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INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Pan-Americana
da Saude, orgdo da Organizagdo Mundial
da Saude,' a doenga de Chagas esta entre as
dezessete doencas tropicais negligenciadas,
atingindo cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
no mundo. Nos 21 paises endémicos da
América Latina ha cerca de 5 milhdes e, no
Brasil, 2 milhoes de individuos infectados.
Anualmente, ocorrem 50.000 novos casos e
12.000 mortes. Os paises Argentina, Brasil e
México concentram mais de 60% dos casos,

seguidos pela Bolivia e Colombia.!

Historicamente, a transmissdo ¢ morbidade
estavam concentradas em 4areas rurais da
América Latina, onde as condi¢des precarias
de moradia favoreciam a infestacdo pelos
vetores. No entanto, nas ultimas décadas,
o sucesso dos programas de controle
vetorial contribuiu substancialmente para a
diminuicdo da transmissdo em Aareas rurais.’
Contudo, nos ultimos anos, a manuteng¢do da
doenca tem ocorrido por surtos endémicos
cuja caracteristica ¢ a transmissdo oral. Esta
via de transmissdo tornou-se um dos casos
mais ativos na Venezuela, Brasil e Colémbia.
Por ser um meio pouco usual, abriu uma nova

area de estudo e analise.?

O documento Classificagio baseada em
multicritérios para gestdo de risco de parasitas
de origem alimentar, da Organiza¢do para a
Alimentagdo e a Agricultura/Organizacao
Mundial da Satde* incluiu Trypanosoma cruzi,
protozoario causador da doenca de Chagas,
como um parasita de origem alimentar.
Esse documento classificou a importancia
de diferentes parasitas de transmissao
alimentar a partir de uma perspectiva global,
utilizando critérios epidemioldgicos, clinicos
e socioecondmicos. Utilizando esta estratégia,
uma lista de 93 parasitas com potencial de
transmissdo por alimentos foi reduzida para
uma lista de 24. Nesta classificacdo, 7. cruzi
ocupa o 10° lugar, indicando a gravidade da
doenga de Chagas transmitida por alimentos.
Os nove parasitas que se classificam acima de
T. cruzi sdo de transmissao hidrica, alimentar,

ampla e de distribuicdo global.

De acordo com o Sinan (Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagcdo), no
periodo de 2007 a 2017 foram notificados
2.330 casos de doenga de Chagas aguda
confirmados, sendo 1.648 (71%) relacionados
com a transmissdao via oral. Comumente
os surtos sdo relacionados ao consumo de
vegetais e sucos de frutas contaminados.

Dentre eles destacam-se o agai, bacaba, jaci
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(coquinho), caldo de cana de agtcar, vinho de

palma, suco de laranja, suco de goiaba.’

Nos surtos relacionados a consumo de
sucos de frutas sugeriu-se que os insetos
infectados, que habitam a copa das arvores,
poderiam ser transportados da area de colheita
das frutas para as maquinas de extragdo de
suco. Os triatomineos infectados seriam,
entdo, esmagados nas maquinas de extragdo
de suco, devido a uma falta de cuidados
sanitarios durante a preparagdo, levando
a contaminac¢do ¢ aos casos de doenga de
Chagas aguda.® Portanto, a contaminagdo de
alimentos a base de vegetais in natura por
T. cruzi é acidental e pode ocorrer durante a
colheita, armazenamento, transporte ou até

mesmo na etapa de preparacao.

No Brasil, os casos de doenga de Chagas
aguda causados por transmissdo oral foram
relacionados especialmente ao consumo
de polpa de agai e caldo de cana de agtcar,
possivelmente contaminados com 7. cruzi,
com base no histoérico das pessoas envolvidas.
Ambos os alimentos sdo de grande producdo e

aceitacdo nacional.®

Na regido Norte do Brasil, o acai ¢
comercializado diariamente in natura, sem
qualquer tratamento térmico. Nas demais
regides, o agai é comumente consumido na
forma de polpa pasteurizada e congelada,
sobretudo por esportistas. Por ser considerada
uma bebida energética, na maior parte das
vezes, ¢ misturado ao xarope de guarana e/ou
frutas, cereais e carboidratos de assimilacao
rapida para compensar sua deficiéncia em

acgucares simples.

O caldo de cana de acUcar in natura é

utilizado como refresco denominado em

algumas regides como garapa de cana de
acucar. Este alimento ¢ geralmente consumido
imediatamente gelado ou a temperatura
ambiente, ndo podendo ser armazenado por
ser susceptivel a alteragdes enzimaticas,
sensoriais

que proporcionam alteragdes

significativas e indesejaveis.

A partir de 2000, o aumento do nimero de
casos de doenca aguda de Chagas, por provavel
transmissdo oral, gerou diversas legislagdes
e documentos para o controle de qualidade
dos produtos de frutas. Varios documentos
foram redigidos e visavam minimizar os
riscos da ocorréncia de doencgas transmitidas
por alimentos. Dentre eles, destaca-se a
norma RDC n°® 218 de 29/07/2005, publicada
pela Anvisa,” que estabelece o regulamento
técnico de procedimentos higiénico-sanitarios
para manipulagdo de alimentos e bebidas
preparados com vegetais. Tal norma enfatiza
diversas vezes a importancia das boas praticas
de producdo como ferramenta para evitar a

contaminacao por insetos vetores.

Os laboratorios de satde ptiblica, em parceria
com as vigilancias sanitaria e epidemioldgica,
contribuem para o esclarecimento de surtos
de doengas transmitidas por alimentos pelo
desenvolvimento e implantacdo de métodos
laboratoriais de detec¢do de patdgenos em
amostras alimenticias e 4gua. Nos ultimos anos,
técnicas foram padronizadas em laboratoérios
de referéncia para a pesquisa de parasitas
em alimentos, como Toxoplasma gondii em
produtos carneos,® 7. cruzi em polpa de agai e

caldo de cana de ag¢ucar,’ dentre outros.

Além da deteccdo de parasitas em alimentos,
a determinacdo da viabilidade dos mesmos ¢é de
grande importancia. A presenca de 7. cruzi ou

suas moléculas (DNA) e a determinagao de sua
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viabilidade em alimentos suspeitos de contami-
nacdo permitem esclarecer surtos de doenca de
Chagas aguda causados pela transmissdo oral.
Diante destes dados, o Centro de Parasitologia
e Micologia e o Centro de Alimentos do Insti-
tuto Adolfo Lutz divulgam o estudo realizado
para analise de parametros celulares de 7. cruzi
como morfologia, mobilidade e integridade,
apos a sua incubagdo com polpa de agai e caldo
de cana de agucar.

METODOLOGIA

Obtencao e manutencao de 7. cruzi

Para a contaminagdo experimental dos
alimentos foi utilizada cepa Y de T. cruzi,
mantida por passagens seriadas em culturas
de células LLC/MK,. De cada garrafa de
cultura de células foram coletadas as formas
tripomastigotas no sobrenadante do meio
de cultura. A seguir, os parasitas foram
Neubauer

quantificados em camara de

e acertadas as concentragées para as

contaminagdes dos alimentos.’

Amostras de alimentos

Asamostrasde polpadeagaiin natura foram
obtidas de um estabelecimento comercial da
cidade de Belém (PA). Foi caracterizada como
acgai fino ou popular (tipo C) por apresentar
aparéncia pouco densa. As amostras de caldo
de cana de acucar foram obtidas em uma feira
livre da cidade de Santo André (SP).

O pH dos alimentos foi medido antes do
procedimento de contaminagdo, que foi para
a polpa de acai, 4.8 e para caldo de cana de

agucar, 5.1.

Contaminacio experimental dos alimentos

com os tripomastigotas

Os ensaios iniciais foram realizados para
padronizar a metodologia. Primeiramente

foram realizados testes para definir a
quantidade de alimento a ser utilizada.
A quantidade ideal para que os parasitas
dissolvidos na polpa de agai e que pudessem
ser vistos no microscopio foi de 500 pL do
alimento contaminado com cerca de 1 x 10°

tripomastigotas.

Cerca de 1 x 10° tripomastigotas foram
adicionados a duas aliquotas de 500 upL de
polpa de agai e duas de caldo de cana de
acucar. Uma das aliquotas de cada alimento
foi incubada a temperatura ambiente (26°C)
e a outra, a 4°C (24 horas). O controle
foi constituido da mesma concentragdo de

tripomastigotas em meio de cultura.

Analise morfologica e de mobilidade de
tripomastigotas

A analise morfolégica dos parasitas foi
realizada pela contagem de parasitas vivos.
Uma aliquota de 5 pL de amostra contaminada
foi colocada em lamina e coberta com laminula
22 x 22 mm. As contagens dos parasitas vivos
foram realizadas em 50 campos microscépicas
em aumento de 400x. Previamente foram feitas
as padronizagdes da metodologia observando
os parasitas em diferentes aliquotas dos
alimentos contaminados (50 g, 500 puL, 1 mL).

As analises dos tripomastigotas apos
incubagdo com as aliquotas de polpa de acai e
caldo de cana de agticar foram realizadas por
microscopia optica nos tempos 0, 2, 4, 8 ¢ 24

horas pos-contaminacao.
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Analise da integridade de tripomastigotas

A integridade dos parasitas foi analisada
por microscopia apds o tratamento das
aliquotas dos alimentos contaminados com 10
uL de Dihidrocloreto de 4°, 6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI) 1:100 em tampao fosfato
tamponado (PBS). As amostras analisadas
foram as incubadas a 26°C nos tempos
0, 2, 4, 8 ¢ 24 horas. Foram analisadas a
integridade da membrana externa, do nticleo e
cinetoplasto por microscopia 6tica (Olympus)
e fluorescente, em campo escuro (BX60,
upright compound microscope, Olympus).

RESULTADOS

Os resultados da analise morfologica e de
mobilidade dos tripomastigotas nos diferentes

tempos de incubacdo estdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2. Os tripomastigotas (maioria)
estavam vivos (moveis e ativos) em caldo de
cana de acucar até o final do experimento (24
horas) (Tabela 1). Em contraste, como mostra
a Tabela 2, os parasitas incubados por 4 horas
a 26°C com polpa de acai ja apresentaram
alteragdo no  movimento, tornando-se
mais lentos. Apds 8 horas de incubacdo
total

tornando-se arredondados (amastigota “like”).

apresentaram alteragdo na forma,
Apods 24 horas 100% dos parasitas estavam

lisados, impossibilitando sua detecgao.

Em ambos os alimentos, o processo de
refrigeracdo contribuiu para que os parasitas
se mantivessem viaveis (moveis e ativos) por

mais tempo. Os parasitas se mantiveram vivos

Tabela 1. Analise morfologica e de mobilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi incubados com
caldo de cana de actcar nos periodos indicados, IAL/ESP - 2019

Temperatura

Periodos de incuba- a°c
¢do (em horas)

26°C

Tripomastigotas vivos

Tripomastigotas vivos

Morfologia (%) Morfologia (%)
2 Normal/ativos 97 Normal/ativos 97
4 Normal/ativos 96 Normal/lentos 95
8 Normal/ativos 95 Normal/ativos 91
24 Normal/ativos 95 Normal/ativos 58

Tabela 2. Analise morfoldgica e de mobilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi incubados
com polpa de acgai nos periodos indicados, IAL/ESP - 2019

Temperatura
Periodos de incubagdo a°c 26°C
(em horas) - - - - - -
Morfologia Tripomastigotas vivos Morfologia Tripomastigotas vivos

(%) (%)

2 Normal/ativos 98 Normal/ativos 78

4 Normal/ativos 93 Normal/lentos 54

8 Normal/lentos 58 Arredondados/lentos 20

24 Arredondados 0 Arredondados 0
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na amostra de caldo de cana de agucar a 4°C
por um periodo superior a 7 dias e até 48 horas

a 26°C (dados nao mostrados).

Ja na polpa de agai, n3o houve deteccdo
de parasitas vivos na leitura de 24 horas, nas
duas temperaturas testadas, sendo encerrado o

teste para esse alimento nesse periodo.

As analises microscopicas de fluorescéncia

de tripomastigotas incubados com os alimentos

e corados com o DAPI podem ser vistas na Figu-
ra 1. Os tripomastigotas ficam viaveis em caldo
de cana de agucar até o final do experimento
(24 horas). Contudo, apds 4 horas de incubacao
com polpa de acai, os parasitas apresentaram
alteragdes na forma. Embora os nucleos e
cinetoplastos se apresentassem com estrutura
tipica, os parasitas ficaram arredondados. Estes
resultados corroboram com os obtidos na anali-
se morfoldgica e de mobilidade.

A

Mattos et al. Figura 1

Figura 1. Foto-microscopia de Trypanosoma cruzi incubados com polpa de acai e caldo de
cana de acuicar em dois periodos, IAL/ESP - 2019. Painéis A e B: tripomastigotas incubados
com polpa de acai no tempo 0 e apds 24 horas respectivamente. Painéis C e D: tripomastigotas
incubados com caldo de cana de acticar no tempo 0 e apos 24 horas. Aumento de 400 vezes. As
setas indicam o ntcleo e o cinetoplasto dos tripomastigotas
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DISCUSSAO

A observacdo microscopica de 7. cruzi em
amostras de alimentos constituiaevidénciareal
da contaminac¢do. Contudo, nossos resultados
mostraram que as analises microscopicas
realizadas em aliquotas com volume de 50g de
polpadeagaicontaminadas experimentalmente
com consideravel concentragdo de parasitas
(1 x 10°) foram negativas. Os tripomastigotas
foram detectados somente quando o volume do
alimento foi diminuido (500 pL) e contaminado
com a mesma concentragdo. A dificuldade
de visualizagdo microscopica dos parasitas
diretamente na polpa de acai estd associada
principalmente a sua coloragdo escura, dada
a grande quantidade de matéria orgénica e
antocianinas. Contudo, nossos resultados
estdo em conformidade com estudos prévios,'’
que determinaram a presenga ¢ o potencial de
penetracdo de 7. cruzi nos tecidos da cana de
agucar e constatou que ndo foi possivel essa
observagdo por microscopia optica. Ainda em
conformidade com estes achados, Barbosa'!
verificou que a contaminagdo de 1 x 103
tripomastigotas diretamente na polpa de agai
também nao permitiu a visualiza¢do durante a
inspe¢do microscopica, com e sem coloragiao
vital pelo Azul de Trypan. Esse mesmo autor
testou ainda a visualizagdo de parasitas apos a
centrifugacdo da polpa infectada e relatou que
foi possivel a observacdo dos parasitas em
ensaios com volumes reduzidos da mistura,
porém o rendimento dessa técnica foi muito
baixo e, porisso, a metodologia em questiao nio
foi eficiente no isolamento dos parasitas. Uma
das alternativas seria a metodologia empregada
por Barbosa,!! que analisou o sobrenadante da
polpa de acai, pos-centrifugagao e verificou a
presenca dos tripomastigotas com a motilidade

caracteristica e que o contato com a polpa ndo

interferia na viabilidade até os 60 minutos

seguintes.

Em razdo dos elevados indices de matéria
orgdnica, especialmente fibras vegetais e
das caracteristicas fisico-quimicas da polpa
de acai integra, Passos e colaboradores'
desenvolveram uma metodologia para o
isolamento e observacdo de tripomastigotas
na polpa, no qual uma tamisacdo realizada
sob pressdo resultou em um eluato que
permitiu a quantificacdo exata e visualizacdo
da motilidade dos parasitas. A mesma
metodologia foi empregada por Mattos e
colaboradores’ para purificagdo de DNA para

posterior diagnéstico molecular.

Na analise morfologica e mobilidade dos
tripomastigotas incubados com caldo de
cana de agucar, os resultados mostraram que
quase todos os tripomastigotas ficam integros
e viaveis por mais de 24 horas. Contudo,
tripomastigotas incubados com a polpa de
agai sobreviveram por no maximo 8 horas,
tanto a temperatura ambiente como sob
refrigeracdo. Apos este periodo, os parasitas
se tornam arredondados até que ocorra a
lise. Ressalta-se que 7. cruzi sobrevive em
pH fisiologico (7.2 a 7.3), apesar de ocorrer
a morte celular em meios muito acidos ou
alcalinos. Nossos resultados mostraram que
os alimentos apresentavam pH acido (polpa
de acai, 4.8 ¢ caldo de cana de actcar, 5.1).
A possivel redugdo destes valores poderia
dificultar a sobrevivéncia dos parasitas.
Estes dados mostram que o caldo de cana de
agucar tem um ambiente mais favoravel para

o parasita do que a polpa de agai.

As condi¢des do agai podem interferir na
manuten¢do dos parasitas na polpa. Sousa
e colaboradores,'? avaliando polpas de agai

Determinagao da viabilidade de Trypanosoma cruzi em polpa de agai e
caldo de cana de agucar experimentalmente contaminados/Mattos EC et al.

pagina 20



BEPA 2019;16(183):15-23

comercializadas em Manaus, encontraram
de pH de

especificidades referentes as areas de producao,

valores 5.4, mostrando que
como, por exemplo, a temperatura, a umidade
relativa, o tipo de solo e a propria composicao
quimica dos solos podem influenciar nas
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos e,

consequentemente, de suas polpas.

Outros estudos corroboram com estes
dados. Barbosa'' incubou o eluato de polpa
de acai apds a tamisac¢do forgada e verificou
sobrevida dos parasitas até 48 horas. Neves ¢
colaboradores' verificaram alteracdes fisico-
quimicas como reducdo do pH e queda dos
niveis de aclicares na polpa de agai apds 5 dias
de armazenagem sob refrigeragdo. Assim, o
periodo de armazenagem torna o ambiente
mais hostil para os parasitas.

A comercializag¢ao do acgai sofre restri¢gdes,
por conta da alta perecibilidade do seu suco,
que ndo resiste mais do que 72 horas, mesmo
em ambiente refrigerado. Além do mais,
como toda fruta tropical, o agai torna-se
escasso no mercado durante a entressafra.
O tempo transcorrido entre a colheita e o
beneficiamento do acai, de no maximo 12
horas apds colhido, ¢ crucial para garantir a
qualidade do produto final. Da mesma forma,
a seguranca microbiologica ¢ condi¢do de
ofertade um alimento saudavel ao consumidor.
Assim, a comercializagdo do produto
congelado torna-se necessaria. O periodo de
24 horas para a realiza¢cdo dos experimentos
foi escolhido uma vez que corresponde ao
aspecto cultural relativo ao consumo da polpa
naregido Norte do Brasil, que é consumida em
periodos proximos ou durante o periodo das
refeigcdes e em diferentes horarios ao longo

do dia. Convém ressaltar, ainda, a existéncia
de diferentes tipos de percepcdes ao sabor
acido, que se acentua na polpa quanto maior
for a diferenca de tempo entre o0 momento da
preparagdo e o do consumo. Para algumas
pessoas, a polpa ainda ¢ palatavel e até mais
apreciada, enquanto para outras, quando
se encontra no mesmo estagio, a polpa ja ¢
descartada pelo sabor azedo caracteristico.'

Os estudos de sobrevida e integridade
de T. cruzi tém importancia epidemiologica
a medida que mostram que os processos de
congelamento e descongelamento podem néo
ser suficientes para eliminar 7. cruzi e impedir
a sua transmissdo para o homem. Contribuem
também para a rapida detecgdo dos parasitas
nos alimentos, em casos de esclarecimentos
de surtos.!s Ressaltamos que, além da analise
da integridade dos parasitas, os alimentos
suspeitos devem ser analisados por métodos
moleculares, como a Reac¢do em Cadeia
da Polimerase (PCR), cuja sensibilidade ¢
superior a analise microscopica.’

CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo
permitem concluir que o tempo ideal para a
pesquisa microscopica e de viabilidade de
T. cruzi em alimentos pode variar de acordo
com o produto e sua fabricacdo. Para polpas
de acai, o ideal é que as amostras sejam
encaminhadas ao laboratorio no maximo apds
24 horas de sua produgdo, enquanto que, para
o caldo de cana de agticar, o prazo pode ser
estendido até 48 horas apds uma provavel
contaminagdo, tendo em vista que neste
ultimo alimento os parasitas ficam viaveis

por um periodo um pouco maior.
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