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este alcanga uma quantidade exponencial de 10° copias da fita molde. O processo é
realizado a uma temperatura constante entre 60 e 65°C.

Etapas do processo de detecgdo do teste LAMP. Apds a coleta de amostra (1), essa
amostra deve ser macerada € um mix com as enzimas e primers atuantes no processo
deve ser adicionado ao tubo. O tubo passa pelo processo de aquecimento a uma
temperatura constante (60-65°C) (3) para que a reagao ocorra. A detecgdo do produto
amplificado pode ser visualizado (3) de varias maneiras, dentre elas, a integragédo de
particulas coloridas ou fluorescentes acopladas ao molde de amplificagédo, que permite a
visualizagdo do produto amplificado no préprio tudo de reagdo, ou acoplamento de
particulas que gerem uma interagdo que pode ser identificada através de um teste de
fluxo lateral (LFA) ou através da aplicagdo em um chip sensor, que interpreta a mostra e
a transforma em mensuravel.

Teste de fluxo lateral e seus componentes: Sample Pad, Conjugate Pad, Membrana e
Absorbent Pad.

Mecanismo de reconhecimento anticorpo-antigeno da metodologia LFIA, formato
sanduiche, utilizando nanoparticulas de ouro coloidal.

Mecanismo de reconhecimento de &cidos nucleicos do teste NALFIA, com
reconhecimento de um produto amplificado via LAMP. A reagao LAMP nesse caso, &
realizada utilizando uma tag de biotina (B) acoplada ao primer FIP e apds 30 a 60
minutos de incubagdo a temperatura constante (60-65°C), se adiciona a reagdo uma
sonda marcada com uma tag de isotiocianato de fluoresceina (F) e a amostra é
incubada por mais 10 minutos ainda a temperatura constante. Por fim, é adicionado a
reacdo um buffer de detec¢do que contém anticorpos de coelho anti-tag de isotiocianato
de fluoresceina (G) acoplados a nanoparticulas de ouro coloidal. A deteccdo ocorre
apos a amostra percorrer a membrana do teste e a tag B se ligar a linha teste ao mesmo
tempo que a tag F se ligar aos anticorpos anti-tag F (G).

Mecanismo de reconhecimento de acidos nucleicos do teste NALF. Apds a amplificagéo,
o produto da amplificagdo (ou seja, o ss-amplicon, em verde e vermelho) é aplicado na
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coloidal). Apds aproximadamente 10 minutos, os amplicons sdo detectados através da
ligagdo de um anticorpo especifico para a sonda de captura.

Modelo de arquitetura de um biossensor. O bioreceptor reconhece produtos oriundos de
interacbes moleculares ou realiza uma interagdo com o proprio analito alvo, essas
interacdes sdo processadas por um transdutor, que pode ser de diversos tipos. O tipo de
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X 46 x 21mm. Ao entrar em contato com uma amostra sanguinea através do sensor, o
resultado € mostrado no visor do aparelho em até 10 segundos

Sensor Hemovet da empresa EFK Diagnostics para analise de hemoglobina e
hematdcrito. O sensor fica alocado no interior de uma aparelho analisador e é do tipo
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RESUMO

No cenario pdés-pandemia em fungdo do coronavirus 2019 (COVID-19), o uso de
testes rapidos que permitem um diagndstico precoce, sensivel e preciso para a
deteccdo de patégenos, mostrou-se extremamente eficaz na mitigagdo e controle
de doengas com elevado potencial de dano para a saude humana, além disso,
apresenta uma grande versatilidade, pois € uma ferramenta que vem sendo
explorada em outros setores. Os testes Point of Care (PoCT) permitem a redugao
do tempo necessario para obtengao de resultados, apresentam facilidade de uso e
interpretacdo dos resultados, além de serem sistemas de baixo custo de
desenvolvimento, objetivando caracteristicas como miniaturizagdo e portabilidade,
sem que haja perda de sensibilidade e precisdo de detec¢do. No agronegdcio o uso
dessas tecnologias ainda é bastante incipiente, com poucas empresas e institutos
de pesquisas focados no desenvolvimento e aplicagbes de diagndsticos, entretanto,
apresentando grande variedades de solu¢des para a detecgao de fitopatdégenos,
resisténcia a quimicos, organismos geneticamente modificados (OGMs), doencas
de animais, além do monitoramento da qualidade da agua, solo e alimentos.
Algumas tecnologias apresentam maior utilidade nesse setor, em especial
tecnologias que envolvam amplificagcdo isotermal, testes de fluxo lateral,
biossensores e a integracdo entre elas. Nos ultimos anos, o mercado do
agronegocio brasileiro vem apresentando uma tendéncia de crescimento para o
desenvolvimento de dispositivos PoCT em decorréncia da popularizagdo desses
tipos de testes e empenho por parte da pesquisa cientifica brasileira em
desenvolver tecnologias para este setor. Assim, o surgimento de Startups do ramo
e projetos de pesquisa envolvendo diagnosticos para a area Agro de empresas
brasileiras ja consolidadas, vém aumentando. Com isso, este estudo teve como
objetivo realizar uma revisdo sobre as principais metodologias utilizadas no
desenvolvimento de dispositivos PoCT para o setor Agro, uma novidade para o
Brasil. Além disso, realizar um levantamento, através de pesquisa extensiva na
literatura, analise de relatorios de analises de mercado de empresas especializadas
na area e analise de sites de empresas do ramo, buscando produtos comerciais
existentes de empresas estrangeiras que sao os principais players do mercado
brasileiro de diagndsticos atualmente, avaliando as tecnologias mais utilizadas e
suas aplicagcbes para o setor em questdo,permitindo pontuar perspectivas,
tendéncias e desafios deste mercado emergente.

Palavras-Chave: Point of Care, Diagnéstico, Agronegécio, Mercado.



13

ABSTRACT

In the post-pandemic scenario due to the 2019 coronavirus (COVID-19), the use of
rapid tests allowing for early, sensitive, and accurate diagnosis of pathogens has
proven to be extremely effective in the mitigation and control of diseases with high
potential harm to human health. Furthermore, it exhibits great versatility as a tool that
has been explored in other sectors. Point of Care (PoCT) tests enable a reduction in
the time required for obtaining results, present ease of use and interpretation of
results, and are low-cost development systems. They aim for characteristics such as
miniaturization and portability without sacrificing sensitivity and precision of
detection. In the agribusiness sector, the use of these technologies is still quite
incipient, with few companies and research institutes focused on the development
and applications of diagnostics. However, they present a wide variety of solutions for
the detection of phytopathogens, resistance to chemicals, genetically modified
organisms (GMOs), animal diseases, and the monitoring of water, soil, and food
quality. Some technologies are more useful in this sector, particularly those involving
isothermal amplification, lateral flow tests, biosensors, and their integration. In recent
years, the Brazilian agribusiness market has been showing a growth trend in the
development of PoCT devices due to the popularization of these types of tests and
the commitment of Brazilian scientific research to develop technologies for this
sector. Thus, the emergence of startups and research projects involving diagnostics
for the Agro sector by already established Brazilian companies has been increasing.
Consequently, the aim of this study was to conduct a review of the main
methodologies used in the development of PoCT devices for the Agro sector, a
novelty for Brazil. Additionally, it sought to carry out a survey through extensive
literature research, analysis of market analysis reports from specialized companies
in the field, and examination of websites of industry companies. The goal was to
identify existing commercial products from foreign companies that currently dominate
the Brazilian diagnostics market, evaluating the most commonly used technologies
and their applications for the relevant sector. This allowed for outlining perspectives,
trends, and challenges of this emerging market.

Keywords: Point of Care, Diagnosis, Agribusiness, Market.
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1. INTRODUGAO

O conceito de Point of Care Testing (PoCT) ainda n&do é completamente
estabelecido, podendo variar de acordo com o pais ou instituicdo. Em 2016,
enquanto a International Organization for Standardization (1ISO) trouxe o conceito
de PoCT, como um teste que é performado proximo ao local de atendimento, com
resultado que pode acarretar uma possivel mudan¢ca nos cuidados do paciente
(ISO, 2016), em 2017 a Uniao Europeia, por meio do regulamento 746/2017, trouxe
o conceito de Dispositivo de teste proximo ao paciente (Device NPT). Esse conceito
consiste em qualquer dispositivo que ndo seja destinado para autoteste, mas
destina-se a testagem fora dos laboratérios, geralmente proximo ou no local de
atendimento por um profissional de saude (Buchta et al., 2023).

No Brasil, apenas duas regulamentagdes trazem abordagem a respeito do
termo PoCT, ambas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as quais
s&d0 as unicas que regulam esse tipo de produto. A primeira, publicada em 2005,
traz o conceito de Teste Laboratorial Remoto (TLR) e a segunda, publicada em
2015, o conceito de PoCT: (I) RDC n° 302/2005: TLR é um “Teste realizado por
meio de um equipamento laboratorial situado fisicamente fora da area de um
laboratorio clinico. Também chamado Teste Laboratorial Portatil -TLP, do inglés
Point-of-care testing - PoCT”. (1) RDC n° 36/2015: PoCT é uma “Testagem
conduzida proximo ao local de cuidado ao paciente, inclusive em consultorios e
locais fora da area técnica de um laboratoério, por profissionais de saude ou por
pessoal capacitado pelo Ministério da Saude e ou Secretarias de Saude Estaduais
e Municipais”.

Uma crescente preocupacado com a saude humana fez com que instituicdes
de pesquisa voltassem o olhar para dispositivos mais simples, de baixo custo e que
atendessem o paciente no proprio local de atendimento, mais especificamente
durante 1980 (Lee-Lewandrowski; Lewandrowski, 2001). Com a finalidade de
reduzir o tempo de resposta do diagnostico de pacientes internados, alguns
hospitais nos EUA passaram a desenvolver seus proprios testes com tecnologias
para detecgdo rapida de glicose sem preparo ou aprovagdo de organizagdes
regulamentadoras (Fairclough et al., 1983; Lee-Lewandrowski; Lewandrowski,
2001). Essas alternativas eram cada vez mais requisitdas em areas médicas, visto
que até entdo a unica solugcdo era enviar amostras para laboratérios, o que
demandava muito tempo para a obtengdo dos resultados (referéncia). Com a
evolucad da metodologia e a certificacdo da sua eficiéncia, outros aparelhos e
dispositivos com a mesma finalidade foram desenvolvidos, a ponto de em 1995,
90% dos hospitais utilizavam algum tipo de testagem descentralizada (Altieri;
Camarca, 2001). Além disso, nos anos 2000, uma variedade de aparelhos para
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deteccdo de compostos volateis eletrolitos, glicose, hemoglobina, proteinas,
coagulagdo sanguinea, metabdlitos, entre outros, foram desenvolvido (Mor;
Waisman, 2000; Kozel et al., 2017).

Exames laboratoriais ainda sdo muito utilizados, principalmente em situacdes
em que nao ha sistemas mais praticos de detecgdo de moléculas e microrganismos
in situ. Métodos comprovadamente eficazes como Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA), Polymerase Chain Reaction (PCR), exames glicEmicos e exames
de detec¢do de compostos na urina e sangue sao realizados em laboratérios e por
profissionais qualificados, promovendo um resultado sensivel e especifico.
Entretanto, o avanco da tecnologia PoCT, permitiu que testes e exames fossem
adaptados e realizados por aparelhos e sistemas mais simples, rapidos, praticos,
portateis € na maioria dos casos mais baratos. Com isso, a tendéncia de nao
necessitar mais de um laboratoério para realizar esses testes € cada vez maior e ja é
uma realidade no Brasil e no mundo, permitindo que os laboratérios se
especializem em desenvolver esses produtos e toda a infraestrutura seja
direcionada para tal (Kozel et al., 2017).

Os diagnosticos PoCT possuem aplicagdo principal na area médica e de
diagnéstico clinico com direcionamento principal para a detec¢cdo de diversas
doengas humanas, também é a area que mais exige desenvolvimento acelerado no
desenvolvimento desse tipo de diagndstico, além de ser uma area extremamente
exigente quanto aos quesitos sensibilidade e qualidade dos diagndsticos. Os testes
PoCT possuem grande potencial de melhorar os servigos de saude, pois 0 acesso a
essas tecnologias de facil manuseio e baratas, permitem uma tomada de decisao
mais prudente (Drain et al., 2014), tanto na area da saude humana e setor
farmacéutico quanto para uso doméstico, e sdo utilizados para detectar uma
enorme gama de doengas humanas como COVID-19 (Rezaei et al., 2021), doengas
cardiovasculares (Santos, 2021; Verdu et al., 2012; Johann, 2023), doencgas
hepaticas Gassé de Campos et al., 2003), monitorar o perfil lipidico (Xavier et al.,
2019) entre diversos outros.

As tecnologias PoCT ja sdo amplamente difundidas, principalmente na saude
humana, com isso, seu uso em outros setores tem apresentado um crescimento
elevado, em especial no setor Agro, o que foi possivel perceber com a execugao
deste trabalho.

Uma revis&o sobre as principais metodologias utilizadas nesse setor, como a
metodologia de amplificagdo isotermal, em especial a tecnologia Loop-mediated
isothermal amplification (LAMP), a tecnologia de teste de fluxo lateral e a tecnologia
de biossensores, além da integracdo destas metodologias, permitira uma maior
compreensao dos dispositivos comercializados atualmente.

Essas metodologias tém sido utilizadas para deteccdo de importantes
fitopatogenos, doencgas animais, identificagdo de organismos geneticamente
modificados, monitoramento da qualidade da agua, do solo e de alimentos,
possuindo portanto, aplicagdo na agricultura, veterinaria e outras areas do setor
Agro. Ademais, uma visao sobre os presentes avangos, perspectivas e tendéncias
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do mercado brasileiro, permitira uma compreensdo mais detalhada sobre essa
tecnologia no agronegocio.

2. METODOLOGIA

Uma revisao sobre as principais tecnologias destinadas para o setor Agro
permite compreender a versatilidade dessa ferramenta, para isso, uma pesquisa
extensiva na literatura permitiu a identificacdo de diversos estudos realizados no
Brasil e no exterior do pais envolvendo o desenvolvimento de tecnologias PoCT.
Além disso, uma visao do mercado atual desta ferramenta no Brasil € necessaria
para reconhecer quais sdo suas perspectivas e tendéncias, assim como concluir
que € um mercado emergente. Para isso, buscas na literatura foram realizadas
neste trabalho, objetivando extrair informag¢des sobre as principais metodologias
utilizadas, suas aplicagdes e uma comparagao entre elas, assim como identificar os
principais produtos comerciais existentes e suas respectivas empresas
desenvolvedoras através de uma analise de seus respectivos sites, com enderegos
eletrbnicos (tabela2). Para obter informacdes de mercado, relatérios de empresas
que realizam analises de mercado desta ferramenta foram consultadas para
identificacdo das empresas do ramo de diagndstico PoCT e seus produtos, além
disso, uma consulta ao relatorio de 2023 da Radar Agtech permitiu realizar um
levantamento sobre empresas e startups brasileiras (tabela 3) que possuem
produtos ou projetos para o setor em questao.

2.1. Amplificagao Isotermal

A amplificacao isotermal de acidos nucleicos € um processo simples, rapido
e eficiente de acumulagcdo ou multiplicagdo de acidos nucleicos realizado a uma
temperatura constante (Gill; Ghaemi, 2008). A amplificagcado isotermal ndo requer
equipamentos complexos de termociclagem para garantir a desnaturagao,
anelamento e extensao de acidos nucleicos como € realizado via PCR. Essa
metodologia permite que a amplificagdo seja realizada sob uma unica temperatura
e com a utilizagdo de aparelhos bem simples, como um banho-maria por exemplo.
A metodologia pode ser dividida em trés grupos, que se baseiam em sua reagao
cinética: (I) amplificacdo exponencial, (ll) linear ou (lll) em cascata (Gill; Ghaemi,
2008; Zhao et al., 2015), onde neste estudo, sera abordada a exponencial, com o
objetivo de direcionar a analise para as metodologias mais utilizadas no
desenvolvimento de diagndsticos PoCT, uma vez que para amplificagao linear e em
cascata, ndo foram encontradas muitas solugdes PoCT na literatura.

A tecnologia tem sido integrada a biossensores e testes de fluxo lateral para
amplificagdo e deteccao de DNA, RNA, células, proteinas, moléculas pequenas e
ions. Isso € possivel pois avangos na tecnologias permitem que o amplicon,
resultado da reagdo, seja utilizado na constru¢do de nanomateriais versateis e
acoplados a sondas para serem detectados, possibilitando sua utilizacdo na
biomedicina, bioimagem e biossensoriamento (Zhao et al., 2015).
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Dessa forma, diversas metodologias tém se mostrado sensiveis o suficiente
para comparagao com meétodos realizados por laboratorios, garantindo que se
obtenha detecg¢ao on site de qualidade e sensibilidade.

2.1.1. Amplificagao Exponencial

A amplificacdo isotermal exponencial € a que é melhor estabelecida para
aplicagao em diagnésticos, devido a sua alta taxa de amplicons (Yoshikawa, 2022),
0 que garante que dispositivos de diagndsticos que sejam integrados a esse
tecnologia sejam mais sensiveis que aqueles que utilizam outros métodos.

Mais de dez tipos de amplificacdo exponencial foram desenvolvidos em
diversos laboratérios. Dentre elas entdo a Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification (NASBA), Exponential Strand Displacement Amplification (E-SDA),
Hyperbranded Rolling Circle Amplification (HRCA), Primer-Generation Rolling Circle
Amplification (PG-RCA), Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP),
Helicase-Dependent Amplification (HDA), Recombinase Polymerase Amplification
(RPA), Exponential Amplification Reaction (EXPAR) e Whole Genome Amplification
(WGA). A maioria destes métodos de amplificacdo (NASBA, E-DAS, LAMP, HDA e
RPA), amplificam amostras de acidos nucleicos utilizando dois ou mais primers,
enquanto outros (HRCA, PG-RCA e EXPAR) utilizam uma unica amostra funcional
para amplificar o alvo (Zhao et al., 2015).

Alguns dos meétodos considerados mais utilizados, permitem uma maior
compreensao da metodologia de amplificagcédo isotermal, como a tecnologia NASBA,
que foi desenvolvida por Kievits e colaboradores em 1991 e permite a utilizacdo do
DNA ou RNA como sendo os proprios alvos da reagéo (Zatti, 2016). A amplificagédo
NASBA requer trés enzimas durante a reagdo: Avian Myeloblastosis Virus
transcriptase reversa (AMV-RT), RNAse H e T7 RNA polimerase. Antes da fase
ciclica da reacdo, uma série de reacbes mediadas pela transcriptase reversa e
RNAse H geram varias moléculas de DNA de fita dupla com um promotor T7 em
suas pontas, para entdo na fase ciclica ocorrer a transcricdo mediada pela T7
polimerase (Zhao et al., 2015; Zatti, 2016; Deng et al., 2017).

A E-SDA, é uma amplificacdo que utiliza apenas duas enzimas, sendo elas
uma enzima de restricado Hincll que reconhece sitios de restricdo originais e a DNA
polimerase. Nessa amplificacdo, os dois primers se acoplam ao DNA apds a
desnaturagao e o hibridizam, e ao final sdo formadas quatro tipos de moléculas de
DNA, que permitem o inicio da etapa ciclica (Zatti, 2016).

A amplificacdo HRCA se baseia em plasmideos e material genético de virus
e foi demonstrada pela primeira vez em 1995 por Fire e Xu (1995). Os autores
mostraram que € possivel replicar amostras de DNA circular, gerando multiplas
cépias. Para a amplificacdo sdo necessarios quatro componentes: DNA polimerase,
o DNA circular que sera o objeto de amplificag&o, primers e Desoxirribonucleotideos
Fosfatados (dNTPs) (Zatti, 2016). De acordo com Ali et al. (2014), o processo
também pode ser utilizado para moléculas de RNA, e a reagao origina centenas de
repeticoes em tandem complementares ao modelo circular.

A amplificagdo LAMP pode promover excelente especificidade em uma
reacdo de apenas 1 passo, a qual sera descrita com maiores detalhes nesta
revisao.
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O método HDA foi publicado pela primeira vez em 2004, e se baseia na
replicacao celular, de forma que a enzima DNA helicase € quem media a reacgao.
Esse método mimetiza o mecanismo in vivo e possui um esquema de reacao
simples que possui potencial de acoplamento a dispositivos portateis de diagnostico
(Vincent et al., 2004).

A amplificacdo EXPAR €& uma forma unica de amplificagdo isotermal que
sintetiza pequenos oligonucleotideos para atuar como primers e é uma reagao
analoga a uma reagdo em cadeia, que também resulta em um acumulo exponencial
de oligonucleotideos em poucos minutos.

Finalmente, a amplificacdo WGA é a unica, dentre as citadas anteriormente,
que utiliza primers aleatérios ou primase, ao invés de realizar a amplificacdo de
sequéncias especificas definidas por primers especificos (Zhao et al., 2015).

2.1.2. A Amplificagao isotermal para dispositivos PoCT

As técnicas de amplificagdo isotérmica de acidos nucleicos sao
frequentemente integradas a dispositivos miniaturizados ou portateis, incluindo chips
microfluidicos, plataformas capilares e tiras de teste. Os Sistemas microfluidicos tém
sido desenvolvidos e observados com bastante expectativa devido a seus avancgos
em redugdo de consumo de amostras e reagentes, além de fungdes integradas,
alta portabilidade e curto tempo de resposta. Microssistemas isotérmicos podem ser
desenvolvidos para garantir maior simplicidade e portabilidade com baixo consumo
de energia, permitindo um diagndstico mais vantajoso ao PCR (Asiello; Baeumner,
2011; Zhao et al., 2015 ).

Diversos designs que integram a tecnologia SDA sao utilizados. Por exemplo,
Burns et al., (1998) desenvolveu um dispositivo de analise integrada de nanémetros
de DNA utilizando a tecnologia SDA. Outro modo € a utilizagao de primers utilizados
em SDA, ancorados em um microchip eletronico para a amplificacdo e detecgao de
multiplos alvos. Um modelo de sucesso é a metodologia LAMP, a qual pode ser
integrada com processos de separagao por eletroforese em chips microfluidicos
para deteccdo e acidos nucleicos, além de outros métodos eficazes através da
insercao de papel cromatografico ao sistema (Asiello; Baeumner, 2011; Zhao et al.,
2015).

As Plataformas Capilares, sao consideradas vantajosas aos microchips, que
podem requerer produtos relativamente complexos e caros para sua fabricagao, os
tubos capilares podem ser produtos convenientes e baratos para realizar
amplificagdes isotérmicas em pequenos volumes. Um microssistema de capilaridade
que integra extragdo, tecnologia LAMP e deteccdo fluorescente de DNA de
Mycobacterium tuberculosis foi proposto por Liu et al., (1998). Diversos sistemas
acoplando sistemas microcapilares a tecnologia LAMP foram desenvolvidos na
ultima década, tornando o sistema LAMP uma das principais metodologias utilizadas
para diagnostico PoCT (Asiello; Baeumner, 2011; Zhao et al., 2015; Martin-Ramirez
et al., 2022).
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2.1.3. Teste LAMP

O teste LAMP foi descrito pela primeira vez em meados dos anos 2000
(Notomi et al., 2000) resultando em um grande avango e alavancando o
desenvolvimento de tecnologias de diagndstico que visam um resultado rapido e
eficiente.

O teste, até os dias atuais, possui alta aplicacdo na area clinica e sua
eficiéncia € comparavel as deteccdes realizadas em laboratdrio. A sua validacao é
realizada por comparacao de eficiéncia e acuracia com outros testes diagnoésticos ja
bem estabelecidos, como a a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), dot-blot, western blot e gPCR
(Quantitative PCR).

Com o desenvolvimento do teste LAMP, extensivas pesquisas com o intuito
de facilitar sua aplicagao foram realizadas, o que possibilitou a adogao da tecnologia
por meio de um kit de deteccéo para aplicagédo ao agronegdécio, especialmente, para
a deteccao de fitopatdgenos e monitoramento da qualidade da agua e de alimentos,
além da deteccao de resisténcia, como sera possivel observar com a revisao a
seqguir.

A tecnologia LAMP permite a sintese in vitro de DNA a partir de uma fita
molde utilizando uma quantidade reduzida de instrumentos, que normalmente
consiste de quatro primers principais, homeados de F3 (externo), B3 (externo),
Foward Inner Primer (FIP) (interno) e Backward Inner Primer (BIP) (interno) que
reconhecem um total de seis sequéncias no DNA alvo, sendo que os primers
externos atuam na parte nao ciclica da reacdo e os internos na parte ciclica e ndo
ciclica e sdo os responsaveis pela formacado de uma alga de DNA durante a reacao,
que € a responsavel pelo nome “Loop-mediated” (Ribeiro et al., 2021).

Na etapa nao ciclica, o primer FIP hibridiza na regido F2 da extremidade 3’
apo6s abertura da dupla fita pela enzima Bst polimerase, dando inicio a sintese de
uma nova fita, com isso, a fita complementar que estava ligada ao primer FIP é
liberada, abrindo espaco para o primer F3, logo se liga na regiao F3c da
extremidade 3’. A fita liberada forma uma alga, pois sua extremidade 5 possui uma
regido F1c, que rapidamente se liga a sua regido complementar F1, presente na
mesma fita (Figura 1). Este DNA serve como um molde para a sintese de DNA
iniciada pelo Primer BIP na extremidade 5’, no qual uma nova fita € formada apos
desfazer a algca formada pelo primer FIP, abrindo espago para o primer B3,
anteriormente conectado a sua regido complementar B3c, se desprender da fita
iniciada por PIB e forma outra alga, resultando em uma estrutura semelhante a de
um haltere (Gill; Ghaemi, 2008; Ribeiro, 2021).

Ja na etapa ciclica, ocorre o alongamento do DNA. Nessa etapa, sdo
utilizados dois primers para reconhecimento de quatro regides: o primer FIP se liga
as regides F1 e F2c e uma nova fita é sintetizada apos acoplamento da Bst
polimerase, a qual é amplificada no lado contrario da estrutura de haltere, onde B1 e
B1c se ligam. Com isso, duas estruturas sdo liberadas e reconhecidas pelo primer
PIB através das extremidades B2c e B1, formando outra al¢ga. Dessa forma, a cada
meio ciclo de LAMP, a sequéncia € amplificada em valores multiplos de 3, gerando
uma amplificagdo exponencial apés uma hora de reacgdo (Gill; Ghaemi, 2008;
Ribeiro, 2021).
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Figura 1. Etapa aciclica da reagdo LAMP e algas formando estruturas de halteres, oriundas das
interagdes das regides complementares da fita de DNA. Apds uma hora de processo, este alcanga
uma quantidade exponencial de 10° copias da fita molde. O processo é realizado a uma temperatura
constante entre 60 e 65°C (Alhassan et al., 2015).

2.1.4. Necessidades e vantagens do método LAMP

Para garantir uma amplificacéo eficiente do DNA, Ribeiro (2021) ressaltou
oito requisitos essenciais para o desenho de primers para LAMP: (I) € necessario
auséncia de sequéncias palindrdbmicas no DNA alvo, caracterizadas como
sequéncias curtas, repetitivas e com duplo eixo de simetria que podem afetar o
acoplamento dos primers. (ll) Os primers precisam possuir temperaturas de
anelamento ndo muito baixas, para evitar anelamento em locais indevidos, gerando
especificidade do método. (lll) Os primers internos ndo devem ter grande
quantidade de bases nitrogenadas AT em suas extremidades. (IV) O conteudo de
bases GC dos primers internos deve ser de cerca de 50 a 60%. (V) A temperatura
de fusédo deve ser entre 60 e 65°C para sequéncias ricas em GC. (VI) A temperatura
de fusdo deve ser entre 55 a 60°C para sequéncias ricas em AT.(VIl) Existem
distdncias especificas entre os primers para que estes ndo formem alcas
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secundariAs. (VIIl) e por fim, é necessario que a extremidade 3’ seja complementar
a primers diferentes dos utilizados, evitando a dimerizagao.

O método demanda uma temperatura constante de 60 a 65°C e a reacgao
dura entre 45 e 60 minutos (Fakruddin, 2011) e o aquecimento necessario para
realizar a reagdo LAMP pode ser gerado por meio de um aquecedor barato, por
exemplo, um aquecedor em bloco ou banho-maria, eliminando a dependéncia de
eletricidade para a realizagdo do diagndstico. Dessa forma, o LAMP pode ser
conduzido em qualquer ambiente.

Sistemas de mudanga de fase que geram calor quimicamente, sistemas
compactos como um aquecedor de bolso descartavel e até sistemas de
aquecimento via agua quente preservada em garrafa térmica obtiveram resultados
satisfatorios de amplificagéo (Mori et al., 2013).

Além disso, a formulagdo do teste a seco, assim como ja é realizado para
reagentes de PCR (kits prontos para uso), conferem vantagens como aumento do
tempo de armazenamento e maior estabilidade dos componentes da reacéo, pois
nao ha mais a necessidade de manter o produto em freezer, o que torna possivel
produzir diversos produtos comerciais. Cada vez mais, os testes LAMP estao
associados a outros dispositivos, 0 que o permite participar ainda mais do mercado

de diagnodstico PoCT (Mori et al., 2013; Rohatensky et al., 2018).

2.1.5. Variagoes dos teste LAMP

Além da metodologia convencional, o teste LAMP sofreu modificagcbes com
que o permitiram fazer detec¢cdes mais especificas:

Tabela 1. Testes LAMP com respectivas metodologias e aplicagées encontradas na literatura.

AS-LAMP Alelo-Especifica

Identificagdo de
Polimorfismo§ de
Nucleotideo Unico

Detecgéo através
do desenho de
primers com
mutacdes nos
quatro primers da

Area médica (Genotipagem

(Gill; Amree, 2020; Namountougou, 2013);
detecgéo de mutagado no B-Globin gene (Gill;
Amree, 2019);

LAMP SNP . tecnologia (BIP, Setor Agro (detecgéo de resisténcia a
(SNPs), ou seja, FIB, F3e B3 (Gil; tebufenozide em Adoxophyes honmai
mutagoes. Amree. 2019 (Uchibori-Asano et al., 2022); detecgdo de
Bodalo’ ot al ’ resisténcia a pirimetamina em Plasmodium
2012) v falciparum (Yongkiettrakul et al., 2020).
Quebra dos .
amplicons mediada Area médica (detecgdo de HTLV-1/2 (Gomes
Polimorfismo de por enzimas de et al., 2020); genotipagem (Crescente et al.,
X restricéo, 2018)).
RFLP Comprimento Identificagdo de tornando-os
LAMP de Fragmento SNPs menores e mais Setor Agro (detecgdo de Pythium insidiosum

de Restrigao
LAMP

facilmente
distinguiveis na
eletroforese (NCBI,
2017).

(Htun et al., 2020)).

Industria alimenticia (Detecgéo de
Salmonella sp. e Shigella spp (Shao et al.,
2011)).
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Area médica (Detecgéo do Zika Virus (Silva
et al., 2020); detecgcdo da Caxumba (Yoshida
et al., 2020) e SARS-CoV-2 (Santos et al.,

A reacdo é 2021)).
Transcrigéo Detecgéo de rennez(iirl;a]ga pela Setor Agro (detecgdo do virus da mancha
RT-LAMP R LAMP cDNA a partir de t ot clorética do tomate (Yilmaz et al., 2023); virus
eversa um RNA. ranscriptase anao aspero do milho (MRDV) (Du et al.,
reversa (Panno et 2019:; ring spot virus do citros (RSVC)
al., 2020) (Kokane et al., 2021)).
Industria alimenticia (detecg¢éo do virus da
Hepatite A em alimentos (Wu et al., 2023)).
Area médica (Detecgéo de dengue e
chikungunya (Kumar et al., 2022); malaria
(Sharma et al., 2022); SARS-CoV-2
(Juscamayta-Lépez et al., 2021)).
Utilizagao de mais Setor Agro (detecgédo de Dickeya
Detecgao conjuntos de quatro  fangzhongdai (DeLude et al., 2022); detecgao
mLAMP LAMP Multiplex  simultanea de primers em uma de Plasmodium spp; Plasmodium falciparum e
varios patdgenos. mesma reagio Plasmodium vivax (Jang et al., 2021);
(Jang et al., 2021). deteccéo de Oculimacula acuformis e O.
yallundae (King et al., 2021)).
Industria alimentar (detecgao de
Staphylococcus aureus , Salmonella sp e
Shigella sp (Xu et al., 2019)).
Area médica (deteccdo de SARS-CoV-2
(Alvarez et al., 2021; deteccédo de Toxoplasma
gondii (Cao et al., 2022); Infecgdo congénita
por citomegalovirus (Park et al., 2023)).
. Setor Agro (Detecgéo de cancro (Wang;
Detecgéo e Mede a turbidez da  zhang, 2019); deteccéo de Botryosphaeria
LAMP Lantificacio em amostra dothidea (Wang; Zhang, 2019); deteccdo de
Q-LAMP Quantitativo em & ¢ (turbidimetro em Ustilaginoidea virens (Zhang et al., 2023)).
Tempo Real t.e’.“po real d.e tempo real) (Mori et
p p
acidos nucleicos. al., 2004) Setor Agro (detecgdo de Dickeya
v ' fangzhongdai (DeLude et al., 2022); detec¢do
de Plasmodium spp; Plasmodium falciparum e
Plasmodium vivax (Jang et al., 2021);
detecgéo de Oculimacula acuformis e O.
yallundae (King et al., 2021)).
Area médica (detecgdo de Schistosoma
mansoni (Gandasegui et al., 2018); detecgédo
de esquistossomose em fezes (Gomes et al.,
2022)).
Simula de forma .
- eletrbnica a Slml{la.de forma Setor Agro (detecgdo a campo de Bulinus
eLAMP LAMP Elétrica amplificagédo eletrqplca a truncatus (Blin et al., 2023); detecgao de
LAMP. amplificagdo LAMP. contaminagao fecal em agua (Khodaparast et
al., 2022)).
Industria alimentar (deteccdo de
Staphylococcus sp (Salinas; Little, 2012)).
Incorporagao de
microrreatores a
Detecgéo em discos compactos e L ~
Id-LAMP Disco LAMP tempo real de leitura optica Industria alimentar (detecgdo de Salmonella

(Elaborada pela Autora)

amplicons.

quantitativa do
resultado (Santiago
et al., 2016).

spp (Santiago-Felipe et al., 2016)).
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2.1.6. O mercado do teste LAMP

Em 2011, um kit reagente LAMP de deteccdo do complexo Mycobacterium
tuberculosis (TB) foi criado no Japao (kit de deteccdo Loopamp MTBC, ou
TB-LAMP) pela fabricante Eiken Chemical, o qual apresentou sensibilidade de 80%
(com intervalo de confiabilidade de 78-83%) e uma especificidade de 96% (95-97%)
segundo Kouzaki et al., 2015. O reagente foi uma revolugdo no mercado de kit's
apo6s sua utilizagcdo em conjunto com o kit nomeado Loopamp PURE DNA extraction
kit, também da fabricante Eiken Chemical, permitindo que a descontaminacao de
NALC (N-acetyl-L-Cysteine)-NaOH nao fosse mais necessaria. Apos essa fase, o kit
passou por adaptagcbes que facilitaram o seu armazenamento em temperatura
ambiente, tornando o kit PURE-TB-LAMP um diagnédstico simples, efetivo e rapido
para diagnostico da TB, com sensibilidade de 55% em relagdo a amostras com
esfregaco negativo e cultura positiva, sensibilidade geral de 70,67% e especificidade
de 98,32%, valores semelhantes aos obtidos por protocolos de PCR. (Mori et al.,
2013; Kouzaki et al., 2015; Zhao et al., 2015).

Desde entdo, a metodologia LAMP possibilita o diagndstico de diversas
doengas humanas. Os estudos da aplicagado do teste para diagnostico do HIV (Virus
da imunodeficiéncia humana), por exemplo, estdo em estagio avangado e ja existem
produtos comerciais disponiveis, inclusive de empresas brasileiras como a WAMA e
ChemBio. Além da detecgédo de importantes patégenos e doengas humanas, como
Mycobacterium tuberculosis (Kouzaki et al., 2015), malaria (Mori et al., 2013), HIV
(Mori et al., 2013) e tripanossomiase africana (Matovu et al., 2020), além disso ha
diversas doengas tropicais negligenciadas reconhecidas pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), que estao sendo diagnosticadas pela metodologia LAMP, dentre
elas estdo: dengue (Parida et al., 2005), raiva (Boldbaatar et al., 2009), ulcera Buruli
(Ablordey et al., 2012), leprose (Mukai, 2006), doenca de Chagas (Thekisoe et al.,
2007), leishmaniose (Takagi et al., 2009), cisticercose (Nkouawa er al, 2009), entre
diversas outras doengas humanas (Mori et al., 2013).

Devido a necessidade de instalagdes sofistificadas e técnicos de laboratérios
bem treinados na maioria das areas onde tais doengas sdo endémicas, solugcdes
simples e robustas como o teste LAMP estdo em alta demanda. Além disso, muitas
destas doengas s&o transmitidas por vetores, o que fez com que a metodologia
também se voltasse para a detecgao de patdogenos vetores e animais vetores (Mori
et al., 2013; Zhao et al., 2015).
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Figura 2. Etapas do processo de detecgdo do teste LAMP. Apds a coleta de amostra (1), essa
amostra deve ser macerada e um mix com as enzimas e primers atuantes no processo deve ser
adicionado ao tubo. O tubo passa pelo processo de aquecimento a uma temperatura constante
(60-65°C) (3) para que a reagao ocorra. A detecgdo do produto amplificado pode ser visualizado (3)
de varias maneiras, dentre elas, a integracdo de particulas coloridas ou fluorescentes acopladas ao
molde de amplificagdo, que permite a visualizagdo do produto amplificado no préprio tudo de reagao,
ou acoplamento de particulas que gerem uma interagdo que pode ser identificada através de um
teste de fluxo lateral (LFA) ou através da aplicagdo em um chip sensor, que interpreta a mostra e a
transforma em mensuravel (Augustine et al., 2020; AZO Life Sciences, 2020; Adaptado de Econolab,
2023).

2.1.7. Aplicagoes do teste LAMP para o setor Agro

No setor Agro, os produtos com a tecnologia LAMP encontram mercado
principalmente na detecg¢ao de fitopatdégenos e no monitoramento da qualidade da
agua e de alimentos. Alguns produtos LAMP vém sendo explorados para auxiliar
nesse monitoramento, por exemplo, a detecgdo de Cryptospodidium em amostras
de agua (Koloren et al., 2013); e Giardia (Plutzer et al., 2010). Além da detecgao de
Escherichia coli e Enterococcus faelis (Lee et al., 2019). A metodologia também vem
sendo desenvolvida para detectar doencas infecciosas de animais de produgao,
como a Doenca de Newcastle (DN), uma doenca que afeta aves de produgao,
nesse caso, um estudo compara LAMP a um método de PCR e é afirmado que a
tecnologia detecta LAMP o virus e ainda € mais simples e barata quando
comparada ao PCR (Bello et al., 2018). Além disso, a peste suina também foi
detectada via qLAMP e a deteccao foi equivalente ao método qPCR (Wang et al.,
2020). A deteccao de febre aftosa em bovinos também foi possivel pela metodologia
RT-LAMP e o ensaio validado a campo, apresentou especificidade maior que 99% e
sensibilidade de 79% (Bath et al., 2020).

Metodologias para deteccdo de patdogenos de plantas também vem sendo
utilizadas no monitoramento de doencgas, a detecgdo do virus da folha amarela do
tomateiro (TYLCV) em 2003 (Fukuta et al., 2003) foi o estudo que abriu as portas
para a aplicagdo da metodologia nessa area. De maneira geral, a tecnologia é mais
utilizada para a detecgdo de virus e fungos fitopatogénicos, utilizando a tecnologia
RT-LAMP, foi possivel detectar o Abaca bunchy top virus (ABTV) (Galvez et al.,
2020), Virus da mancha clorética da maga (ACLSV) (Peng et al., 2017), Virus da
corrosdo do caule da maga (ASPV) (Lu et al., 2018), Virus do mosaico de culturas
como bananeira (CMV) (Zhang et al., 2016), cevada (Zhao et al., 2010), citros
(Anthony Johnson et al., 2014), pepino (Li et al., 2013), figo (Ishikawa et al., 2015),
trigo (Fukuta et al., 2013), mamao (Shen et al., 2014) entre diversos outros de varias
outras culturas como péssego, pimenta, ameixa, batata, arroz, sorgo, abodbora,
morango, tabaco, nabo, mandioca, melancia, inhame, etc (Panno et al., 2020).

Por outro lado, o monitoramento da resisténcia de fungicidas também ¢é alvo
de tecnologia LAMP, com exemplo da detecgao de resisténcia a fungicidas SDHI
(Fan et al., 2018) e DMI (Chen et al., 2019), assim como a detec¢ao de bactérias
como Pseudomonas sp e Xanthomonas sp (Neves et al., 2022).
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2.2. Testes de Fluxo Lateral

Os testes de fluxo lateral (LFAs, do inglés Lateral Flow Assays), sao tiras
fabricadas de um material carreador com reagentes a seco que sao ativados atraves
do contato com uma amostra fluida e ja sdo amplamente utilizados para diagnosticar
gravidez, falha interna de o6rgéos, infeccdo ou contaminacdo com patdgenos
especificos (Sajid et al., 2015), e mais recentemente, se popularizou pela presenca
nas prateleiras para diagnostico de Covid-19.

Os testes de fluxo lateral sdo projetados para uso unico e point of care/need,
fora de laboratérios. A simples confirmacdo de presengca ou auséncia da
molécula/patégeno avaliado ja é amplamente comercializada e possui infinitas
aplicagdes, a mais famosa € o teste rapido de gravidez, nesse caso, os produtos ja
conseguem revelar o resultado a partir de um minuto do contato entre a solugao e a
tira teste, outros ja podem demorar de 10 a 20 minutos. Os testes possuem alta
sensibilidade e especificidade que na maioria das vezes sao garantidas por meio da
combinagao entre cromatografia, uso de anticorpos especificos para a amostra ou
para sequéncias de DNA/RNA e a rotulagdo da amostra ou reconhecimento do
elemento (Verheijen, 2002).

Os testes de imunoensaio de fluxo lateral (LFIA, do inglés Lateral Flow
(Immuno)Assays) sao muito semelhantes aos imunoensaios enzimaticos,
entretanto, ndo os substitui. Nos primeiros LFIAs relatados como semelhantes aos
imunoensaios enzimaticos, o anticorpo foi imobilizado em uma tira de papel
cromatografico permitindo que o reconhecimento fosse feito por cromatografia além
do sistema de reconhecimento imunologico. Além disso, os primeiros testes
utilizavam enzimas ja usadas nos imunoensaios enzimaticos, mas rapidamente
foram substituidos por particulas. Atualmente, quando novos métodos de LFIAs sao
apresentados, uma forma de avaliar o desempenho do teste € compara-lo com os
imunoensaios enzimaticos (Verheijen, 2002; Sajid et al., 2015).

2.2.1. Principios dos testes de fluxo lateral

Todos os reagentes do teste sao fixados ou imobilizados em uma membrana
porosa, geralmente de nitrocelulose, e colocados em contato com a amostra apos
adicdo de um tampao. Na literatura, tal teste possui diversos nomes: Strip test,
One-Step strip test, Lateral Flow (LF), On-Site test ou Near-Patient test (NPT)
(Verheijen, 2002).

Imunoensaios sao sistemas que utilizam anticorpos como reagentes, os quais
sao atraidos por alguma particula em especifico, a depender do teste. O teste se da
por meio da passagem do tampao, com a amostra a ser diagnosticada, por toda a
tira, onde a solugao (tampao + amostra) entra em contato com a tira através de uma
membrana nomeada Sample pad (SP), normalmente feita de celulose ou silica
reticulada. Em contato com o Sample pad e com a tira em si, ha uma terceira
membrana, nomeada Conjugate pad (CP), feita de silica reticulada. E nesta
membrana onde moléculas de reconhecimento da amostra séo fixadas e secas.
Quando em contato com a solugdo, essas moléculas irdo interagir com as da
amostra e havera ligagbes, ou ndo, entre as moléculas do Conjugate pad e as da
solugéo.Tal processo continuara ocorrendo durante a passagem da solugdo pela
tira, que se da por capilaridade e outras condi¢des fisicas de absorcdo, além de
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uma absorgdo extra por meio de uma quarta membrana localizada do lado oposto
da tira, nomeada Absorbent pad (AP), normalmente feita de filtros de celulose
(figura 3).

Também existe outra alternativa: as moléculas de reconhecimento sdo secas
em um tubo de reacdo e a tira contendo a amostra a ser analisada € inserida no
tubo (Verheijen, 2002; Wong; Tse, 2008; Mak et al.,, 2016). As moléculas de
reconhecimento sdo acopladas a nanoparticulas coloridas ou fluorescentes de
15-800 nm, garantindo que o fluxo na tira ndo seja atrapalhado. Essas
nanoparticulas normalmente séo feitas de ouro coloidal ou latex, em alguns casos
também podem ser feitas de selénio, carbono ou lipossomos (Verheijen, 2002).

Pelo menos duas linhas de deteccido sao fixadas na tira: uma linha teste e
uma linha controle. Na linha teste, a amostra rotulada e seu repérter deverao ser
reconhecidos necessariamente. Ja uma resposta na linha controle, indica que o
fluxo na tira ocorreu apropriadamente e houve ligacdo entre moléculas da solugéo
com as do Conjugate pad e com o repérter (figura 4). Mais linhas podem ser fixadas
tornando o teste multi diagnéstico ou com a finalidade de realizar uma avaliagao
semiquantitativa da resposta (Verheijen, 2002; Wong; Tse, 2008).

‘ Linha Teste Linha Controle

Pz

Sample Pad — Conjugate Pad — Membrana de Nitrocelulose ~ — Absorbent Pad

Figura 3. Teste de fluxo lateral e seus componentes: Sample Pad, Conjugate Pad, Membrana e
Absorbent Pad (Adaptado de Cytiva Life Science, 2022).

2.2.2. Tipos de teste de fluxo lateral

Quando o teste utiliza exclusivamente anticorpos para o reconhecimento de
amostras, os testes sdo chamados de Lateral flow immunoassays (LFIA). J& para
uma combinagao entre a interagdo antigeno-anticorpo e detecgdo de um amplicon
de fita dupla (ds-amplicon), o teste €& nomeado Nucleic acid lateral flow
immunoassay (NALFIA). Além disso, a hibridagdo especifica de acidos nucleicos
com sondas complementares, também é outra possibilidade de teste: Nucleic acid
lateral flow assay (NALF) (Verheijen, 2002; Koczula; Gallotta, 2016).
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2.2.2.1. Testes LFIA

Os testes LFIA sao designados para confirmar a presenga ou auséncia de um
composto e podem apresentar diversos formatos. Para o caso de amostra ser de
baixa massa molecular e possuir apenas um epitopo, apenas um formato é valido: o
competitivo. O formato competitivo possui dois layouts, considerando que a amostra
que esta sob analise pode ser o composto em si ou um derivado do composto. No
primeiro layout, o anticorpo € pulverizado na linha teste, uma mistura de amostra e
conjugado (anticorpo marcado com uma nanoparticula) é aplicada no Conjugate pad
e competem por sitios de ligagdo com o anticorpo na linha teste. No segundo layout,
o conjugado € pulverizado na linha teste e uma mistura do anticorpo marcado e a
amostra sdo aplicadas no Conjugate pad, permitindo que a amostra tenha uma
vantagem inicial para ligagado ao anticorpo (Koczula; Gallotta, 2016; Khlebtsov et al.,
2019).

Para amostras com mais de um epitopo, o formato sanduiche é o mais
aplicavel. Neste formato, a linha teste € preparada utilizando um anticorpo
especifico para amostra e o Conjugate pad contém um segundo anticorpo
anti-antigeno marcado. Nesse caso, a amostra se ligara, durante a passagem pela
tira, ao anticorpo anti-antigeno e o epitopo livre se ligara ao anticorpo imobilizado na
linha teste (figura 4). Nessa situagdo, a resposta € diretamente proporcional a
quantidade de moléculas (antigenos) da amostra (Koczula; Gallotta, 2016;
Verheijen, 2002).

\‘(f Anti-NS1 marcado N\ Anti-NS1
=

com ouro coloidal Il monoclonal

Legenda: @ ns1 W Anti-anti-Ns1

www.biomedicinapadrao.com.br
Amostra com Complexo:

Antigeno N51 Anti-NS1 + :
Anticorpos que Excesso de
ndo se ligaram ao reagente
N51 e sobraram

) M L

ouro coloidal +
® N51

& &
Sy
e I BN

Conjugado: Teste (T) Controle (C)

Anti-NSL+ |

ouro coloidal - ld

Ita de M
Fluxo - migragdo por capilaridade nitrocelulose Q BIOMEDICINA PADRAD

Figura 4. Mecanismo de reconhecimento anticorpo-antigeno da metodologia LFIA, formato
sanduiche, utilizando nanoparticulas de ouro coloidal (Adaptado de Camara, 2009).

2.2.2.2. Testes NALFIA e NALF

Os testes NALFIA e NALF sao normalmente designados para identificar a
presenca ou auséncia de patdogenos em alimentos e no meio ambiente. No teste
NALFIA, a amostra € uma sequéncia de acidos nucleicos de cadeia dupla
amplificada, especifica do organismo em analise, e é obtida por meio do isolamento
com primers com dois diferentes tags. (Van Dijk et al., 2023). O reconhecimento da
amostra é feito através da ligacdo de um anticorpo especifico para a tag. Um layout



28

tipico deste teste € a deteccdo de bactérias patogénicas. O acido nucleico é
normalmente amplificado via PCR. O ds-amplicon € obtido e é formado por uma fita
marcada com biotina e outra fita marcada com isotiocianato de fluoresceina ou
digoxigenina, por exemplo (Van Dijk et al., 2023). Uma solugdo de anticorpos
anti-tag é criada e pulverizada na linha teste. A tag biotina se ligara ao composto
marcado com nanoparticulas de avidina e a outra fag (que pode ser feita de
isotiocianato ou digoxigenina), se ligara ao anticorpo anti-tag, resultando em um
sinal colorido. Tal resposta € diretamente proporcional a quantidade de amostra
(Verheijen, 2002; Koczula; Gallotta, 2016; Van Dijk et al., 2023).
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Figura 5. Mecanismo de reconhecimento de acidos nucleicos do teste NALFIA, com reconhecimento
de um produto amplificado via LAMP. A reagcdo LAMP nesse caso, é realizada utilizando uma tag de
biotina (B) acoplada ao primer FIP e apds 30 a 60 minutos de incubacgao a temperatura constante
(60-65°C), se adiciona a reagdo uma sonda marcada com uma tag de isotiocianato de fluoresceina
(F) e a amostra é incubada por mais 10 minutos ainda a temperatura constante. Por fim, é adicionado
a reacao um buffer de detecgdo que contém anticorpos de coelho anti-tag de isotiocianato de
fluoresceina (G) acoplados a nanoparticulas de ouro coloidal. A detec¢do ocorre apdés a amostra
percorrer a membrana do teste e a tag B se ligar a linha teste ao mesmo tempo que a tag F se ligar
aos anticorpos anti-tag F (G) (Adaptado de Panno et al., 2020)

Ja para o teste NALF, varios formatos podem ser aplicados: No primeiro, ha
uma sonda reporter, (marcada com nanoparticulas) e uma sonda de captura
(marcada com biotina). No segundo, a sonda repérter € marcada com
nanoparticulas e a sonda de captura é marcada com albumina. E o terceiro, a sonda
reporter € marcada com nanoparticulas e a sonda de captura é imobilizada na linha
teste por adsor¢cdo passiva. Nos trés casos, o amplicon hibridiza com ambas as
sondas e a resposta € diretamente proporcional a quantidade de amostra (Verheijen,
2002; Koczula; Gallotta, 2016; Akineden et al., 2020).
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Figura 6. Mecanismo de reconhecimento de acidos nucleicos do teste NALF. Apés a amplificagéo, o
produto da amplificagdo (ou seja, o ss-amplicon, em verde e vermelho) é aplicado na tira e hibridiza
com sondas, as quais estdo ligadas a nanoparticulas (nesse caso, ouro coloidal). Apds
aproximadamente 10 minutos, os amplicons sdo detectados através da ligagdo de um anticorpo
especifico para a sonda de captura (Adaptado de Busher, 2011).

I

2.2.3. Vantagens e Desvantagens dos testes de Fluxo Lateral

Algumas caracteristicas quimico-fisicas de cada tipo de teste permitem uma
maior ou menor sensibilidade, o que permite classifica-los em relagcdo a serem mais
vantajosos ou menos vantajosos entre si e entre outros métodos de diagnéstico.

A sensibilidade dos testes LFIA é extremamente dependente da afinidade
entre o antigeno e o anticorpo. Anticorpos especificos (primarios) podem ser
rotulados para fornecer uma resposta, entretanto, grandes quantidades de
materiais, muitas vezes caros, sdo necessarios. Além disso, anticorpos primarios
podem ter sua afinidade reduzida apds conjugacdo com o marcador, diminuindo a
sensibilidade do teste. Para a detecgao de acidos nucleicos, a escolha de primers
especificos durante o processo de amplificagao € indispensavel (Verheijen, 2002).

No teste NALFIA, o reconhecimento é realizado via interagdo do anticorpo
com a tag da amostra e via reagao biotina-avidina. Ja o teste NALF, ha a
necessidade de realizar a hibridagao das sondas nos amplicons, o que deve ter feito
antes do processo cromatografico e leva mais tempo do que o processo de
reconhecimento no teste NALFIA (Verheijen, 2002), tornando o mesmo mais
vantajoso do que o teste NALF no quesito velocidade de resposta.

Uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats) do
teste LFIA, elaborada por Posthuma-Trumpie et al., (2008), constatou que como
"forgcas” (Strenghts), o teste possui um formato versatil, tempo de prateleira
prolongado sem a necessidade de refrigeracdo, possibilidade de resultado
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qualitativo e semiquantitativo, € rapido, de baixo custo e de pouco volume de
amostra (Mirica et al., 2022).

Em contraste, apresenta algumas “fraquezas” (Weaknesses) como: A
resposta nao esta relacionada a concentracdo da amostra no formato competitivo;
pode ocorrer obstrugdo dos poros da matriz dos componentes; ha a necessidade de
pré-tratamento da amostra quando a mesma nao € um fluido, entre outros. O teste
ainda apresenta diversas “oportunidades” (Opportunities): Ha possibilidade de novas
aplicagdes para point of care/need(l); ha possibilidade de automatizar a produgao
para melhorar sua reprodutibilidade (llI) e pode estar a frente de outras tecnologias
devido ao seu rapido desenvolvimento (lll) ( Khalifian et al., 2015; Mirica et al.,
2022).

Algumas  “ameacas” (Threats) |listadas foram: Existéncia da
cromatografia-gasosa de espectrometria de massa (GC-MS) e a cromatografia
liquida de espectrometria de massa (LC-MS) serem realizadas de forma
automatizada (l); existir a possibilidade de reativacdo de apoenzimas do sistema
imunoldgico (llI) e existirem outras tecnologias concorrentes como Immunosensores,
Imunoensaios de microparticulas (Luminex® e outras marcas semelhantes) e
Tecnologia Lab-on-a-chip (111). Além disso, também ha uma grande concentragao de
patentes de testes de fluxo lateral concentrados sob uma empresa comercial, a
Iverness Medical Innovations (Khalifian et al., 2015; Mirica et al., 2022).

2.2.4. Aplicagao dos testes de Fluxo Lateral para Setor Agro

Ja para o setor Agro, o teste LAMP encontra um mercado relativamente
novo. Apesar de existirem estudos sendo realizados desde meados dos anos 2000,
a pesquisa cientifica envolvendo a tecnologia para aplicacdo na detecgdo de
fitopatdégenos, doengas de suinos, aves e bovinos, além de aplicagdo para o meio
ambiente com detecc¢do de substancias e microorganismos na agua e em alimentos.

Assim como a metodologia LAMP, os testes de fluxo lateral vem sendo muito
explorados para aplicagdo no setor Agro, e atualmente muitos estudos tém avaliado
sua capacidade para a detecgao de pesticidas. Esse monitoramento € importante,
pois existem regulamentagdes que determinam concentragbes maximas permitidas
de residuos de pesticidas e os LF s&do uma tecnologia promissora (Jara et al., 2022),
com isso, a deteccdo de pesticidas profenoféos (PFF) por meio da tecnologia
baseada em prata coloidal foi relatada como sendo conveniente, econémica, rapida
e especifica para a deteccao desse pesticida em vegetais (Wu et al., 2022). Outros
estudos relataram deteccao rapida e sensivel, acoplados a sensores, de pesticidas
triazofés utilizando LF imunocromatografico (Ge et al., 2020), detecgao de pesticidas
piretréides (Costa et al., 2020), detec¢cao de organofosforados (Du et al., 2012) e
também, detecgédo baseada a olho nu do inseticida Imidacloprid (Fang et al., 2015) e
de pesticidas carbofuran e triazofos de forma simulténea (Guo et al., 2009).

Em 2017, Panferov e colaboradores desenvolveram um teste de fluxo lateral
para detecgcdo do virus do enrolamento da folha da batata (PLRV) utilizando
nanoparticulas de ouro como marcadores e realce de prata e obteve a deteccao de
virus em amostras mais diluidas em comparacdo com o método convencional,
alcancando uma sensibilidade 15 vezes maior do que outros trabalhos que também
utilizaram esse realce (Panferov et al., 2018).
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A deteccdo de Ralstonia solanacearum, responsavel pela murcha bacteriana,
também foi eficiente e sensivel ao se utilizar isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Ma et al., 2018), assim como a detecgéo de outras bactérias como Escherichia coli
(Song et al., 2016), Acidovorax citrulli (Zeng et al., 2018), Xanthomonas arboricola
(Lopez-Soriano et al., 2017), Clavibacter michiganensis (Brady, 2005), Dickeya sp.
(Safenkova et al., 2017), Avibacterium paragallinarum (Huo et al., 2021), além de
fungos como Alternaria brassicae (Wakeham et al., 2016), Alternaria panax, em um
sistema que acoplou PCR nested de tudo unico, com teste de fluxo lateral e um
biossensor (Wei et al., 2018), Phytophthora capsici, acoplado de uma amplificacéo
RPA (Yu et al, 2019), Phytophthora infestans, também acoplado de uma
amplificagcdo RPA (LU et al., 2020), e deteccéo de virus como o causador da peste
suina africana (PSAV) (Sastre et al., 2016), virus da faixa venosa do morangueiro
(SVBV), também acoplado a uma amplificagdo RPA (Zou et al., 2022), virus do
mosaico das bracteas da bananeira (BBrMV), virus da sindrome da mancha branca
(WSSV) (Kulabhusan et al., 2017), entre diversos outros.

Estudos cientificos em torno do desenvolvimento de testes de fluxo lateral
vem sendo publicados em massa desde a pandemia do COVID-19, e testes
destinados a deteccdo na area agricola e animal datam de meados dos anos 2000
até a atualidade, indicando que esse tipo de teste vem recebendo atencédo para
esse setor a muito tempo e que provavelmente, a pandemia apenas abriu portas
para maior diversidade e qualidade de estudos.

2.3. Biossensores

O desenvolvimentos de sensores para detecgao POC de patdogenos € uma
alternativa para garantir o acréonimo “ASSURED”: Affordable, Specific (com baixa
quantidade de falsos positivos), Sensitive (com baixa quantidade de falsos
negativos), Use-friendly, Rapid, Equipment-free e Deliverable (Sharafeldin; Davis,
2021). Assim, os biossensores s&do um tipo de sensor, os quais serdo abordados
nesta revisdo, uma vez que estes, especificamente, possuem aplicagdo PoCT.

Biossensores sao dispositivos analiticos que utilizam material biolégico ativo
para detectar moléculas, ions, acidos nucleicos, enzimas, células, entre outros. Um
biosensor funciona basicamente através do bio-reconhecimento desse material e
transducdo em sinal elétrico ou 6ptico e quantificavel (Alcantara, 2004). Dessa
forma, sua sensibilidade e especificidade sao totalmente dependentes do
componente bioldgico utilizado e do transdutor de sinal, pois além de ser necessario
ocorrer a interacdo entre biomolécula e a amostra a ser analisada, o transdutor
precisa converter a interagdo com alta eficiéncia em um sinal para deteccao
(Schalkhammer, 2002).

Segundo Garrote (2022), os biossensores sdo compostos basicamente por
trés elementos: Um receptor, o qual possui moléculas que interagem
especificamente com as moléculas da amostra (analito); um transdutor, que contém
uma superficie com moléculas receptoras e converte o sinal biolégico ou quimico,
oriundo da interagdo das moléculas, em um sinal elétrico; e a saida, que traduz o
sinal elétrico em quantificavel. Ainda de acordo com Garrote, essa quantificagao do
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analito pode ser feita diretamente ou indiretamente, ou seja, sem marcadores
(label-free) ou com marcadores (label-based), no qual o segundo apresenta
algumas desvantagens pois exige maior quantidade de reagentes e etapas para
obtencdo do resultado, resultando em um pre¢o mais elevado e maior consumo de
tempo. Com isso, os biossensores normalmente sao classificados quanto ao tipo de
transdutor do sinal e podem identificar o sinal de forma eletroquimica, éptica, via
piezoeletricidade ou ondas sonoras (Garrote, 2022)

Amostra Biorreceptor Transdutor Saida

Figura 7. Modelo de arquitetura de um biossensor. O bioreceptor reconhece produtos oriundos de
interagdes moleculares ou realiza uma interagdo com o préprio analito alvo, essas interagdes sao
processadas por um transdutor, que pode ser de diversos tipos. O tipo de transdutor é escolhido de
forma a processar uma determinada interagdo do biorreceptor. O transdutor é responsavel por
processar e transformar a interacdo em um sinal quantificavel que pode ser facilmente lido e
interpretado pelo usuario (Figura elaborada pela autora).

2.3.1. Tipos de Sensores

2.3.1.1. Sensores Voltamétricos

Estes sensores monitoram a mudanca de corrente em fungao da mudanca de
potencial elétrico. Sdo aqueles baseados em voltametria ciclica (VC), voltametria de
pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (SQO), os quais as
respectivas siglas sao originarias do termo em inglés. Por exemplo, alguns destes
sensores possuem como sistema de transdugdo de sinal, amperimetros ou
eletrodos enzimaticos (Sharafeldin; Davis, 2021).

Nesse caso, combinam especificidade e seletividade das enzimas com a
sensibilidade de métodos de detecgao eletroquimica e componente bioldgico €
escolhido de forma que a reagao produza uma espécie eletroativa, que pode ser
oxidada ou reduzida e, dessa forma, ser possivel quantificar eletroquimicamente.
Esses sensores possuem aplicagdo para reagdes de catalise de enzimas (Verheijen,
2002). Entretanto, aparentemente estes sensores apresentam uma desvantagem
significativa, de acordo com os autores Sharafeldin e Davis (2021), pois sao
necessarios processos de lavagem e incubagado que aumentam o tempo de ensaio e
sua complexidade.

Ainda segundo Sharafeldin e Davis (2021), os sensores nomeados de
Field-Affect Transitors (FET), podem ser considerados um subtipo de sensores
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voltamétricos, estes utilizam um dreno como plataforma sensorial e detectam
perturbagdes na interface semicondutora dos eletrodos, originando uma mudancga
de condutancia do canal do biossensor. Os modelos FET s&o altamente adaptaveis
ao formato PoCT por sua escalabilidade e ampla gama de estratégias de
modificagao da superficie do eletrodo.

2.3.1.2. Sensores de Impedancia

Antes de compreender o funcionamento destes sensores, € fundamental
conhecer o significado de Impedéancia, que em curtas palavras significa a
capacidade de resistir a uma determinada corrente elétrica (Noronha, 2022).

Segundo Sharafeldin e Davis (2021), esses sensores detectam uma
diferengca de potencial de baixa magnitude através de ondulagbes de corrente
alternadas sobrepostas e um potencial de corrente continua constante. Alguns
destes, podem ser operados em modos Faradaicos ou ndo, ao longo de uma faixa
de frequéncia que varia de 100 kHz a 0,1 Hz. Tais sensores sao aplicados na
deteccdo de bactérias (Cebula et al., 2019), virus (Baek et al., 2020) e material
genético (Nazari-Vanani et al., 2020).

2.3.1.3. Sensores Potenciométricos

Esses biossensores envolvem eletrodos ndo Faradaicos, eles operam a partir
de um acumulo de cargas na superficie do eletrodo, assim, quando ocorre a
distribuicdo de cargas, é possivel quantificar o potencial através de uma equacgao
simples, a equacdo de Nernst e possuem aplicagdo para detectar enzimas, ions,
gases e analitos imunologicos (Schalkhammer, 2002). Os transdutores presentes
neste tipo de biossensor trabalham com o potencial na interface eletrodo-solugao,
oriunda da atividade da reagao enzimatica que ocorre no meio e esse potencial é
medido em relacdo a um eletrodo de referéncia, geralmente de Ag ou AgCl em
solugdo de KCI com uma concentracdo definida. Dentre o0s sensores
potenciométricos mais utilizados, os que possuem eletrodo de vidro sensivel a H +
sdo 0s mais explorados, nos quais ocorre uma adsorcdo seletiva desse ion,
provocando uma separagao de cargas e consequentemente, uma diferenca de
potencial detectavel (Alcantara, 2004).

2.3.1.4. Sensores Condutimétricos

Nesse caso, a deteccdo se da através da mudanca de condutividade em
relagdo a concentragdo da amostra em analise. Os principais transdutores utilizados
para essa situagdo sao sistemas de eletrodos interdigitados que detectam o
consumo ou producdo de espécies ibnicas. Estes biossensores possuem alta
simplicidade de operacao e baixo custo, porém, apresentam baixa sensibilidade
quando comparados a outros modelos e a condutividade do sistema depende de
uma temperatura ideal (Schalkhammer, 2002; Alcantara, 2004).

2.3.1.5. Sensores de Canais Ionicos

Sao empregados em outros tipos de biossensores, ou seja, podem ser
integrados com outros tipos de deteccdo e atuar em conjunto. Esse tipo de
biossensor possui bastante utilidade para a industria farmacéutica, uma vez que, de
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acordo com Shalkhammer (2002), imita as fungées de uma membrana bioldgica.
Este sensor € baseado na interagcdo entre moléculas da amostra em analise e um
canal idnico presente em uma membrana e a detecgédo do fluxo de ions € o sinal a
ser detectado.

Uma membrana biolégica, como anteriormente citado, naturalmente
apresenta nanoporos proteicos ou canais iOnicos que sao o0 meio de varios
processos fisiolégicos que ocorrem nos seres vivos e possuem a capacidade de
reconhecer espécies quimicas, perceberem parametros fisicos e principalmente
selecionar elementos para entrada ou saida do meio intra e extra-celular (Aguiar et
al., 2015) e é essa versatilidade da membrana o carater explorado nesse tipo de
biossensor.

2.3.1.6. Sensores Capacitivos

O sinal desse tipo de sensor é baseado na capacitancia, ou seja, em um sinal
numeérico que indica a capacidade de armazenar carga de uma estrutura, molécula
etc (Shalkhammer, 2002). Essa capacidade é medida por meio de um eletrodo
imerso em eletrélito que pode conter uma sonda redox (modo faradaico) ou nao
(modo nao faradaico), sendo que a primeira mede variagdes na carga eletrostatica
da superficie do eletrodo, podendo ser acopladas a sistemas de canais ibnicos; e a
segunda mede variagdes na resisténcia de transferéncia de carga entre a sonda e a
superficie do eletrodo (Garrote, 2022).

2.3.1.7. Sensores Piezométricos

Possui como base a Piezoeletricidade descoberta pelos irmaos Curie, em
que é explorado a capacidade de gerar carga de algumas estruturas cristalinas
(Curie; Curie, 1880). De acordo com Monteiro (2011), os sensores piezométricos
medem a variagdo da amplitude de frequéncia de ressonancia de um material
utilizado, formado de cristais piezoelétricos e essa variagdo € oriunda de um
aumento de massa do transdutor, permitindo assim, que esses sensores sejam
capazes de determinar a massa de analitos ja que ndo € necessario realizar
marcacao bioquimica e sistemas de detecc¢ao optica.

Esse tipo de sensor vem sendo muito utilizado para medir concentragao de
patogenos, por exemplo, ao combinar a especificidade de anticorpos com a
sensibilidade da microbalanca de cristais de quartzo, obtendo assim, uma medida
de concentracdo. Sua principal aplicagcdo é na industria alimentar com a detecgao
de patdégenos em alimentos (Babacan, 2002; Oliveira; Pereira, 2016).

2.3.1.8. Sensores de Ondas Acusticas

Estes sistemas operam via propagacdo de ondas acusticas em uma
superficie. Eletrodos, normalmente de metal, sdo colocados bem préximos entre si e
sobre uma superficie piezoelétrica, assim, um sinal elétrico é aplicado nos eletrodos,
formando uma onda. De acordo com Covacevice (2012), os transdutores sao
ressoadores, que consistem em um oscilador, no qual a onda oscila em uma
frequéncia especifica sob tensdo alternada e cada transdutor produz ondas
ortogonais aos eletrodos.
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Além disso, os materiais utilizados para construgdo do substrato ou meio de
propagacéo da onda, normalmente sdao materiais piezoelétricos, em que o cristal de
quartzo € o material mais utilizado para a construgdo deste biossensor, pois possui
um baixo coeficiente de temperatura. Além do quartzo, o niobato de litio (LiNbO3),
Arseneto de Galio (GaAS), oxido de Zinco (ZnO) e Nitreto de Aluminio (AIN)
também podem ser utilizados (Covacevice, 2012).

2.3.1.9. Biossensores opticos

Estes biossensores utilizam uma sonda de fibra 6ptica com enzimas ou
marcadores fluorescentes imobilizados em suas extremidades, permitindo assim,
que haja uma detecgédo 6ptica do analito. O sinal detectado € uma mudanga da
densidade optica do comprimento de onda, ou seja, mede a luz emitida oriunda de
uma reacéo (Oliveira; Pereira, 2016).

Com isso, estes biossensores podem explorar diversas propriedades oOpticas
para detecgdo, como o comprimento de onda, indice de refragcédo, fluorescéncia,
fosforescéncia e refletividade (Jin et al., 2016).

2.3.1.10. Biossensores Térmicos

Segundo Lucena (2021), este tipo de sensor mede a energia térmica que é
absorvida ou emitida de uma reagao biolégica ou quimica e possui como base a
calorimetria - area da fisica responsavel pelo estudo das trocas de energia térmica
em forma de calor (Bassalo, 1991). Assim como outros biossensores, 0s
biossensores térmicos possuem capacidade de miniaturizagao, trazendo vantagens
de estabilidade, aumento de sensibilidade e facil manuseio do sistema. A
miniaturizacao destes biossensores é uma alternativa aos convencionais (Lee; Lee,
2012), ja que possuem robusta tecnologia para construgdo e requerem grandes
volumes de amostra (Lucena, 2021).

2.3.2. Aplicagcoes dos Biossensores para o setor Agro

Por apresentarem alta estabilidade e sensibilidade quando comparados com
métodos tradicionais, os biossensores apresentam diversas aplicagbes. Segundo
Mehrotra, 2016, uma importante aplicagao € no processamento de alimentos com o
objetivo de participar do monitoramento, garantir a qualidade e seguranga alimentar.
Como citado anteriormente, a principal utilizacdo dos biossensores nesse contexto é
a de deteccdo de patdgenos, além disso, o acompanhamento do processo de
fermentagcdo também é outra forma de utilizacdo, assim como monitoramento de
moléculas-chave indicadoras de qualidade como glicose, glutamina, entre outras
(Mehrotra, 2016).

O uso de biossensores sdo diversos no setor Agro, diferentes tipos séo
utilizados para detectar diferentes patégenos, moléculas, ions ou horménios. Na
literatura é possivel encontrar um grande numero de pesquisas envolvendo a
tecnologia, como a utilizagdo de biossensores potenciométricos para detecgédo de
produtos quimicos como pesticidas (Alcantara, 2004), biosensores eletroquimicos
para a deteccdo de ions metalicos em tecidos vegetais (Embrapa, 2018) e utilizagao
de biossensores comerciais como BIACORE™ para deteccédo de proteinas no leite
de bovinos (Gillis et al., 2002). Pesquisadores da Linkoping University,
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desenvolveram biossensores capazes de detectar niveis de agucares em tempo real
a partir de uma conexao direta com a planta (Redagdo AgEvolution, 2021); na
Europa, um projeto nomeado Food Screening EMR que engloba a participagao de
empresas e a Universidade de Maastricht, esta a desenvolver um biossensor 6ptico
capaz de detectar vitaminas em frutas e legumes, permitindo aos produtores
garantir a qualidade de seus produtos (Velez, 2022).

Além disso, os sensores estdo cada vez mais sendo acoplados a dispositivos
digitais, com destaque para aqueles acoplados ou integrados a sistemas de Internet
das Coisas (loT), dentre os principais, estao tecnologias que visam minimizar ou até
mesmo impedir a disseminagdo de doengas no campo por meio da detecgcao
precoce. Um dispositivo que pode ser conectado a smartphones e que detecta
compostos organicos volateis emitidos pelas plantas é um exemplo, como indicado
pelo jornal Correio Braziliense (Germano, 2019).

2.4. Regulamentacao

Nao ha regulamentacdo de produtos de diagndstico PoCT especifica para a
deteccao de fitopatdgenos e doencas ndo humanas, apenas para a saude humana.
Como a regulamentagao é generalista e faz proposi¢des, na maioria das vezes, nao
especificas, € recomendavel que instituicdes que produzam este tipo de diagndstico
para o setor agro, sigam tais normas até onde for possivel.

Conforme citado anteriormente, ha dois regulamentos que abordam o
conceito de Point of Care Testing, ambos resolugdes da ANVISA: RDC n° 36/2015 e
RDC n° 302/2005. Com o objetivo de melhor compreender a regulamentagao,
ambas as resolugdes serdo descritas abaixo.

1.8.1 RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N° 302, DE 13 DE
OUTUBRO DE 2005

Essa resolucdo dispbe sobre Regulamento Técnico para funcionamento de
Laboratérios Clinicos e tem como objetivo definir os requisitos para o funcionamento
dos laboratorios e postos de coleta laboratorial publicos ou privados que realizam
atividades na area de analises clinicas, patologia clinica e citologia e é aplicavel a
todos os servicos publicos ou privados, que realizam atividades laboratoriais nas
areas citadas.

No tépico 4 da resolugado, séo descritas algumas defini¢des, dentre elas a de
Teste Laboratorial Remoto (TLR), o qual no tépico 6 descreve Processos
Operacionais, mais especificamente no tépico 6.2 de Processos Operacionais da
Fase Analitica, no qual sao feitas as seguintes proposigdes:

“6.2.13 A execucao dos Testes Laboratoriais Remotos — TLR (Point-of-care) e

de testes rapidos, deve estar vinculada a um laboratoério clinico, posto de

coleta ou servigo de saude publica ambulatorial ou hospitalar.

6.2.14 O Responsavel Técnico pelo laboratério clinico € responsavel por

todos os TLR realizados dentro da instituicdo, ou em qualquer local,

incluindo, entre outros, atendimentos em hospital-dia, domicilios e coleta

laboratorial em unidade movel.

6.2.15 A relagdo dos TLR que o laboratério clinico executa deve estar

disponivel para a autoridade sanitaria local.
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6.2.15.1 O laboratdrio clinico deve disponibilizar nos locais de realizacao de
TLR procedimentos documentados orientando com relagdo as suas fases
pré-analitica, analitica e pds-analitica, incluindo:

a) sistematica de registro e liberacéo de resultados provisorios;

b) procedimento para resultados potencialmente criticos;

c) sistematica de revisado de resultados e liberagdo de laudos por profissional
habilitado.

6.2.15.2 A realizacdo de TRL e dos testes rapidos estd condicionada a
emissdo de laudos que determinem suas limitagdes diagnodsticas e demais
indicagdes estabelecidos no item 6.3.

6.2.15.3 O laboratério clinico deve manter registros dos controles da
qualidade, bem como procedimentos para a realizagao dos mesmos.

6.2.15.4 O laboratério clinico deve promover e manter registros de seu
processo de educagdo permanente para os usuarios dos equipamentos de
TLR.” (Adaptado de ANVISA, 2005)

Em conclusdo, as exigéncias para liberar produtos PoCT devem seguir
alguns requisitos que podem ser divididos em seis itens:

a) Responsavel Técnico: “Profissional legalmente habilitado que assume
perante a Vigilancia Sanitaria a Responsabilidade Técnica do laboratério
clinico ou do posto de coleta laboratorial” (ANVISA, 2005). Este profissional
€ responsavel por todos os testes realizados na instituicdo ou em qualquer
local (fora da instituic&o).

b) Documentagdo dos procedimentos: Dentre os documentos, estdo o
Alvara sanitario ou Licenga de Funcionamento ou Licenga Sanitaria do
estabelecimento. O Laudo Laboratorial também € obrigatorio e sera descrito
mais adiante. O estabelecimento também deve possuir os registros, de modo
a garantir rastreabilidade do laudo.

c) Laudo: Documento obrigatério que contenha as analises laboratoriais,
validados e autorizados pelo técnico do laboratdrio. Os laudos devem conter
alguns itens considerados essenciais que foram descritos no topico 6.3.3 da
resolucdo em questio:

“a) identificagao do laboratério;

b) endereco e telefone do laboratério;

c) identificagdo do Responsavel Técnico (RT);

d) n°. de registro do RT no respectivo conselho de classe profissional;

e) identificacdo do profissional que liberou o exame;

f) n°. registro do profissional que liberou o exame no respectivo

conselho de classe do profissional

g) n°. de registro do Laboratério Clinico no respectivo conselho de

classe profissional;

h) nome e registro de identificagéo do cliente no laboratorio;

i) data da coleta da amostra;
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j) data de emissao do laudo;

k) nome do exame, tipo de amostra e método analitico;

) resultado do exame e unidade de medigao;

m) valores de referéncia, limitagcdes técnicas da metodologia e dados
para interpretacao;

n) observagdes pertinentes. “ ( Adaptado de ANVISA, 2005)

d) Controle de Qualidade: Envolve todas as técnicas e atividades
operacionais do estabelecimento que tem como objetivo garantir os requisitos
de qualidade do produto e do estabelecimento.

e) Treinamento: O estabelecimento deve promover treinamentos
permanentes aos seus funcionarios assim como manter o registro de cada
treinamento.

f) Testes Laboratoriais: Todos os testes e analises realizados pelo
laboratério devem ser registrados.

1.8.2 RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N° 36, DE 26 DE
AGOSTO DE 2015

Essa resolugao dispbe sobre a classificagao de risco, regimes de controle de
cadastro e registro e os requisitos de rotulagem e instrugbes de uso de produtos
para diagnostico in vitro, inclusive seus instrumentos, além de fornecer outras
providéncias que devem ser aplicadas a todos os produtos para diagnostico in vitro
fabricados em territorio nacional e aqueles fabricados em outros paises que venham
a ser importados para o Brasil.

Na secédo IlI, em paragrafo unico topico 4, essa resolugdo declara
explicitamente que néo se aplica “aos reagentes laboratoriais que sejam destinados
ao diagnostico de qualquer amostra ndo humana” (ANVISA, 2013). Portanto, fica
novamente comprovado que néao existe regulamentacao no Brasil que seja aplicavel
as instituigdes que produzem produtos de diagnostico PoCT para o setor Agro.
Entretanto, tal resolucido sera brevemente detalhada, a fim de tornar claro os
requisitos necessarios para regulamentagdo desse diagndstico para a saude
humana, a fim de elucidar quais seriam os possiveis requisitos para regulamentagao
do mesmo tipo de diagndstico para o setor Agro.

Esta resolugdo é dividida em sete capitulos, sendo o primeiro, disposi¢coes
gerais, ou seja, descricao do objetivo e da abrangéncia da resolugao, assim como
algumas definicdes importantes. No capitulo 2, secdo 1, a resolugdo elabora
diversos requisitos que sao de suma importancia para a regularizagdo junto a
ANVISA:

a) Classificar o produto quanto ao Risco:
O risco do produto pode ser dividido em quatro (Art. 4°), e segue cinco critérios (Art.
5°), conforme descrito a seguir:
“Art. 4° Para fins de regularizagdo junto a ANVISA, os produtos para
diagnastico in vitro sdo enquadrados nas seguintes classes de risco:
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| — Classe |: produtos de baixo risco ao individuo e baixo risco a saude
publica;

Il — Classe II: produtos de médio risco ao individuo e ou baixo risco a
saude publica;

[l — Classe lll: produtos de alto risco ao individuo e ou médio risco a
saude publica;

IV — Classe |V: produtos de alto risco ao individuo e alto risco a saude
publica. “

Art. 5° A classificagdo de risco dos produtos para diagnéstico in vitro é
baseada nos seguintes critérios:

| — indicacao de uso especificada pelo fabricante;

Il — conhecimento técnico, cientifico ou médico do usuario;

[l — importancia da informacgao fornecida ao diagndstico;

IV — relevancia e impacto do resultado para o individuo e para a saude
publica;

V —relevancia epidemiolégica.” (ANVISA, 2013).

b) Estabelecer as Regras de Classificagao do do produto: Sdo descritas na
secao 2 do mesmo capitulo e tem o objetivo de auxiliar quanto a classificagao
de risco. Nesta secao, sdo encontradas descricdes detalhadas das finalidades
do produto como forma de justificativa de classificacdo. Nesta resolugcao, o
unico produto com finalidade PoCT descrito € o de deteccdo de gases e
glicose no sangue, entretanto, em um paragrafo Unico na mesma secao
(Secédo 2), é informado que quaisquer produtos de diagnostico PoCT que
diferem desta finalidade, devem ser classificados independentemente,
seguindo as regras explicitadas na resolugdo em questao.

c) Estabelecer o Regime de Controle de cada classificagao (Segéo 3):
“Art. 17. Os produtos para diagndstico in vitro das Classes | e Il estao
sujeitos a cadastro.
Art. 18. Os produtos para diagndstico in vitro das Classes Ill e IV estado
sujeitos a registro”. (ANVISA, 2013).

No capitulo 3, sdo estabelecidos requisitos gerais documentais, onde séo
descritos como realizar Peticdes de Cadastro e de Registro de produtos; Peti¢cdes
de Alteracdo de ambas as situagbes; Peticbes de Revalidagdo de Registro e
Peticbes de Cancelamento de ambas as situagoes.

No capitulo 4, é descrito como deve ser feito o Dossié Técnico do produto de
acordo com a classe de risco, 0o qual deve conter necessariamente a descricao do
produto, imagem dos produtos, relatério de gerenciamento de riscos do produto,
lista de normas técnicas adotadas, Certificado de Conformidade, estudos de
desempenho, estabilidade do produto, desempenho clinico do produto, endereco da
unidade fabril e processos de fabricagdo contendo fluxograma do processo de
producao.

No capitulo 5 sao descritos os requisitos de rotulagem e instrugdes de uso,
que devem indicar informagdes de segurancga e eficacia do produto de forma que
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um profissional ou um usuario leigo sejam capazes de compreender. De maneira
geral, as instrugcdes de uso devem ser claras e apresentar a finalidade, nome e
descrigcdo do produto, indicar para quem este produto € destinado (usuario final),
descrever os tipos de amostras que sao utilizadas, indicar recomendacodes e
limitagbes de wuso, apontar quais substédncias podem interferir ou limitar o
desempenho do produto e apontar os riscos, alertas ou precaugdes a serem
tomadas ao manusear o produto.

As condi¢cdes de cancelamento de cadastro ou registro e disposig¢des finais
sdo descritas nos capitulos 6 e 7, respectivamente. A ANVISA pode cancelar o
cadastro ou registro do produto de diagndstico in vitro em caso de informacao falsa
ou cancelamento de qualquer um dos documentos listados na seg¢ao 3, que sao:
Comprovante de pagamento da Taxa de fiscalizagdo de Vigilancia Sanitaria (TFV);
formulario ANVISA; Comprovante de Certificagao em Boas Praticas de Fabricacao e
Controle ou comprovante de protocolo de solicitagcdo de Certificado de BPF e
formulario da ANVISA disponibilizado no momento da peticdo de registro do
produto.

Por fim, também pode haver cancelamento do cadastro ou registro caso o
produto ou processo de fabricagdo apresente risco a saude do consumidor,
paciente, operador ou terceiros envolvidos.

2.4.1. Outras regulamentagoes

A Norma Brasileira ABNT NBR ISO 14971 de 2009 rege os produtos para a
saude e descreve a aplicagcdo do gerenciamento de risco destes produtos. O
objetivo desta norma é fornecer uma estrutura de consulta para os fabricantes de
produtos da saude, de forma que possam analisar e comprovar a conformidade de
seus produtos conforme os requisitos de seguranga e desempenho. Entretanto, a
norma nao traz mencgao especifica para produtos de diagndstico PoCT.

Além  disso, algumas regulamentagbes internacionais abordam
especificamente os dispositivos PoCT e também podem ser utilizadas como base
para a producéo nacional:

a) CLSI POCTTO01-A2 (Point-of-Care Connectivity; Approved Standard,
Second Edition): Esse documento prevé uma estrutura de consulta para
engenheiros, para garantir a projecao de dispositivos, estabelecimentos e
outros setores de forma a formar uma rede de comunicacgao bidirecional entre
o dispositivo PoCT e os pontos de acesso, gerenciadores de dados e
sistemas de informacdes laboratoriais de diversos fornecedores.

b) CLSI POCTO04 (Essential Tools for Implementation and Management of
a Point-of-Care Testing Program, 3rd Edition): Fornece direcionamento para
usuarios de diagnéstico in vitro fora de laboratorios médicos sobre como
garantir resultados confiaveis e comparaveis aos realizados em laboratérios
meédicos.

c) CLSI POCTO08-A (Quality Practices in Noninstrumented Point-of-Care

z

Testing: An Instructional Manual and Resources for Health Care Workers): E
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um guia para aumentar a qualidade de testagem laboratorial para autoteste
para usuarios sem experiéncia e conhecimento laboratorial.

d) CLSI POCTOQ9 (Selection Criteria for Point-of Care Testing Devices):
Esse documento é um guia que fornece critérios de selecdo de dispositivos
PoCT baseado no ambiente de atendimento ao paciente e necessidades
clinicas.

e) CLSI POCTO7-A (Quality Management: Approaches to Reducing
Errors at Point-of-Care): Esse documento apresenta padronizagdes a serem
seguidas para minimizar erros, reduzir risco e aumentar a qualidade de
PoCTs.

f) ISO 11073-90101:2008 (Health informatics. Point-of-care medical
device communication Part 90101: Analytical instruments): Esse documento
estabelece especificagdes que permitem a operabilidade de fornecedores e
comunicacao entre dispositivos PoCT, gerentes de dados e informacao
clinica.

9) ISO 22870:2016. (Point-of-care testing (POCT) Requirements for
quality and competence): Possui aplicabilidade quando o dispositivo PoCT é
realizado em hospitais, clinicas e atendimento ambulatorial e fornece
requisitos que devem ser usados em conjunto com a ISO 15189 (Medical
laboratories Requirements for quality and competence).

h) ISO/TS 22583:2019 (Guidance for supervisors and operators of
point-of-care testing (POCT) devices): Esse documento € um guia para
supervisores e operadores de servigos de testes PoCT.

2.5. Produtos Comerciais e em Desenvolvimento no setor Agro

O mercado Agro de diagnostico PoCT é possivelmente um mercado em
ascensdo. A necessidade de diagnosticos precisos, rapidos, a campo e baratos
estdo em alta demanda, uma vez que este setor possui bastante peso no PIB
brasileiro e para que isso se mantenha, tecnologias que possuam essas
caracteristicas sao necessarias (Possamai et al., 2019).

Com o objetivo de realizar uma analise sobre produtos PoCT com aplicagao
para o setor em questdo, foi possivel realizar um levantamento de empresas
brasileiras e estrangeiras que produzem produtos comerciais Point of Care voltados
para detecgcdo de doengas animais e de plantas e outras moléculas, através de
pesquisa na literatura e analise de relatérios de empresas especializadas em
analise de mercado, a fim de avaliar quais sao as principais metodologias utilizadas
e quais produtos encontram-se em desenvolvimento.

Em uma analise do catalogo de produtos de 23 empresas estrangeiras
reconhecidas por fabricarem produtos de diagndsticos PoCT (Abbott Laboratories;
Quidel; Danaher; Bio-Rad; Thermo Fisher Scientific; Cardinal Health; Orasure;
Trinity Biotech; Meridian Bioscience; Chembio Diagnostic Systems; MedMira;
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Polymedco; AccuBiotech; Roche; Horiba; Werfen; Siemens Healthineers; Sysmex;
EFK Diagnostics; Merck; Sinocare; PTS Diagnostics; Medline Industries), apenas
duas apresentaram produtos voltados para o setor Agro, todos eles para a area da
veterinaria: Abbot Laboratories desenvolveu o produto nomeado CLEARVIEW™
PBP2a SA CULTURE COLONY TEST, um teste de fluxo lateral que detecta
Staphylococcus aureus e EFK Diagnostics desenvolveu produtos nomeados de
Lactate Scout Vet e Hemovet, ambos s&do sensores que detectam os niveis de
lactose e hemoglobina, respectivamente, no sangue de pacientes animais.

) Abbott GLOBAL POINT OF CARE

PRODUCTS & SOLUTIONS KNOWLEDGE & INSIGHTS SUPPORT ABOUT US Search o oEE

Home > Products

CLEARVIEW™ PBP2a SA
CULTURE COLONY TEST

The Clearview™ PBP2a SA Culture Colony Test can provide results up to 24 hours sooner ” Tt
than traditional methods in isolates of 5. aureus.

» Invasive, serious MRSA infections occur in nearly 94,360 persons each year and are e
associated with approximately 18,650 deaths.® m

» Of thaf_se m‘liectlons, about 86% are healthcare-associated and 14% are community- ey | P8Pa SA |
associated. [REAGENT] 1 [REAGENT] 2 | 2 !

k™ B e [
CONTACT SALES TECHNICAL SUPPORT

Figura 8. Teste ClearView™ da empresa Abbot Laboratories para detecgdo de S. aureus. O kit
fornece um resultado em 5 minutos e pode ser armazenado a temperatura ambiente. Contém dois
reagentes, uma embalagem contendo 25 tiras de deteccdo, 25 estantes de suporte e 25 tubos de
ensaio (Adaptado de ©2023 Abbott Laboratories).

| Lactate Scout Vet
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1. Remova o sensor, cologue no 2. Perfure o local da amostra capilar 3. Resultados mostrados em 10

analisador e selecione as espécies. e colete uma amostra de sangue. segundos.

Figura 9. Sensor Lactate Scout Vet da empresa EFK Diagnostics. O sensor possui tamanho de um
chip e é do tipo amperométrico e o aparelho de analise tem tamanho pequeno de 91 x 46 x 21mm.
Ao entrar em contato com uma amostra sanguinea através do sensor, o resultado € mostrado no
visor do aparelho em até 10 segundos (Adaptado de © 2023 EFK Diagnostics).

| Hemo Vet hemoglobin analyzer

Accurate hemoglobin
and hematocrit results

with R EREN

3. O resultado aparece em 25-60

1. Colete uma amostra de sangue. 2. Cologue a microcuwveta no
analisador. segundos.

Figura 10. Sensor Hemovet da empresa EFK Diagnostics para analise de hemoglobina e
hematécrito. O sensor fica alocado no interior de uma aparelho analisador e é do tipo fotométrico, o
analisador possui tamanho compacto de 160 mm x 160mm x 68mm e pesa 700g. Ao inserir uma
amostra sanguinea, coletada em uma microcuveta, no interior do aparelho analisador, o resultado
aparece no visor entre 25 e 60 segundos (Adaptado de © 2023 EFK Diagnostics).
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2.5.1. Principais produtos comerciais para o setor Agro

Com uma pesquisa avangada na literatura, algumas poucas empresas
estrangeiras, talvez as principais, foram identificadas com catalogo de produtos
voltados para o setor da agricultura, como a empresa Envirologix, que desenvolveu
testes de fluxo lateral para detecgcdo de proteinas expressas por organismos
geneticamente modificados (OGM), sendo os produtos nomeados de TotalTrait™
Comb for Soy e TotalTrait™ Comb for Corn suas solugbes mais completas para
detecgdo, em um mesmo teste, de varias proteinas de soja e milho. A empresa
também conta com um catalogo de kits com testes de fluxo lateral para detecgao de
micotoxinas como aflatoxina, fumonisina, ocratoxina, toxinas T-2 e HT-2, vomitoxina
e zearalenona, sendo seu produto mais completo, um conjunto de ferramentas
nomeado TotalTox™, um conjunto uUnico de pentes com possibilidade de
identificagcdo de até 48 amostras, sendo o primeiro e Unico do mercado até o
momento. Para compor seu catalogo e entregar ainda mais independéncia ao seu
cliente, a empresa desenvolveu um sistema flexivel de leitura de tiras de OGM e
micotoxinas nomeado de QuickScan, permitindo quantificacdo da leitura e
rastreabilidade.
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Figura 11. Produtos TotalTrait™ Comb for Soy (1); TotalTrait™ Comb for Corn (2) e QuickScan (3) da
empresa Envirologix. Os testes TotalTrait™ para soja e milho sdo compostos por mdltiplas tiras de
fluxo lateral, formando um pente, o kit também inclui copos de amostra e pipetas de transferéncia
descartaveis e ndo contém reagente, o resultado é obtido apenas com agua, o resultado é revelado
em até 5 minutos. O aparelho QuickScan é um scanner portatil capaz de ler e interpretar os
resultados obtidos da testagem de fluxo lateral, basta alocar o teste em uma gaveta. Sua capacidade
de leitura é de até 22 testes (Adaptado de © 2023 Envirologix).

Além disso, a empresa Agdia, se tornou referéncia no mercado de
diagnosticos de OGMs além de ser reconhecida no ramo de detecgédo de
fitopatdgenos, com um catalogo de produtos desenvolvidos para diversas culturas
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como banana, cucurbitaceas, batata, tomate, berinjela, uva, lupulo, pimenta,
orquidea, dalia, milho, soja, trigo e cannabis.

Os produtos destinados a detecgédo de fitopatdgenos em sua maioria s&o
testes de fluxo lateral ImmunoStrip®, o qual a empresa possui um catalogo robusto
para detectar virus, bactérias e fungos de varias culturas. Seguindo no mesmo
alinhamento, a empresa suigca BIOREBA, possui um robusto catalogo para detec¢ao
de até 18 fitopatdgenos diferentes através de produto comercial nomeado AgriStrip.

A deteccdo de micotoxinas pela tecnologia de teste de fluxo lateral também
encontra lugar em um produto comercial nomeado AgraStrip® Pro WATEX®, da
empresa austriaca Romer Labs, assim como a empresa Pocket Diagnostic®,
especialista em kits para deteccado de fitopatégenos como Erwinia amylovora,
Phytophthora spp, Ralstonia solanacearum, Virus Y da batata (PVY), e detecgéo de
acidos nucleicos pos-amplificacdo, compativeis com amplificagao via LAMP ou RPA.

. . —- V/
Q agdla b“’ BIOREBA LR;’{,QF".JA

ImmunoStrip® AgriStrip AgraStrip® Pro WATEX®
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Figura 12. Produtos ImmunoStrip® (1); AgriStrip (2) e AgraStrip® Pro WATEX® (3) das empresas
Agdia, Bioreba e Romer Lab’s respectivamente (Adaptado) .

Com a utilizagdo de metodologias de amplificagcdo isotermal, a empresa
Agdia também desenvolveu kits sob o nome AmplifyRP®, para detecg¢ao de virus,
bactérias e fungos fitopatogénicos. Esses kits fornecem todos os reagentes
necessarios para amplificar acidos nucleicos em tempo real. Os produtos
AmplifyRP® Acceler8®, sdo produtos que permitem uma amplificagdo ainda mais
rapida para diagnostico de fitopatégenos. Além disso, a empresa conta com um
produto nomeado Phytodetek®, um kit de imunoensaio monoclonal ELISA para
deteccdo do horménio Acido abscisico (ABA). A empresa Eiken Chemical co. possui
produtos baseados na metodologia LAMP direcionados para o monitoramento
ambiental com deteccao de Legionella sp, Cryptosporidium sp e Giardia; qualidade
sanitaria de alimentos, com deteccdo de Salmonella sp, E. coli, Listeria
monocytogenes, Flavobacterium sp, entre outros; reprodutibilidade animal, com
produtos LAMP para a sexagem de embrides bovinos e patdgenos que acometem
peixes.



46

AmplifyRP® Discovery Kits
AmplifyRP® XRT and XRT+ Pathogen Specific Kits AmplifyRP® Acceler8®
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Figura 13. Produtos AmplifyRP® (1) e AmplifyRP® Acceler8® (2) da empresa Agdia (Adaptado de ©
2023 Agdia).

Migrando para os biossensores, a empresa Cytiva desenvolveu um
biossensor de ressonancia plasmdnica de superficie (SPR) nomeado BIACORE™
que também vem sendo acoplado a algumas tecnologias para detec¢des no setor
Agro, como a detecgdo de hormdnios no leite de bovinos (Guillis et al., 2002). A
empresa conta ainda com uma ampla gama de chips para detecgdo de proteinas
animais e humanas e com o proéprio software de avaliagdo, entregando um pacote
completo para o usuario da tecnologia. Com dimensdes menores, portatil e com
possibilidade de uso online o biossensor comercial SPREETA™ da empresa
Sensata € uma alternativa ao BIACORE e pode ser utilizado para deteccdo de
proteinas em leite de bovinos, caprinos e ovinos (Haasnoot et al., 2006). A empresa
Windsor Scientific Ltd desenvolveu o sensor comercial IBIS, que em algumas
evolugdes do modelo, alcangou o produto IBIS T5000, no qual foi possivel detectar
e quantificar todas as bactérias conhecidas além dos principais fungos e virus que
acometem humanos e animais (Ecker et al., 2008).

Outros biossensores comerciais com possivel aplicacdo para o setor agro
sdo os biossesores SPR670 e SPR-CELLIA, ambos da empresa Nippon Laser
Eletronics e destinados a deteccédo de células (Baird; Myszka, 2001); o biossensor
IASys da empresa Affinity Sensors, destinado a deteccdo de interagbes
biomoleculares (Nicu, 2008); biossensor piezoelétrico PZ 106 Immunobiosensor
System da empresa Universal Sensors capaz de detectar interacbes
antigeno-anticorpo (Minnuni et al., 1995); biossensor amperométrico BIOS-1 da
empresa Artificial Sensing Instruments, destinado a detecgcdo de células (Owen,
1997) e biossensor amperomeétrico NECi, o qual foi testado para detecgéo de nitrato
pela sua fabricante, a empresa Nitrate Elimination Co. Inc., com o objetivo de ajudar
agricultores na gestdo de nutrientes, fornecendo analises rapidas de campo
(Campbell, 2010)
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Figura 14. Produtos BIACORE™ (1) e seus derivados; IBIS T5000 (2); SPREETA™ (3) e NECi (4)
das empresas Cytiva; Windsor Scientific Ltd; Sensata e Nitrate Elimination Co. Inc, respectivamente
(Adaptado). A tecnologia BIACORE™ ¢é& diversa, composta por aparelhos sensores e chips de
detecgdo baseados em ressonancia plasménica de superficie (SPR), além de reagentes para
testagem e um software de leitura. Ja o aparelho IBIS T5000 é um aparelho grande, mas portatil,
composto por um sensor de espectrdmetro de massa capaz de interpretar acidos nucleicos. O
aparelho SPREETA™ é um microssensor (do tamanho de uma moeda), que também se baseia em
SPR. O aparelho NECi é um sensor fotométrico conectavel ao celular (Adaptado de © 2023 Cytiva;
Ecker, 2008; © 2023 Nitrate Elimination Co. Inc; © 2023 Sensata Technologies).

2.6 Analise Econémica e Mercadologica

2.6.1 Mercado de diagnésticos Point of Care para o Agronegocio

O mercado de diagnostico PoCT é amplo pois os produtos com essa
tecnologia atendem diversas demandas dos produtores, como a detecg¢ao rapida,
precisa e especifica de fitopatdgenos e doengas animais, algo importante para a
rapida tomada de decisao na escolha do(s) método(s) de controle. Com a ampliagao
do desenvolvimento de produtos PoCT, ha perspectivas de atender ainda mais
setores produtivos, além do Agro (Market Data Forecast, 2023).

O principal setor e 0o que faz com que o diagndstico PoCT tenha crescido
tanto, é a area da saude humana, principalmente apds a eclosdo da pandemia da
COVID-19, a qual ocasionou uma rapida expansao desse mercado. Alguns dados
de empresas especialistas em pesquisa de mercado, estimam um crescimento
global de US$ 14,65 bilhdes entre 2022 e 207, com uma taxa de crescimento anual
composta (CAGR) de 10,65% para o mesmo periodo (Technavio, 2023). Ja de 2023
a 2030, a CAGR estimada foi de 6,50% (Grand View Research, 2023).

Em 2022, o mercado de diagnéstico PoCT foi avaliado em US$ 40,61 bilhdes
e os dados mais recentes indicam que em 2023 atingira US$ 44,23 bilhdes (Grand
View Research, 2023). Ja analisando relatorios especificos do mercado para a
América Latina, o valor do mercado chegou a US$ 2,98 bilhdes em 2022 e
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estima-se que atinja US$ 4,74 bilhdes até 2027, com CAGR de 9,68% (Market Data
Forecast, 2023).

Varias empresas foram encontradas com produtos destinados ao diagndstico
PoCT em seus catalogos, entretanto, poucas com produtos para o setor Agro, por
exemplo, as empresas brasileiras encontradas possuem um status de Startup, o que
indicam que surgiram recentemente e seus produtos ou se encontram em
desenvolvimento ou sdo produtos destinados para um mercado novo, como € o
caso do mercado Agro de diagndstico PoCT. Ao todo, foi possivel identificar 16
empresas estrangeiras com produtos comerciais voltadas para o setor (tabela 2) e
13 startups brasileiras com alguma tecnologia PoCT aplicavel ao setor Agro (tabela
3). Apesar de ainda haver poucas empresas brasileiras com produtos comerciais
para o setor, a pesquisa cientifica para o desenvolvimento de novas tecnologias na
area € de grande escala e diversos sistemas vém sendo desenvolvidos para
deteccéao de diversos alvos.

Tabela 2. Empresas estrangeiras que possuem produtos PoCT em seu catalogo. Tabela contendo
nome da empresa, localizacdo geografica e enderecgo eletrénico consultado.

Abbott Laboratories EUA www.globalpointofcare.abbott
Affinity Sensors Reino Obtido através de citagdo em estudo (Nicu, 2008)
Unido
Agdia EUA orders.agdia.com
Artificial Sensing Suica Obtido através de citagdo em estudo (Minnuni et al.,
Instruments
1995)
BIOREBA Suica www.bioreba.ch
Cytiva Life Science EUA www.cytivalifesciences.com
EFK Diagnostics Reino www.ekfdiagnostics.com
Unido
Eiken Chemical Japao www.eiken.co.jp
Envirologix EUA www.envirologix.com
Nippon Laser Eletronics Japao www.researchgate.net

Nitrate Elimination Co. Inc EUA nitrate.com



https://www.globalpointofcare.abbott/us/en/product-details/clearview-pbp2a.html
https://orders.agdia.com/products
https://www.bioreba.ch/catalog/Kachel-Struktur-Agristrip.aspx
https://www.cytivalifesciences.com/en/us/about-us/our-brands/biacore
https://www.ekfdiagnostics.com/veterinary.html
https://www.eiken.co.jp/en/products/lamp/
https://www.envirologix.com/catalog/
https://www.researchgate.net/publication/326038912_Effect_of_Metal_Film_Thickness_and_Various_Solvents_on_the_SPR_Biosensor_Sensitivity_for_illegal_Compound_Detection/link/5b5dfc36458515c4b25123f5/download?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHVibGljYXRpb24iLCJwcmV2aW91c1BhZ2UiOiJfZGlyZWN0In19
https://nitrate.com/
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Pocket Diagnostic Reino www.pocketdiagnostic.com
Unido

Romer Labs Austria www.romerlabs.com

Sensata Technologies EUA www.sensata.com

Universal Sensors Australia www.universalbiosensors.com

Windsor Scientific Reino Obtido através de citagdo em estudo (Bairs; Myszka,
Unido 2001)

2.6.2. O mercado Brasileiro

De acordo com a empresa Market Data Forecast (2023), o Brasil é
considerado um mercado emergente para o diagndstico PoCT, oferecendo alto
potencial de crescimento para empresas do ramo e dentre os motivos entdo o
aumento de iniciativas de participantes do mercado, aumento da base de pacientes
e aumento de parcerias e empreendimentos conjuntos. Além disso, em 2019, o
Brasil dominou a industria de diagndstico PoCT na América Latina, gerando uma
participacdo de receita em mais de 41% com tendéncia de aumento devido a
atuacdo do Sistema Unico de Saude (SUS).

Em um livro elaborado pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (2021) é
destacado que a Biotecnologia e Softwares de agricultura digital e precisdo estao
em crescente uso. A biotecnologia voltada para o setor agro tem permitido superar
desafios como proteger culturas contra insetos, plantas daninhas e fitopatégenos
sem necessariamente recorrer a produtos e servigos que prejudiquem o meio
ambiente. Além disso, a biotecnologia tem oferecido aumento de rendimento,
reducao de custos de produgdo e maior retorno financeiro, principalmente ao
caminhar junto com a agricultura digital.

Como citado anteriormente, a tecnologia digital principal utilizada no setor
Agro é a de dados ou imagens de sensores de campo sobre plantas, animais, solo,
agua, clima, doengas ou pragas (Bolfe et al., 2021), com tendéncia de aumento,
visto que ainda existe baixa disponibilidade de ferramentas e tecnologias para
aplicacdo na produgdo e as principais aplicagcdes das tecnologias em agricultura
digital, em que o diagndstico PoCT possa estar inserido, estdo entre as mais
utilizadas, dentre elas: tecnologias que garantam o Bem-Estar animal; Deteccao de
plantas daninhas; Deteccdo de doengas; Deteccdo de pragas e Deteccdo de
deficiéncias nutricionais (Bolfe et al., 2021).

Diante disso e da revisdo de literatura realizada com as principais
metodologias utilizadas, & possivel identificar setores do mercado de diagnostico
PoCT crescentes:


https://www.pocketdiagnostic.com/products/
https://www.romerlabs.com/en/
https://www.sensata.com/
https://www.universalbiosensors.com/
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a) Controle Sanitario Animal e Biosseguranca: Talvez sejam os setores
com mais produtos destinados a comercializagdo dentro deste mercado. A
garantia da saude do gado e evitar a disseminagdo de doengas de aves e
suinos sao finalidades de uso desse tipo de diagndstico.

b) Monitoramento de pragas e doencas de plantas: Este setor tem
mostrado crescimento promissor na utilizagdo de diagnostico PoCT pois
garante mais agilidade e independéncia na tomada de decisdo de controle.

c) Qualidade de agua e solo: Os diagndsticos PoCT podem encontrar
funcdo na deteccdo de fitopatdgenos presentes no solo ou na avaliagado
nutricional do mesmo. Testes PoCT de qualidade da agua ja sao conhecidos
no mercado e sdo essenciais para garantir uma produgao de qualidade.

Os principais players que compdem o mercado brasileiro sdo empresas
estrangeiras, principalmente se o setor em questao for o da area da saude humana.
Porém, algumas empresas estrangeiras vem produzindo produtos com aplicagao
para o setor Agro como abordado no capitulo 1 em “Produtos comerciais e em
desenvolvimento para o setor Agro”.

Como visto anteriormente, apenas 2 das 23 principais empresas que sao
conhecidas por produzirem diagnésticos PoCT, possuem produtos destinados ao
Agro em seus catalogos. Entretanto, outras empresas estrangeiras que estao
presentes no Brasil, sdo conhecidas por produzirem diagnésticos PoCT, como
Roche Diagnostics, BD Company, BioMériux SA, QIAGEN N.V, Hologic Inc, Danaher
Corporation e Alere Inc, sendo a ultima, a unica empresa com produtos que podem
ser direcionados ao setor Agro, uma vez que é uma empresa de diagndstico
veterinario. As demais empresas possuem uma ampla gama de produtos PoCT,
entretanto, todos destinados a saude humana.

Ja as principais empresas nacionais que produzem produtos de diagnostico
PoCT séo Biotec do Brasil, Techmax, AllBiotech, WAMA, Bioclin, OrangeLife e ECO
Diagndstica, nos quais seus produtos variam e vao desde produtos simples e
praticos de utilizagdo unica a produtos acoplados a outras tecnologias, apenas ECO
Diagndstica apresenta produtos que podem ser destinados ao setor agro, uma vez
que também é uma empresa com produtos para diagnostico veterinario.

Como se pode perceber, ha escassez de empresas no Brasil que tenham em
mente o diagndstico voltado para o setor em questéo, indicando que possivelmente
0 mercado brasileiro seja um potencial ber¢o para novas empresas no ramo.

2.6.3. Perspectivas e Tendéncias do Setor Agro

Algumas tendéncias ja s&o visiveis quando analisamos os modelos em
desenvolvimento através da pesquisa cientifica, a integracdo de dispositivos,
miniaturizagdo, portabilidade e conectividade estdo cada vez mais presentes no
mercado internacional e com o mercado brasileiro possivelmente ocorrera da
mesma forma.

Cada vez mais se observam diagnosticos PoCT que sejam acoplaveis com
tecnologias digitais e conectaveis a internet. A integragdo dessas tecnologias com
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sistemas loT, por exemplo, permite a coleta de dados em tempo real, o que facilita o
monitoramento de animais, plantas, agua e solo, por exemplo. Além disso, uma
crescente preocupagdo com a biosseguranga, saude humana e prevencgdo de
doengas tem pressionado o setor Agro para produzir produtos cada vez mais
saudaveis e livres de agrotoxicos e outros quimicos, assim, o diagnostico PoCT
pode ser o caminho para garantir que produtos estejam dentro dos padrdes exigidos
para o mercado nacional e internacional.

Outra forte tendéncia do setor agro € a busca por praticas e métodos que
aumentem cada vez mais a sustentabilidade e eficiéncia da producdo. Utilizar
métodos que permitem a prevengao, melhor planejamento de cultivo e redugédo da
aplicagcao de quimicos € visto com bons olhos ndo somente pelos consumidores,
como pelos produtores, devido a redugao de custos a longo prazo com quimicos,
irrigacao, sementes resistentes e outros (Buzetti, 2023).

Como ja se sabe, o Brasil vem investindo em pesquisas para o
desenvolvimento de tecnologias para a biosseguranca e prevencédo de doengas.
Com uma busca avangada no relatério de 2023 do Radar AgTech (Dias et al., 2023),
responsavel pelo mapeamento de startups do setor Agro, foram constatadas 1.953
startups com diversas finalidades. Foram identificadas algumas atuantes no setor
Agro que possuam metodologias ou tecnologias PoCT em forma de produto ou
servigo:

Tabela 3. Startups que possuem relagdo com diagndstico PoCT e com aplicagao para o setor Agro,
obtidas através de analise do relatdrio da Radar Agtech de 2023, contendo informagdes sobre o local
no Brasil em que a empresa se encontra, seu ano de fundagéo, se possui site e/ou catalogo, qual a
tecnologia utilizada do(s) produto(s) PoCT identificado(s) e endereco eletrénico consultado.

Kits (deteccdo de aluminio, fosfato,
nitrato, nitrito, potassio, magnésio, e

. Florianoépolis Site e biogas) e equipamentos eletrénicos .
AlfaKit SC 1989 Catalogo  (fotocolorimetros e phmétros alfakit.com.br
portateis).
Criagdo de uma raquete coletora de
BIA Sao leite para deteccdo de bactérias

T loai Francisco do 2009 Site causadoras da mastite. O tipo de ia.ind.br
ecnologia Sul SC tecnologia ndo é explicita.

Andlise de alimentos via

. . Site e espectroscopia  eletroquimica e .
Bionexus  Chapeco SC 2018 Catdlogo  optica.

Biosensores com tecnologia

Lab-ob-a-Chip e LAMP (chip

microfluidico com reagdo LAMP

Piracicaba Site e embarcada) para identificacdo de

Doroth SP 2018 Catalogo  genes de resisténcia, transgénicos,
variantes e outros. Pode ser

conectado ao celular.



https://alfakit.com.br/?gad_source=1&gclid=CjwKCAiAhJWsBhAaEiwAmrNyq5C5ucOkjVbE0UNEuhT_ky8n3AW-7GuvEXELTctGeZEVl4lH1DvY2RoCNiwQAvD_BwE
https://bia.ind.br/
https://bionexus.com.br/br/
https://doroth.com.br/
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Eco
Diagnéstic
a

Nova Lima
MG

2012

Site e
Catalogo

Biossensor KetoVet para detecgéo
de p-Cetona bovina e caprina;
biossensor HemoVet para detecgéo
e hematdcrito e hemoglobina bovina;
Biossensor Ca+Vet para detecgao
Calcio no plasma bovino.

ecodiagnostica.com.br

Kidera
Biotecnolo

gia

Brasilia DF

2021

Testes de fluxo lateral para
diagnéstico de fitopatégenos.

LM Insight

Uberlandia
MG

Site

Detecgao colorimétrica de
componente em alimentos, bebidas
e amostras humanas e animais
(tecnologia nao especificada).

www.linkedin.com/compa
ny/macofrentecnologias

Macofren

Brasilia DF

2012

Site e
Catalogo

Testes rapidos colorimétricos para
detecgao de metanol em
combustiveis e contaminagado por
formaldeido.

ny/macofrentecnologias/

quitora
Agua

Tremembé
SP

2018

Site e
Catalogo

Ferramenta patenteada de teste
colorimétrico, exclusiva para os
parametros do agronegécio, usada
de forma remota e online através de
smartphones.

Neoprosp
ecta

Joinville SC

201

Site e
Catalogo

Diagnostico  Microbiolégico Digital;
linha de testes rapidos para
deteccdo de microorganismos e
genes de resisténcia aos antibiéticos
e Plataforma Neobiome, que
possibilita um diagnéstico rapido,
preciso e sensivel de
microorganismos.

Revella
Agritech

Florianodpolis
SC

2016

Site

Nanobiossensor sem especificagdo
para detecgéo de Salmonella sp.

revellaagritech.com

Scheme
Lab

Sao Paulo
SP

2012

Site

Testes de fluxo lateral para
COVID-19. Desenvolvimento de
testes para  agricultura, sem
especificagéo.

www.linkedin.com/compa
ny/scheme-lab/

SpeclLab

Sumaré SP

2017

Site e
Catalogo

Associagao entre computacéo
cognitiva e sensores espectrais para
determinagdo  de propriedades
nutricionais, quimicas, fisicas e
biolégicas de matérias-primas e
produtos.

Em uma analise do Linkedin

das empresas, foi possivel constatar que
algumas empresas com ano de fundagado muito anterior a 2019, como € o caso das
empresas BIA Tecnologia, Neoprospecta e Scheme Lab que iniciaram no ramo
empreendedor com outros objetivos e depois adaptaram seus produtos ao mercado
atual, incorporando produtos PoCT com aplicagdo para o setor Agro em seus
catalogos (BIA Tecnologia, 2023; Neoprospecta 2023; Scheme Lab 2023).

E possivel ainda que mais empresas nascentes apresentem tecnologia PoCT
para o mercado Agro, entretanto, por serem empresas recentes, muitas vezes ainda
nao apresentam site, Linkedin e muito menos um catalogo de produtos com


https://ecodiagnostica.com.br/
https://www.linkedin.com/company/macofrentecnologias/?originalSubdomain=br
https://www.linkedin.com/company/macofrentecnologias/?originalSubdomain=br
https://www.linkedin.com/company/macofrentecnologias/?originalSubdomain=br
https://www.linkedin.com/company/macofrentecnologias/?originalSubdomain=br
https://saadrodrigues.wixsite.com/website
https://saadrodrigues.wixsite.com/website
https://www.neoprospecta.com/
https://revellaagritech.com/
https://www.linkedin.com/company/scheme-lab/about/
https://www.linkedin.com/company/scheme-lab/about/
http://www.speclab.com.br/
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respectivos precos e por isso nao foram adicionadas a tabela acima. Algumas ainda,
estdo em fase de desenvolvimento dos primeiros protétipos, como exemplo, a
Startup Kidera Biotecnologia, ja outras apresentaram projetos com metodologia
PoCT que foram aprovados por editais de fomento recentemente entre 2020 e 2021,
como é o caso da empresa Bionexus (Kidera Biotecnologia 2023; Bionexus, 2023).

2.6.4. Desafios do mercado brasileiro

Atualmente, talvez o principal desafio que o mercado de diagndstico PoCT
enfrenta no setor agro brasileiro, seja a falta de regulamentagdo especifica para
produtos da area, o que faz com que empresas novas no ramo ou com tendéncia de
producao desses produtos, fique a mercé de regulamentagdes internacionais ou de
adaptagcbes das regulamentagbdes brasileiras existentes, que sao destinadas a
saude humana. A falta de regulamentacao para produtos do setor agro ainda pode
implicar em uma barreira ou empecilho para potenciais investidores em novas
empresas do ramo, além de dificultar o planejamento e projetos de empresas ja
atuantes, visto que pode haver risco de nao aprovagao de produtos pela ANVISA.

Além disso, as resolugdes atuais citam a necessidade de um profissional
para realizar a testagem, o que para o Setor Agro n&o € desejavel. Para a
implementagdo de uma resolugdo, é necessario considerar que os diagndsticos
PoCT para o setor ndo devem se limitar a execug¢ao por um profissional, visto que ja
existem produtos comerciais de empresas estrangeiras que podem ser manejadas
por qualquer pessoa.

Outro desafio que cerca esse mercado € a aceitabilidade de novas
tecnologias por parte de produtores rurais. Nem sempre novas tecnologias sao
abracadas pelos produtores, pois os anos de pratica e costume com métodos
comprovadamente eficazes, os tornam nao adeptos a novidades, principalmente
pequenos e médios produtores ou produtores da Agricultura Familiar, o que
possivelmente acaba condicionando o mercado a optar por buscar clientes que
sejam produtores mais tecnificados e com maior abertura a novas tecnologias. Além
disso, o fator financeiro € de grande peso para a adogao de novas tecnologias. Os
novos métodos devem ser baratos e trazer consigo solucdes tdo eficazes, que
permitirdo redugao de custos, e ainda, tal redugao deve ser bem visivel ao produtor,
ou seja, quanto menor o prazo para observar reducdo do custo, mais possibilidade
de adogao da tecnologia.

Por fim, a competitividade dos dispositivos brasileiros deve ser levada em
consideragao, visto que existem grandes empresas estrangeiras fabricantes de
produtos comerciais fortemente validados. Os produtos brasileiros devem
apresentar valor que seja atraente para o mercado nacional e internacional e
possuir qualidade equivalente aos produtos comerciais ja existentes.

3. CONCLUSAO

Com esta revisdo sobre as principais metodologias utilizadas para o
desenvolvimento de produtos para o setor Agro, foi possivel identificar suas
principais vantagens quando comparadas com metodologias convencionais, aquelas
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realizadas em laboratério. Ao avaliar as resolugdes brasileiras que abordam o termo
PoCT e identificar diversas empresas estrangeiras que possuem produtos
comerciais para o setor Agro, foi possivel concluir que o mercado brasileiro
apresenta trés principais desafios: (I) Estabelecer uma regulamentagédo especifica
para o setor, ou modificar as existentes para que este e outros setores sejam
contemplados, (Il) Buscar formas de tornar os produtos ja existentes aceitaveis por
todos os potenciais usuarios desta cadeia e buscar a aceitabilidade por produtos
que ainda estdo em fase desenvolvimento através do estabelecimento de parcerias
para validagado por exemplo e (lll) garantir competitividade dos produtos brasileiros
em relagao aos produtos comerciais ja existentes de empresas estrangeiras.

Apesar destes desafios, foi observado um crescente aumento do numero de
pesquisas que englobam o desenvolvimento de produtos PoCT, além de poucas
empresas hacionais consolidadas no ramo e enorme escassez de produtos
comerciais destinados ao setor Agro, o que possivelmente indica que o mercado
para o setor em questdo ainda € muito inexplorado e incipiente, mas possui
tendéncias e perspectivas de crescimento, indicando que é um mercado em
ascensao.
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