do agreste de Pernambuco e a analise destas amostras para o
CAEV, além de ter abordado sobre a doenga junto aos produtores numa vertente de

ensino/conscientizacdo. Foram testados 367 animais pelo método IDGA durante o projeto.

Figura 8 - Atividade do Programa de educacdo em Saude para tutores no HOVET no periodo de

abril a dezembro de 2022.

=

Fonte: Almeida. 20
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1.8 Participacio em eventos

Participagdo como ouvinte no congresso RITA 2021 (XXXII Rabies in the Americas
Conference), e também como co-autora de e-pdster no congresso intitulado de “Requirement
for improvement of human rabies cases notification and treatment in the health system of
Caruaru, Pernambuco, Brazil” publicado no evento supracitado. Participagdo como ouvinte na
palestra sobre projeto cientifico e escrita académica pela UFRPE.

Participacdo como Palestrante online na “Fiv e Felv: aspectos gerais e diagnostico em
Felideos Silvestres” no evento I Congresso Nordestino de medicina de animais silvestres em

agosto de 2022, organizado pelo CESPAMVET.

1.9 Outras atividades de treinamento

Foi realizado 1 (um) més de treinamento para capacitagio no LFDA (Laboratorios
Federais de Defesa Agropecuéaria) em Recife, Pernambuco com o cultivo celular, o treinamento
focou em cultivos para as linhagens de células: N2A (célula neuroblastoma de ratos), MDBK
(células de rim de bovinos Madin-Darby) e PK15 (células de rim suino) (Figura 9). Na
oportunidade, todos os processos foram acompanhados e executados desde o inicio:
descongelamento de células, replicagdo, andlise morfoldgica, controle de cabines de fluxo e de
estufa, meios de cultura para verificar presenca de fungos ou bactérias no meio de cultivo,

tripsinizacdo de células, entre outros.

Figura 9 - Realizacio de passagem celular durante treinamento.

Fonte: Almeida, 2022
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CAPITULO II: RELATORIO DESCRITIVO DAS ATIVIDADES
DE VIGILANCIA EM SAUDE.
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2. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DE SERVICO EM SAUDE
DESENVOLVIDAS NO CENTRO DO DISTRITO SANITARIO II (DS II)

Os residentes da area de concentracdo da veterinaria cumprem parte da residéncia
multiprofissional no Sistema de Satde Unica (SUS), nas areas de contemplacio: vigilancia
sanitaria, vigilancia epidemiologica e vigilancia ambiental. Sdo trés meses de carga horaria
(720 horas), equivalentes a 75% da carga horaria divididos entre estas trés areas com intuito de
conhecer as diversas fun¢des do SUS, sua importancia, € a atuacdo do médico veterinario. Os
outros 25% (240 horas) das atividades vividas na Satde Publica sdo direcionados ao NASF.
As atividades acompanhadas abaixo foram realizadas no municipio de Recife, Pernambuco,
durante o primeiro ano de residéncia, excepcionalmente, ao invés de dividir nos dois anos por

causa da pandemia e da organizacao dos distritos sanitarios.

2.1 Monitoramento

As Vigilancias Ambiental, Sanitaria e Epidemiologica também recebem e investigam
denuncias de civis dentro da area de alcance do Distrito II quanto a possiveis surtos de doengas,
maus tratos a animais, denincias de terrenos abandonados com pragas como mosquito da
dengue, e também de estabelecimentos.

O Distrito II ¢ responsavel pelo bem estar e seguranga das pessoas e animais domésticos
de 17 bairros: Alto Santa Terezinha, Agua Fria, Arruda, Beberibe, Bomba do Hemetério,
Campo Grande, Cajueiro, Campina do Barreto, Dois Unidos, Encruzilhada, Fundé&o,
Hipdédromo, Linha do Tiro, Ponto de Parada, Porto da Madeira, Peixinhos, Rosarinho e
Torredo.

Durante a atuacgao nas vigilancias foi possivel perceber que cada uma delas possui como
uma das suas principais fungdes o monitoramento seja de estabelecimentos, pessoas ou do meio
ambiente para que tudo esteja em perfeita harmonia com a protecdo da saide humana, do
saneamento basico e manutengao de servicos de qualidade.

Na Vigilancia Ambiental foi realizada a inspegdo de agua no programa VIGIAGUA.
Além de inspecdes ambientais para presenga de pragas como ratos, mosquitos da dengue e
dirofilariose e as larvas do mosquito Aedes aegypti em casas e estabelecimentos. E por isso
foram instaladas armadilhas como ovitrampas (para larvas do Aedes aegypti); “mechas” para
rios e corregos em bairros do Distrtito Sanitario II feitas a partir de gaze protegida e ligada a

uma corda (para coletar amostras tentando verificar a presenca de Vibrio cholerae). As
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atividades eram realizadas todas sob a supervisdo dos ASACES (Agentes de Saude Ambiental
e Combate as Endemias).

Na Vigilancia Epidemiolégica foram notificadas doengas e agravos no SINAN online,
sistema onde a ficha de reconhecimento do agravo (doenga ou acidente) sofrido pelo paciente
atendido na rede publica de satide ¢ encaminhada para a central administrativa e cadastrada no
sistema do SINAN (Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo). Geralmente as doengas
e agravos mais frequentes sdo as arboviroses como dengue, chikungunya e zika, e acidentes de
animais peconhentos ou venenosos como cobras e escorpides. Houve também o monitoramento
da vacinagdo antirrabica humana pos-exposicao, onde com a posse da ficha encaminhada pela
unidade de satude no qual os pacientes foram atendidos apds arranhadura ou mordedura de cao
ou gato, e onde o protocolo vacinal ou de soro foi realizado, a vigilancia epidemioldgica entra
em contato com os pacientes que por alguma razdo ndo completaram a vacinacao para saber o
que houve, se estdo bem, e se o animal ao qual foi exposto continua vivo apos o ataque.

Na Vigilancia Sanitaria o monitoramento ¢ mais direcionado para a qualidade e higiene
de estabelecimentos alimenticios (restaurantes, shoppings, supermercados, mercadinhos, etc),
estabelecimentos de salide como farmacias, clinicas, hospitais, e de locais que oferecam
servigos a populagdo que possuem o risco nocivo ao meio ambiente ou ao humano, como por
exemplo, as dedetizadoras. Portanto, foi acompanhado a fiscalizacdo também dos produtos
oferecidos nestes locais quanto a data de vencimento, armazenamento adequado, entre outros
detalhes. A vigilancia classifica os estabelecimentos entre: Baixo risco (saldo de beleza,
bomboniere, supermercados), Médio (farmacias) e Alto risco (controladoras de pragas,
hospitais e clinicas médicas) a saude humana. E de acordo com a classificacdo estes lugares
necessitam de licencgas, alvaras de funcionamento, entre outras medidas e pré-requerimentos

legais que dependem do aval da vigilancia na fiscalizacdo.

2.2 Vigilancia da Qualidade da Agua (VIGIAGUA)

Na vigilancia ambiental foi acompanhado a inspecao de agua no programa Vigilancia
da Qualidade da Agua para Consumo Humano (VIGIAGUA) , que trabalha pela fiscalizagio
de 4gua de canais, de rios para saber se hd algum patdgeno circulando na drea como no caso da
bactéria Vibrio cholerae, responsavel por causar colera (Figura 10). Também ha a vigilancia
de agua encanada nas escolas da rede publica ou particular, ou at¢ mesmo agua de pogos
artesanais e encanamento em residéncias. Sao separadas amostras, devidamente identificadas,
que sdo encaminhadas para o LACEN para analise da presenca de microorganismos

patogénicos, e para uma analise organoléptica e analitica da agua. No caso de dguas encanadas
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ou de pogos artesianos, a checagem do nivel de cloro € realizada durante a visita do ASACE
no local (Figura 11) As amostras coletadas sdo cadastradas no SISAGUA, sistema que ajuda a
manter dados atualizados para que sejam planejadas e tomadas agdes assertivas e em tempo

oportuno. (BRASIL, 2022)

Figura 10 - (A) Preparacao da “mecha” para captura de amostra de agua do Coérrego na
Encruzilhada (B) e (C).

Fonte: Almeida, 2021

Figura 11 - (A) Ficha de preenchimento sobre a coleta da agua com endereco, hora e data da
coleta, medicio de cloro no momento; (B) Coleta de agua encanada pela ASACE na area
externa de um condominio residencial; (C) Coleta de 4gua em poco artesanal de escola publica

para envio ao LACEN; (D) Maquina especifica medidor de cloro.

Fonte: Almeida, 2021
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2.3 Campanha de Vacinacao Antirrabica
Participagdao na Campanha antirrabica de 2021 no Distrito II , no Centro de Saude Dr.

Luiz Wilson no dia D da campanha (dia pré-determinado para que se realize a vacinagdo em
todos os distritos de Pernambuco ao mesmo tempo, com ampla divulgacio para a populagdo),
que ocorreu em 25 de outubro de 2021 (Figura 12). Também houve a participagdo em trés dias
em locais diferentes de pré-campanha em outubro de 2021, em que foi ofertada a vacinagdo
antirrabica antes do dia D.

Além da ajuda na aplicagdo de vacinas antirrabicas, preenchimento de carteirinhas e de
ficha de acidentes durante a vacinagao e do relatorio para prefeitura de quantos foram vacinados
no dia. Também foi possivel acompanhar e editar relatorios dos dados de quantos animais
foram vacinados nos anos anteriores € em quais microrregioes e bairros dentro do Distrito 11
para ajudar na organizagdo para a campanha de 2021.

Participagdao em duas pré-campanhas anti-rabicas em 2022, uma realizada pelo Distrito
I (DS 1), como visto na Figura 12. E a outra pela SEDA em parceria com o LAVIAN, tendo
um posto fixo no HOVET da UFRPE.

Figura 12 - (A) Campanha de Vacinag¢ao no DS II; (B) Campanha de vacinacdo no DS L.

Fonte: Almeida. 2021/2022

2.4 Acoes de enfrentamento a pandemia de COVID-19

Os residentes de varios distritos sanitarios foram acionados para ajudar a organizar junto
aos seus distritos postos de testagem de Covid 19 itinerantes. O distrito sanitdrio II, sede na
encruzilhada, organizou alguns dias de testagem no Alto Santa Terezinha (Compaz Eduardo
Campos) e também no Centro Comunitario (Associacao dos Moradores) de Dois Unidos.

Os residentes designados para ajudar nos locais ficavam preenchendo a ficha de
recepcao das pessoas que iriam testar, devidamente protegidos seguindo os protocolos de
segurancga, ¢ ajudaram também no preenchimento do aplicativo e-SUS notifica para cadastrar

as fichas das pessoas testadas no dia, junto a todas as informacdes necessarias e os resultados
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de seus testes para alimentar a plataforma, e ajudar na percepcao real dos nlimeros de casos de

Covid 19 (Figura 13).

Figura 13 - Residentes ajudando na organizacéo de posto itinerante na Associagdo de
Moradores de Dois Unidos.

Fonte: Almeida, 2021

2.5 Envio de amostras e distribuicio de materiais

Ao receber amostras no nivel central administrativo do distrito II, as mesmas eram
direcionadas pelos proprios ASACES aos laboratdrios de testagem. Ao LACEN, localizado no
Distrito I, foram encaminhadas as amostras de agua, de “mechas/armadilhas™ de lagos e
corregos (para pesquisa de Escherichia coli e Vibrio cholerae). Ou as amostras eram
encaminhadas a0 GVACZ (Geréncia de Vigilancia Ambiental e Controle de Zoonoses)
localizado no Distrito I, no caso: as ovitrampas de mosquitos da dengue para identificagdo e
estadiamento das larvas levadas em tubos com alcool (Figura 14).

Os ASACES localizados no nivel administrativo central também eram responsaveis
pela distribuicao de materiais requeridos pelas unidades basicas de saude ou para onde mais

fosse necessario em cada bairro sob jurisdi¢cao do distrito II.

Figura 14 - (A) Larvas de Aedes aegypti em tubo com &lcool; (B) ASACE realizando captura com
ovitrampa em residéncia parceira; (C) e (D) Ovitrampas com larvas de mosquitos presas reunidas
de todo DS Il entregues ao GVACZ.
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Fonte: Almeida, 2021

3. NASF (Nucleo de Apoio a Saude da Familia)

Acompanhamento das Unidades de Saude Basica (UBS) do Distrito II localizadas na
Bomba do Hemetério; Alto do Pascoal; Agua Fria; Santa Terezinha; Alto do Céu e Porto da
Madeira e parte da Mangabeira. As atividades foram mais centralizadas onde a Equipe do
NASF - AB 2.2 passava mais tempo na Upinha 24 horas Eduardo Campos, onde eram
realizadas reunides, acompanhamento psicoldgico e clinico de alguns pacientes. O DS II possui
ao todo trés equipes NASF-AB, e todas elas t€ém os profissionais: Assistente social;
fisioterapeuta; fonoaudidlogo; profissional com formacdo em arte e educacdo (arte educador);
nutricionista; psicologo; terapeuta ocupacional e meédico. Foram realizadas visitas a domicilios
a pacientes acamados ou com dificuldade de locomog¢do que solicitavam aos ACS (Agente

Comunitario de Saude) o agendamento (Figura 15).

Figura 15 - Visita a paciente idoso doente incapacitado de ir a unidade de saude.

Fonte: Almeida, 2021

28



29

CAPITULO Ill: CULTIVO E LINHAGENS CELULARES
APLICADAS NA BIOTECNOLOGIA E NO DIAGNOSTICO
VIROLOGICO DA MEDICINA VETERINARIA: REVISAO DE
LITERATURA



30

Cultivo e Linhagens Celulares Aplicadas na Biotecnologia e no Diagnostico Viroldgico
da Medicina Veterinaria: Revisdo de Literatura

Resumo

Objetiva-se com esta revisdo de literatura discorrer sobre cultivo e linhagens celulares
aplicadas na biotecnologia e no diagnostico viroldgico aplicado a Medicina Veterinaria,
servindo como um material educativo que possa auxiliar estudantes e pesquisadores que
trabalham com préticas laboratoriais em cultivo celular. A técnica de cultivo celular possui
relevancia na promoc¢do de avancos na salude humana e animal, principalmente devido ao
crescimento da ciéncia, inovacdo industrial e tecnologia mundial na atualidade, aprimorando o
diagndstico de doencas, formulacdo e testes de medicamentos, avanco das técnicas de
reproducdo e outras utilidades que auxiliam no controle e prevencdo de doencas
infectocontagiosas. As células para se desenvolverem adequadamente em meio artificial
precisam estar sob condigdes fisico-quimicas especificas e meios de cultura ideias, aliados a
escolha das células utilizadas para cada diagndstico dependendo da predilecdo do patdgeno
estudado. No campo da Medicina Veterinaria a técnica de cultivo celular é utilizada para
diversos estudos, principalmente para o Virus da Parvovirose Canina, Virus do Ectima
Contagioso, Circovirus, Lentivirus e Diarreia Viral Bovina e, mesmo sendo primordial para
estudos diagndsticos e principalmente para o aprimoramento de medidas de controle e
prevencdo efetivos. O conhecimento sobre os diferentes tipos de linhagens celulares utilizados
para o isolamento dos virus que acometem animais domésticos, de producdo e silvestres é
imprescindivel para todos os profissionais que atuam no desenvolvimento de métodos de

diagndstico, producédo de vacinas e biotecnologia.

Palavras-chaves: Cultivo celular, Virologia veterinaria, Técnica padréo-ouro, Producdo de

vacinas.

Abstract

The objective of this literature review is to discuss cell culture and cell lines applied in
biotechnology and virological diagnosis applied to Veterinary Medicine, serving as educational
material that can help students and researchers who work with laboratory practices in cell

culture. The cell culture technique has relevance in promoting advances in human and animal
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health, mainly due to the growth of science, industrial innovation and world technology today,
improving the diagnosis of diseases, formulation and testing of medicines, advancement of
reproduction techniques and other utilities that help in the control and prevention of infectious
diseases. The cells to develop properly in artificial media need to be under specific
physicochemical conditions and ideal culture media coupled with the choice of cells used for
each diagnosis depending on the predilection of the pathogen studied. In the field of Veterinary
Medicine the cell culture technique is used for several studies, mainly for Canine Parvovirus,
Contagious Ecthyma Virus, Circovirus, Lentivirus and Bovine Viral Diarrhea, and even being
primordial for diagnostic studies and mainly for the improvement of effective control and
prevention measures. Knowledge about the different types of cell lineages used for the isolation
of viruses that affect domestic, farm and wild animals is essential for all professionals working
in the development of diagnostic methods, vaccine production and biotechnology.

Keywords: Cell culture, Veterinary virology, Gold standard technique, Vaccine production.

1. INTRODUCAO

A técnica de cultivo celular ao longo dos anos se tornou relevante e presente no dia a
dia, mediante ao crescimento da ciéncia, inovacdo industrial e tecnologias biol6gicas do
mundo. O cultivo celular esta relacionado a avancos nas inovacgdes do mercado de satude como
diagndstico de doencas, formulacdo e testes de medicamentos, avanco das técnicas de
reproducéo e outras utilidades que auxiliam no controle e prevengdo de doencas infecciosas
(BARBOSA et al., 2015).

O cultivo de células consiste na manutencdo de células de tecidos animais in vitro em
um meio de cultura balanceado que conserve 0 maximo das caracteristicas da célula como
citado por Castilho et al. (2008) e Waeny (2016). O sucesso do cultivo depende do meio de
cultura, e historicamente o primeiro meio de cultura surgiu antes mesmo do desenvolvimento
da técnica de cultivo, no inicio do século XX por volta de 1882 quando Sydney Ringer criou
uma solucdo salina que tinha uma composi¢do proxima ao dos fluidos corporais, chamada
assim de Solucdo de Ringer. O pesquisador Ringer testou essa mimetizacdo dos fluidos ao
retirar o coracdo de sapos e fazé-los continuar batendo apds ressecc¢do e remogao dos corpos
dos animais, esse foi o inicio do cultivo celular in vitro a partir de células animais (GORDON
e SPIEGEL, 2020).

Posteriormente, houve o surgimento de outras solugdes salinas, a exemplos da solugéo

de Hanks, solucédo de Locke 's. Todas estas solu¢des eram balanceadas com glucose, nutrientes,
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pH, porém tinham suas limitacGes em manter as células dos tecidos dos animais vivos por mais
do que algumas horas, raramente com mitoses, portanto por anos ndo se teve experimentos com
sucesso notorio, até que em 1907, surge entdo um experimento realizado por Harrison, no qual
conseguia manter com sucesso fluido linfatico e fibras neurais de sapos por semanas, com
crescimento aparente de células (YAO e ASAYAMA 2017).

Em 1912, o cientista francés Alexis Carrel, fez um experimento com células
embrionarias de galinhas fazendo-as durar um longo prazo a partir da troca frequente do meio
contendo plasma de sangue ao invés de fluido linfatico, sendo futuramente creditado como
cientista de grande contribuicdo na criacdo de frascos de cultura celular para um método
asséptico; frascos e método utilizados até os dias atuais (CARREL, 1923; AMBROSE, 2019).

Durante os anos seguintes, diferentes meios de cultura foram desenvolvidos com outros
testes e tecnologias para o refinamento da técnica celular. O periodo de maior avango cientifico
nesta area foi entre 0s anos de 1940-1960, inclusive com a producdo de vacinas contra
poliomielite (THORPE, 2007; VERMA et al., 2020).

Em 1951 foram desenvolvidas as células Hela a partir de tecido tumoral por George
Gey, e em 1962 as células VERO provenientes de rim do macaco-verde africano, as duas sdo
amplamente utilizadas, e sdo apenas exemplos dentre tantas outras linhagens celulares
desenvolvidas a partir de células de mamiferos. Entre seus maultiplos usos ja citados, na
virologia e biologia molecular uma das maiores func@es do cultivo celular é a producéo de
virus para vacinas, producdo de horménios e cultivo de células-tronco (ALVES e
GUIMARAES, 2010).

Diante do crescimento da ciéncia, inovacao industrial e tecnologia, em especial para a
técnica de cultivo celular, objetiva-se com esta revisdo de literatura possibilitar conhecimento
sobre cultivo e linhagens celulares aplicadas na biotecnologia e no diagnostico virologico
aplicado a Medicina Veterinaria, desde a descoberta até os avangos mais recentes nas
pesquisas, promovendo um material que possa auxiliar pesquisadores que trabalham com

praticas laboratoriais em cultivo celular.

CULTIVO CELULAR

O cultivo celular primario para ser desenvolvido precisa ser realizado a partir do isolamento
de 6rgdos frescos de embrides; partes de 6rgaos ou ainda a partir de células primarias de tecidos
de animais. E pode ainda ser classificado em cultivo celular em monocamadas ou cultura de
células em suspensdo (VERMA et al., 2020).

As células para se desenvolverem em meio artificial adequadamente precisam estar sob
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condicdes fisico-quimicas em harmonia, como por exemplo: regulagem de pH, temperatura,
pressdo osmotica. Além de serem nutridas com aminoécidos, suplementos, horménios,
fornecimento de gases (COz e Oy).

A cultura celular realizada a partir de érgdos (primaria) ndo perdura por longos periodos,
ja que as ceélulas extraidas os 6rgdos in vivo funcionam de uma forma e in vitro se comportam
de outra (ANTONI et al., 2015); visto que se trata de um meio produzido sinteticamente, além
de outros fatores que s6 um ser vivo pode oferecer como exemplo: interacdo entre 6rgaos,
ligacdes nervosas. As células primérias possuem replicacdo mais lenta, mesmo assim, sao
utilizadas de forma rotineira para avaliar propriedades de células e para examinar a acdo de
agentes externos como drogas e seu metabolismo,por exemplo avaliar a citotoxicidade nas
células (GONGCALVES e SOBRAL, 2020).

Células primérias que sdo obtidas a partir de tecidos de 6rgdos através de desagregacdo
mecanica, enzimatica ou ainda quimica sao estimuladas a crescer em recipiente de vidro ou
plasticos adequados. Ao serem suplementadas com meio de cultivo, geralmente sao
heterogéneas, apresentam baixa taxa de crescimento e possuem a vida limitada, mas séo
bastante utilizadas pela proximidade da reproducéo da atividade celular in vitro. A estrutura
morfoldgica dos tipos celulares mais utilizados séo: epiteliais; epitelidides; tipo conjuntivo ou
ainda tipo fibroblastos (FRESHNEY, 2010).

Como as células primarias possuem caracteristica finita, os pesquisadores desenvolveram
ao longo dos anos as linhagens celulares que teriam um caréater de proliferacdo ilimitada. Desta
forma foram produzidas linhagem de células continua e a chamada linhagem de células
transformadas. Ja as células secundarias sdo subculturas comumente vistas nas passagens
celulares (FRESHNEY, 2010).

Com os avancos tecnologicos na area da biotecnologia, o cultivo celular 3D foi introduzido,
sendo amplamente utilizando por permitir que as células interajam em todas as suas dimensdes
simulando um ambiente in vivo, permitindo assim maior viabilidade, diferenciacdo e
crescimento celular, comparado aos modelos em 2D (ANTONI et al., 2015; PAMIES e
HARTUNG, 2017).

Outro fator importante para manutencéo do cultivo celular, e que foi um marco de diferenca
junto com o uso do método asséptico € o uso de antibiotico e fungicida nos meios para impedir
o0 crescimento de bactérias, micoplasmas e fungos, mas ha alguns microrganismos que ja sao
resistentes ao antibioticos mais ultizados que sdo a penicilina e a estreptomicina, além da
anfotericina para fungos (ALVES e GUIMARAES, 2010; RYU et al., 2017). Ha também

efeitos colaterais, como citados por Ryu et al. (2017) na diferenciagéo celular que pode estar



associado ao uso de antibioticos nos meios.

Soro Fetal Bovino

O meio de cultura além de requerer fatores importantes como aminoacidos e outros
nutrientes para o crescimento e metabolismo celular, precisa também de um elemento
imprescindivel que é o sumplemento de soro de fonte animal. O mais utilizado é o Soro Fetal
Bovino (SFB), existem outros tipos de soro também, mas o mais completo € SFB que tem
muitos componentes, dentre eles: proteinas, aminoécidos, lipideos, horménios, entre outros
fatores necessarios para manutencdo, adesdo, fixacdo e proliferacdo celular. Uma das
desvantagens do uso deste soro € a questdo ética e do bem estar animal ja que se utiliza o feto
vivo para extragdo do soro. (GSTRAUNTHALER et al., 2013; NASCIMENTO, 2016)

Lembrando que ha técnicas e também a depender do tipo celular em questdo que exigem
pouco uso de soro fetal bovino, ou ainda, pouco soro sintético com proteina animal. (LEMME,
2016).

Tipos de linhagem celular

As células de linhagem continua preservam algumas caracteristicas do tecido de
origem, sao portanto homogéneas e bastante proliferativas “imortais”. Como exemplo, pode-
se citar células de adenocarcinoma cervical humano, HelLa citadas anteriormente como a
primeira linhagem de sucesso da histéria e muito utilizada atualmente, como por exemplo, em
atividades anti-tumorais (BARBOSA et al., 2015).

Ja as células transformadas sdo aquelas com padrGes tumorais, que apresentam
mudancas que diferem morflogicamente de caracteristicas do tecido original e geneticamente
causando assim sua propagacdo descontrolada. Um exemplo de células da linhagem seria a
HEK?293, células de rim humano modificadas pelo adenovirus humano tipo 5 (Ad5), utilizadas
na testagem de proteinas recombinantes (GONCALVES e SOBRAL, 2020).

Linhagens aderentes x linhagens em suspensdo

As células epiteliais provenientes de tecidos solidos geralmente crescem em
monocamadas de células aderentes, pois dependem disso para se proliferarem no fundo do
recipiente (NEMA e KHARE, 2012). Ja as células que formam as linhagens de suspensdo nao
necessitam da ancoragem ou interacdo para proliferarem, um exemplo de células desta
linhagem sdo as hematopoiéticas (NEMA e KHARE, 2012).

Tipos de celulas utilizadas nas linhagens
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As ceélulas utilizadas em cada estudo ou pesquisa sdo selecionadas de acordo com as
suas particularidades que cada uma expressa (citogenética), seja de excretar tal substancia ou
de ter afinidade com o patégeno que irdo inocular nos cultivos celulares (susceptibilidade viral),
ou ainda de acordo com o crescimento celular. Tudo isso deve ser levado em consideracao
antes do cultivo celular (SEGERITZ et al., 2017) (Tabela 01).

As vantagens e desvantagens das células estdo relacionadas ao fato de serem aderentes
ou ndo, células primarias ou de linhagem secundaria continua ou transformada. As células
primarias aderentes sdo mais limitadas e sensiveis ao estresse causado ao meio, além de serem
mais trabalhosas de se obter (MERTEN, 2015). Ja as células de linhagem sdo mais duradouras,
resistentes e ilimitadas (MERTEN, 2015).

Cultivo celular aplicado a Virologia Veterinaria

Ao longo dos anos o cultivo celular tem sido bastante utilizado para o diagndstico viral
de algumas enfermidades na medicina veterinaria, como por exemplo, para identificar o virus
da raiva em bovinos e caninos, o virus da parvovirose canina, Orf (virus do Ectima contagioso),
Circovirus em suinos, purificacdo de lentivirus, para identificagdo de BVDV (Diarreia Viral
Bovina) além de virus respiratério que acometem a espécie bovina (ANGELO et al.,1988; HU
etal.,2019; LOHERT et al., 2020; MOREIRA, 2021; RICHER, et al.,1988; SANTANA, 2021,
TAMURA, 2017). Além da identificacdo de patdgenos, a técnica de cultivo celular que €
padrdo ouro para identificar a maioria dos virus, uma vez que alguns ndo se desenvolvem bem
no cultivo,como alguns virus intestinais, também ¢é utilizada para a producdo de vacinas
(KENNEDY, 2005).

A escolha das células utilizadas para cada diagndstico depende do 6rgao-alvo em que
0 patdgeno se aloja, pois a pretensdo € mimetizar este ambiente para que o virus produza seu
efeito citopatico caracteristico, ou chegar o mais proximo possivel (com alta sensibilidade e
especificidade). No caso da Raiva, o0 virus tem tropismo principalmente por tecidos neurais e
também se dissemina em outros 6rgaos por isto as células de escolha sdo a N2A (neuroblastoma
murino) e BHK-21 (rim de hamster) (KANITZ et al., 2015).

Quanto ao Parvovirus canino, as células escolhidas sdo as MDCK, que também podem
ser usadas no diagnostico de doencas respiratdrias como Influenza A e B em cdes (KAUR et
al., 2015).

No caso do Circovirus Suino (PCV2) e da Peste Suina Classica (PSC) a célula de
selecdo é a PK15 (HU et al.,2019). Para o lentivirus de pequenos ruminantes destaca-se 0 uso

de corneas fetal caprina (CorFC) para alcangar a producdo de antigenos ( OLIVEIRA et al.,
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2008) e para identificacdo do ORF virus (SANTANA, 2021). Jaa MDBK, o ultimo tipo celular
é usada no diagnostico de Herpesvirus bovino tipo 1 (ZHU et al., 2016) ou ainda para o
isolamento de BVDV (QUEIROZ, 2017; WOAH, 2018).

Cultivo celular: manutencéo das linhas celulares

Passagem celular ¢ um subcultivo utilizado quando as células atingem uma alta
confluéncia em torno de 80% nos frascos em que se encontram e para que se tenha uma
quantidade maior das células ja existentes. Por isso, sdo realizadas passagens em diferentes
frascos para manutencdo das células para sua futura inoculacdo viral ou qualquer outro
propdsito que venha a ser utilizado (SEGERITZ et al., 2017).

As trocas de meios devem ser realizadas quando as células atingem o nivel maximo de
confluéncia no recipiente em que estdo, ou a depender de tipo celular como no caso de algumas
células em suspensédo antes mesmo disto, impedindo que elas realizem apoptose uma vez que
ndo ha mais espaco para crescimento, ou quando ha escassez de meio para supri-las. Desta
forma, ao se realizar passagens consequentes, as células vivem longos periodos e se
multiplicam em populactes diferentes (GONCALVES e SOBRAL, 2020; VERMA et al.,
2020).

O crescimento celular pode ser dividido em quatro fases: fase Lag ou de adaptacéo; fase
Log ou exponencial, onde as células crescem rapidamente; fase estacionaria; e a fase de
declinio celular, onde as células comegam a realizar apoptose, com morte celular predominante.
Alguns fatores como a expressao proteica, disponibilidade de nutrientes e substratos e
morfologia podem interferir durante as fases de crescimento (VERMA et al., 2020).

Para que ocorra a conservacao e preservacdo da homeostase celular por anos, realiza-
se a técnica criopreservacao. Criopreservacao é a técnica que permite congelar uma fracdo de
uma linhagem celular que pode ser mantida por até trés decadas, para que seja utilizada no
futuro. A técnica empregada é o congelamento lento em temperaturas de -196°C no nitrogénio
liquido. O congelamento é realizado de forma lenta para que a integridade celular ndo seja
prejudicada, e portanto, ndo interfira na viabilidade das células (ALVES e GUIMARAES,
2010).

Viabilidade celular
Corantes como o Azul de Tripano conseguem mostrar a viabilidade celular realgcando
quantas celulas estdo vivas, e quais tiveram perda na integridade de suas membranas celulares.

E muito importante avaliar a viabilidade celular, pois ela determina se a execucio da técnica
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foi de éxito, obtendo células saudaveis, que apesar de sofrerem com a citotoxicidade devido
aos produtos quimicos usados durante o cultivo, obtiveram sucesso em sua mitose (replicacao
celular) (VERMA et al., 2020).

Manejo do ambiente laboratorial

Entre outros fatores que interferem no sucesso de um cultivo celular, um deles é o
ambiente externo. Por isso, os laboratorios que realizam este tipo de técnica devem ser
devidamente limpos regularmente e organizados. Produtos utilizados de forma mais rotineira
como adjuvantes da limpeza sdo o hipoclorito e o alcool a 70% por serem excelentes na
eliminacdo de microrganismos. O material de limpeza deve ser exclusivo para a area de cultivo
(GONCALVES e SOBRAL, 2020).

Além do ambiente, as maquinas que entram em contato com as garrafas de cultura,
meios, e outros materiais como o fluxo laminar, a incubadora de CO. devem ser devidamente
limpos e checados regularmente quanto a sua esterilizacdo. o que precisar ir a estufa de
autoclave, precisa seguir as normas de seguranca e limpeza também (GONCALVES e
SOBRAL, 2020).

O controle de microrganismos deve ser feito para evitar contaminacdes nas culturas, e
segundo Gongalves e Sobral (2020) isso é feito através de culturas para fungos e bactérias no
ambiente e nas maquinas previamente aos cultivos e durante 0s mesmos para que se mantenha
um padrdo de fiscalizagcdo, biosseguranca e qualidade do trabalho feito. Uma das
contaminag¢des mais comuns de microorganismos mais complexos (virus também sdo
complexos) é a de Micoplasmas, que sdo bactérias que ndo possuem parede celular, muito
pequenas e dificeis de detectar além de algumas poder causar alteracGes as células sem causar
a apoptose celular (DREXLER e UPHOFF, 2002).

pH, Temperatura e CO:. no cultivo

O pH pode ser regulado através da adi¢do de solugdes com substancias alcalinas ou
acidas. Alguns meios ja vém com reguladores de pH. A adicdo do gas CO. é realizada nos
biorreatores ou estufas/incubadoras de CO. (SEGERITZ et al., 2017).

A temperatura deve ser controlada através de incubadoras termostaticas ou até mesmo
0 uso de biorreatores no caso de células mais sensiveis, pois tem um controle de temperatura
mais rigoroso. Lembrando, que cada linhagem celular tem seu protocolo adequado (VERMA
et al., 2020).
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CONCLUSAO

O cultivo de células é um importante recurso de diagndstico de doencas, de criacdo de
produtos atuais no mercado da medicina, e também de rastreio de patogenos. As células
envolvidas na técnica possuem particularidades, afinidades por patégenos, vantagens e
desvantagens para se trabalhar com as mesmas. Além da manutencdo delas que deve ser
altamente controlada e padronizada, mesmo assim, o conhecimento da técnica € inevitavel e

imprescindivel, portanto serd cada vez mais visto e aplicado no futuro.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Quanto ao programa de residéncia vale ressaltar a sua importancia para construcao de
uma carreira profissional mais solida, direcionado a uma especialidade, e de onde nascem
muitos frutos profissionais e pessoais.

A técnica de cultivo celular e as diferentes linhagens celulares sdo de extrema
importancia para a Biotecnologia na area de saide humana e na medicina veterinaria. O seu
aprimoramento ao longo dos anos proporcionou para a biologia molecular e para virologia
diagndsticos mais precisos e produtos mais eficientes.

O sucesso da técnica de cultivo depende de muitos fatores internos e externos, desde a
pratica asséptica da execucdo, como temperatura, pH, controle de microrganismos no ambiente,
até a utilizacdo de linhagens corretas de acordo com o objetivo que pretende-se alcancar. O
cultivo pode necessitar de baixa quantidade de soro fetal ou n&o, mas sempre requer
suplementos e cuidados diarios de acompanhamento destas células.
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Tabela 1. Tabela apresentando os tipos de linhagens celulares, uso, origem, propriedades e organismo mais utilizadas na biotecnologia de cultivo

celular.
Linhagem celular Origem Propriedades Organismo Uso convencional
H1, H9 Células-tronco embrionarias Aderente Humano Medicina regenerativa
HEK-293 Rim embrionario transformado com adenovirus Aderente/Suspensao Humano Investigagdo para adenovirus associado
Células Epiteliais da cérvice (adenocarcinoma) Aderente Humano Estudos de clonagem, quimioterapia, vacina contra
HelLa Poliomielite
HL 60 Células de leucemia promielocitica humana Suspensao Humano Formacéo e fisiologia de células sanguineas
MCF-7 Cancer mamario Aderente/Suspensao Humano Pesquisa cancer mamario
A549 Cancer de pulméo Aderente Humano Estudos de drogas para o pulméo
CHO Ovidrio Aderente/Suspensao Hamster Chinés Proteinas terapéuticas; Replicacdo in vitro de virus da
raiva
Vero Células epiteliais do rim Aderente Macaco Verde Africano Producdo de vacinas: antirrabica, sarampo, anticorpos
monoclonais, identificagdo de virus como Newcastle
Células de Rim de macaco, semelhantes a Aderente Macaco Verde Africano  Analise de genes esteroidogénicos
Cos-7 fibroblastos
3T3 Fibroblasto Aderente Rato Transfecgdo de DNA
BHK21 Fibroblasto Aderente Hamster Sirio Veterinaria: WOAH diagnostico viral
producdo vacina antirrabica
MDCK Aderente Cachorro Producdo de vacinas veterinarias como a raiva;
Células Epiteliais diagnostico influenza A e B; identificagdo parvovirus
MDBK Células de Rim do bovino-mandarim Aderente Bovino Veterinaria: WOAH diagnostico viral para varias
patologias como BVDV, BoHV-1, producéo vacina
antirrabica
PK 15 Células de rim de Suino Aderente Suino Veterinaria: WOAH diagnostico viral como PSC,
replicacdo de circovirus suino
El4.1 Células-tronco embrionérias (rato) Aderente Rato Estudos gendmicos
COS Rins Aderente Macaco Estudo do Virus do macaco 240; proteinas recombinantes
DT40 Célula de Linfoma Suspenséo Galinha Reparacdo do DNA; diversificacdo de imunoglobulinas
GH3 Tumor Hipofisario Aderente/Suspensdo Rato Estudos de tumores; Supressdo hormonal
L6 Mioblasto Aderente Rato Estudos com glicose
CorFC Cornea Fetal Aderente Caprino Veterinaria: Producdo de antigenos; ORF virus

Fonte: Adaptacdo baseada em VERMA et al., 2020 ; BARBOSA, et al., 2015; ZHU et al., 2016 (MDBK) e HU et al., 2019 (PK15), OLIVEIRA, 2008 (CorFC); WOAH, 2018.
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Abstract

Background and Aim: Despite worldwide case reports, including Brazilian cases, no frequency study on infection of pets
by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been conducted w date in Brazil. Accordingly, the
present study was aimed 1o asseas dogs and cats belonging to positive owners in Recife, Northeastern Brazil.

Materials and Methods: This was a longitudinal prospective study on dogs and cats in the city of Recife whose owners
were in isolation at home due to a confirmed laboratory diagnosis of SARS-CoV-2 through reverse-transeriptase polymerase
chain reaction (RT-gPCR). Oral and rectal swabs from the pets were tested for the presence of SARS-CoV-2-specific RMA
by means of RT-gPCR.

Results: Among the pets tested, 0716 dogs and 2'15 cats were positive for SARS-CoV-2, Interestingly, the two positive
cats wene owned by two unrelated asymptomatic veterinary stadents, which, therefore, post a waming to veterinarians
worldwide.
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Resumo. A erligu ity ma ¢ uma enfermidade infecciosa de cardter
zoondtico com distribuich dial, transmitida por carrapatos da espécie Riipicephalus
sanguineus que carreiam a Ehrlichia canis, bacténia responsidvel pela doenga. A doenga
apresenta trés fases: aguda, subelinica e crdnica cuja abordagem terapéutica e diagnistico
acurado dependem diretamente dessas fases da doenca. As téenicas de diagndstico se
baseiam em andlise direta do sangue, biologia molecular ¢ também na presenca de
anticorpos. Neste estudo foi realizada uma andlise comparativa da eficicia diagndstica
entre as téenicas de Ensalo imunoenzimdtico (ELISA) ¢ Reagiio em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR) com o diagnbstico clinicohematoligico. Através da andlise da
presenca de material gendtico de E. canis ¢ da detecgdio de anticomos anti-1eG de Ehrlichia
spp.. em amostras de sangue de 49 cdes da regifo metropolitana de Recife, PE. Os
resultados da comparacdo entre 0s exames clinicohematoldgico com os de ELISA foram
divergentes em 33% dos casos. Além disso, dos dois métodos (ELISA ¢ gPCR), concluiu-
se que qPCR apresentou ser o método mais sensivel quando utilizado na fase aguda da
doenga. O ELISA mostrou-se essencial para uma avaliagio tardia da doenga, com uma
quantidade muito reduzida do patdgeno, mas apresenta anticorpos especificos para a
doenga, reduzindo a possibilidade de resultados falso—twgauvos Alkém disso, a
confiabilidade no exame clinico, mesmo aliado ao h logico, em especial a ¢

de plaquetas, nio pode ser considerada defimtiva, sendo de grande importincia associar

outros testes diagndsticos para & compl idade do diagnéstico. Dessa forma, nos
nossos resultados ficou claro a importincia da utilizago de testes complementares para a
elaboragio do diagndstico seguro da doenga.

Palavras-chave: Erliquiose, canino, infecgiio, ELISA, qPCR
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INTRODUCTION
\WEh e highest mortalty rate among infectious diseases in e workd fara
Rabies is resporsibe for at least 53,000 human deaths per year, with e — -
iis majorty ocowming in undeveloped countries. Dog bies ane e 1 =
main casse of Rabies iansmission o humans in the wban aeas, .

1P

and Rs prevention s readly achieved by animal vaccination
campaigns.

OBJECTIVES

This study aims o aralyze daty fom cases repored as severs e
exposure of humares. bo rabees .

-]
PEEIEG

MATERIAL AND METHODS

Epideminlogical data from huoman exposure ases recefed by the
Inzal healh authonty was obiained fom e Health Deparmant of
Canarng ared analymed by redative freguency distribution S

RESULTS AND CONMCLUSIONS i

Ouwr study shows Taf among acoidents reporied imwolving amimal
aggression ard classied a5 sevens in the year of 2021 in e oty of
Cananu, Pesnambuoo, S majorty were caused by dogs (65.9%), and
jolowed by cals (334%) wih 91.2% of repored aggressions
happening in the urban area. Conceming the type of lesion and e
site of e wound, the data showed multiple [49% | and single kesions
[45.4%) mumerically close and not relaled o the type of animal
irvolved. The wound site dala showed that above BD% of e
registensd cases did not vohve the exiremiles of mucosa, whene S
lesions ane considersd mone sevene due o the ncreased rsk of vius
migration i the ceniral nensas system. However, among the cases
irreoliing extremBes of the body (head and hands) or muoosa, the
hands Fad T higher number of reporied cases (456%), probably due
io the sei-deferse a@iude. Taken ogether the evaluation of
epideminiogical data showed that, the high number (1,256 ) of ol
reporsd sevens cases of human exposure fo Rabies, mainky imvobesd
dogs [EE.9%| in the urban ansa (91.2%), and taking indo oorsideralion
that mo cases of human or animal Rabkes was reporied in Fe year of
2021 for the cRy of Cansaru, R i possibie o demonsiaie the
mporiance of animal mass vaconalons as a means of Rables
prophylaxis in the wban area worldwide, and the recessity o continue
io apply and imp policies. for p on of Tis falal disease in
Erazil.
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INTRODUCTION

Rables is a lethal zoonoss that aSects mammals and
mpacts public health worldwide

OBJECTIVES

This work aimed to conduct an epsdemiologicad study of
Rabies in the state of Pernambuco $om 2017 1o 2021, and
1o establish a heath education peogram at the Veterinary
Hospital (HOVET) of the Federal Ruwral Unhersiy of
Pernambuco (UFRFPE)

MATERIAL AND METHODS

Using data provded by the State Department of Health we
were able o analyze e impact of Rables in the Stale of
Pemambuco, and in addition, a health educason program
was implemented at the Veterinary Hospital of UFRPE %
guide and evaluate the peecepsion of guardans about Twe
disease, using guestionnaire afler the ethical commitiee
authornzation
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RESULTS AND CONCLUSION

Data from 2017 to 2021 show $he occurence of Rables In severad
mammalian spedes. Betwoen 2017 and 2021, there wese 8 repors,
with & dogs and 3 cats In Pernambuco, among these 1 positive cat in
he capital city of Recile in 2017, e same case that generated a
posfive human rables case. In 2021 was cbserved the highest rate
with 2 positive cats and 3 positve dogs In Pemambucao, probably due
0 a lower vacchation range during e pandemics. The survey
conducted at HOVET, 32 questonnaies were appied with guardians
where 100% (32/32) knew about the disease and considered it
important 1o peotect thekr animals agains! infectcus diseases. Most of
e Mervewees had more than 2 ankmais that were rescued from the
streets. From the answers we highilght that among the inlerviewees
T8.12% (25/32) had a waccination profocol, where 53.12% (17/32)
vaccinaled for rabies and 34.37% (11/32) vaccinated both for ables
and ofher vrus dseases, and 12.5% (4/32) dd not receive any type of
waccine. Regarding where the vaccines were taken, more fhan haif of
e animals, 56.45% (18/32), received & In Voterinary Clinics, and the
rest from other locations. Approwmately 81.25% (25/32) had the
anrual booster and 59.37% (19/32) had it fom the Rables Campaign
oferod by e municipalties. The resuls demonsirate the Imponance
of cortinued health education wih the comemnity to ratfy the
importance of prevention against rables through animal vaccination.
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- 2010
’E - 2000
gg ? 2021
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